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"Existe um tempo certo para cada coisa, momentotopo para cada
propésito debaixo do Sol:

Tempo de nascer, tempo de morrer; tempo de platganpo de colher”

(Eclesiastes 3:1-2).
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RESUMO

Avaliou-se a produc¢do de odcitos aspiradas de Mdelse e a produgcdo de embrides
in vitro, de fémeas que foram superestimuladas com FSKCGuU Eoram utilizadas 42
vacas geneticamente homogéneas, com idade ent@eath@s, com peso medio de 420
Kg de peso vivo, distribuidas em trés grupos: lontfole (n=14), Grupo 2 = tratadas
com 1400UI de eCG (n=14) e Grupo 3 = tratadas d#2 Ul de FSH, administrados
com intervalo de 12 h, em 4 doses constantes (n€lgl)animais passaram por um
periodo de adaptacdo de 45 dias, permanecendo stag@a deCynodonspp. e
tiveram acesso a agua e sal minadllibitum. Apés a separacdo em grupos todos os
animais receberam implante auricular contendo 3 dagNorgestomet no dia O
associado a administracdo de 2 mg de benzoatdrddiek via intramuscular. No dia 7
foram retirados os implantes de todos os animaie dia 7 os ovarios das vacas do
grupo 1 foram aspirados (OPU). Os ovérios das vdoagrupo 2 foram aspirados
(OPU) no dia 7, sendo que a aplicacdo de eCG #zegla no dia 5. Os ovarios das
vacas do grupo 3 foram aspirados (OPU) no diandesegue a aplicacdo de FSH foi
iniciada no dia 50 procedimento de aspiracdo folicular foi realizadibzando-se
equipamento de ultrassom Aloka SSD-500 com transduicroconvexo de 5 mHz,
sendo que o mesmo foi adaptado a uma guia de e@piespecifica para o sistema
reprodutor de bovinos, conectado a um sistemapleagdo em tubo Falcon de 50 mL.
A presséao de vacuo foi obtida com uma bomba CodkAR 5000, ajustada entre 38 e
45 mmHg, permitindo um fluxo de 12 mL de meio/mmuEoram realizadas 42 sessbes
de OPU com obtencdo de 627 odcitos, sendo 502isi@&é&25 invidveis. A seguir
realizou-se a maturacdo e a fecundac&do. Avalioa-daxa de clivagem, taxa de

blastocisto e taxa de eclosdo. Nao houve difere(i€as 0,05) no niumero de odcitos



viaveis, na taxa de clivagem, taxa de blastocistaxa de eclosdo em funcédo do
tratamento. Conclui-se que o estimulo gonadotradmm 120 Ul de FSH, em 4 doses
por animal ou com 1400 Ul de eCG por animal, fa@uiiciente para incrementar o
namero de odcitos viaveis e PIV associados a teaecaspiracdo folicular guiada por
ultrassom.

Palavras-chavesFIV, OPU, reproducao animal.



ABSTRACT

It was evaluated the oocyte and vitro embryo production of Nellore cows
superstimulated with FSH and eCG. It was used 4&doom the same genetic group,
aging from 4 to 9 years, with mean body weight 8D &g, distributed into three
groups: Group 1 = Control (n=14), Group 2 = supmetation with 1400Ul of eCG
(n=14) and Group 3 = supplementation with 120 UF&H, administered four times
with 12h intervals (n=14). All animals had an adsiph time of 45 days, where they
stayed in &Cynodonspp pasture. They had free access to water anerahisalt. After
group separation the animals received an aurig¢oiplant of 3 mg of Norgestomet at
day O with 2 mg of estradiol benzoate intramuséylakt day 7 the implants were
retrieved from all animals and cows from group ¥eveubmitted to ovarian aspiration
(OPU) at this day. Group 2 had the OPU also dudag 7 although they received a
previous application of eCG at day 5. Group 3 Hesl ®PU during the day 7 after a
FSH administration at day 5. The follicular aspoatprocedure was done using Aloka
SSD-500 ultrasound equipment with a microconvex 50fMHz transducer. This
transducer was adapted to a specific aspiratiodegtor bovine reproductive system
connected to an aspiration system with 50 ml Fakdn The vacuum pressure was
obtained with a Cook V-MAR 500 pump, adjusted betw88 to 45 mmHg, allowing a
flow of 12 ml of medium/minute. It was realized @PU sessions which obtained 627
oocytes being, 502 viable and 125 non-viable. Tlie® oocyte maturation and
fecundation was induced. It was evaluated the elgavate, blastocyst rate and eclusion
rate. No difference (p>0,05) were found betweenugsoregarding viable oocyte
number, cleavage rate, blastocyst rate and eclusaie. In conclusion, the
gonodotrophic stimulation with four doses of 120d§IFSH per animal and with 1.400



Ul of ECG per animal was insufficient to increabe humber of viable oocytes and
PIV associates with the follicular aspiration teicue guided with ultrasound.

Key-words: FIV, OPU, reproduction animal.



INTRODUCAO GERAL

Segundo relatério de 2007 da Sociedade Brasileir@rdnsferéncia de Embrides
(SBTE) indica crescente producao brasileira de &mbin vitro (196.000), porém
foram produzidos 70.000 embrides vivo (Viana e Camargo, 2007), o que indica
aproximadamente 15.000 superovulagdes por anos Essaltados destacam o Brasil
no cenario mundial de producdo de embrides. Atuatieme area de reproducéo bovina
vem sendo explorada com maior intensidade, passpodanudancas e inovacdes
biotecnolbgicas relevantes, resultado dos intesedsepesquisadores e criadores que
visam difundir de forma rapida e lucrativa os maisrgenéticos de alto potencial
(Reichenbach et al., 2002).

A transferéncia de embrides (TE) e a fertilizag@witro (FIV) possibilitam o
aumento dos indices reprodutivos das fémeas, ificamglo a selecdo dos animais A
utilizacdo e o desenvolvimento de biotecnologiaseggoducdo animal sdo condi¢des
para aumentar a eficiéncia produtiva dos rebarReilienbach et al., 2002).

A Fertilizacaoin vitro (FIV) é considerada a terceira geracédo de biotegiml
aplicada ao Melhoramento Genético, apdés a Inseiinadrtificial (I1A) e a
Transferéncia de Embrides (TE). Em 1981 foram olstidoocitos maturos,
cirurgicamente de ovarios ou de ovidutos de vaaisneladas hormonalmente e,
posteriormente, fertilizados e cultivadiosvitro antes da transferéncia, o que resultou
no nascimento do primeiro bezerro fertilizadovitro (Brackett et al., 1982). Com a
introducéo da aspiracao folicular guiada por uttbasgrafia Qvum Pick-up/ OPU),
seguida pela producao vitro de embrides (OPU-PI1V), a expectativa no incremeiato
produtividade das fémeas aumentou (Nibart et 8B5L A OPU apresentou-se como

uma alternativa na recuperacdo de odcitos de féroaas limitagbes reprodutivas,



mostrando-se mais ampla quando utilizada em fésemataveis e animais pré-puberes,
produzindo quatro vezes mais embrides em relacEg &ruip et al., 1994), embora
com maior custo por embrido (Rodrigues e Garci@aDp0

Segundo Gongalves et al. (2001), o objetivo da El¥celerar a producédo de
animais geneticamente superiores e impedir, pgaagdoin vivo de foliculos guiada
por ultrassonografia, especialmente em bovinos, escalte precoce de fémeas
geneticamente privilegiadas, portadoras de altemagi@lquiridas que impedem que a
reproducéo ocorra de forma natural ou até mesnaotpgisferéncia de embrides.

Dentre as reconhecidas vantagens da técnica, data de ser pouco invasiva,
podendo ser utilizada em qualquer fase do ciclalesteja em animais pré-puberes ou
em gestacao inicial (Viana e Bols, 2005), o quéesee ao fato dos ovarios manterem
suas atividades durante a prenhez, tornando véaxetuperacdo dos oocitos (Knopf et
al., 1989).Pieterse et al. (1991) fazendo punc¢Bes em 21 \eana3 fases diferentes do
ciclo estral (D3, D10, D16), ndo encontraram quatqdiferenca entre as taxas de
colheita, porém o numero meédio de oolcitos colhidparentemente € maior nos
primeiros dias do ciclo.

Para Meintjes et al. (1995, aspiracéo folicular pode ser realizada até @iterc
més de prenhez sem riscos a gestacao e, para (3898 até o sexto més de prenhez.
Utilizando-se a tecnologia da inseminacao artifiGansegue-se obter apenas um
bezerro por vaca/ano, no caso da transferéncianteiG@s pode-se obter de 20 a 25
bezerros por vaca/ano, jA com a OPU-FIV este numaantenta para 80-100 bezerros
vaca/ano. Leeuw (2006) concluiu que a OPU-FIV apres grande vantagem em
relacdo ao numero de bezerros nascidos por vacanpoem relacdo as outras técnicas
utilizadas.

O evidente crescimento da OPU contribuiu para iggapontos criticos ao maior
desenvolvimento da técnica, como o alto custo dofpamentos, a alta variabilidade
nas taxas de recuperacdo de oo6citos e o0 reduzideerndde protocolos de
gonadotrofinas eficientes. Pode causar também deg@arianas e de tubas uterinas,
aumento na incidéncia de cistos foliculares, enuariertilizacaan vitro pode levar a
perdas embrionarias precoces e nascimento de bezagaindes, além de aumentar a
incidéncia de partos distocicos, o que também fYademciado por varios autores
(Gibbons et al., 1994; Kurykin et al., 2000; Petytal., 2001; Viana et al., 2003).



Aspiracao folicular em bovinos

InUmeras sé@o as técnicas de aspiracdo foliculab@rmos. No caso de ovarios
provenientes de abatedouros, os oo6citos podembsi€los por puncdo ou dissecacao
folicular, porém a colheita é efetuada por mei@uaiecéo folicular com agulha acoplada
a uma seringa ou bomba de vacuo (Goncalves €08llL).

Em decorréncia de varios fatores indesejaveis dgunmas técnicas, a
ultrassonografia passou a ser utilizada. Tendodgraxito a manipulacdo transretal
com posicionamento dos ovarios dorso-lateralmente cavidade abdominal,
possibilitando a sua visualizagdo com um transddeoB.5 MHz posicionado sobre a
pele, na regido da fossa paralombar, local por @edesaliza a introducdo da agulha
para puncionar os foliculos. Porém, a recupera@gmdatitos bovinos utilizando a
ultrassonografia ganhou grande impulso, um ano meade apos modificacdes que
tornaram o procedimento mais facil e rapido (Semt@déh, 2002).

Pieterse et al. (1988) alteraram a técnica despeata humanos (Feichtinger e
Kemeter, 1986) e descreveram a aspiracdo folicular transvaginal através da
ultrassonografia, que tornou viavel o aproveitamedé od6citos bovinos, sem as
limitagBes dos procedimentos existentes até e@&wrocedimento é realizado atraves
de uma agulha acoplada a probe conectada a umaabdmbvacuo, guiada por

ultrassom transvaginal (Gongalves et al., 2001).

Sele¢do dos odcitos

E chamado de complexaumullus-06citdCCO) o complexo formado pelo odcito
envolto por células da granulosa, no interior diicfito. O termo corona radiata é
utilizado para denominar o conjunto de células ipnés da zona pelucida. A
proximidade entre as células do cumulus com o odat com que elas tenham funcdes
diferenciadas daquelas presentes na mural do limliEsta intimidade entre as células
do cumulus com o odcito traz vantagens mutuas, cporoexemplo: substancias
reguladoras produzidas pelo odcito que tém funggumitante na atividade das células
do cumulus e, da mesma maneira, componentes dedaéss somaticas quando estédo
presentes levam a melhores resultados de matufeciodacao e de desenvolvimento
embrionério, fato que evidencia a importancia ddslas do cumulus na maturagéo do
oocitoin vitro (Gongalves et al., 2001).

O seu potencial de maturacao, fecundacdo e daidagacde desenvolvimento

embrionario dos odcitos pode ser estimado pelaéapar do CCO. Morfologicamente,



0s 00citos com maior potencial de viabilidade dewgresentar ooplasma homogéneo
com granulacfes finas, de coloracdo marrom e caampénte envolvida por varias
camadas de células do cumulus dispostas de formg@amta. Varias classificacdes
morfologicas tém sido adotadas para selecionartagddbovinos na tentativa de
identificar os de maior viabilidade. Classificag@on escala de 1 a 4, considerando as
caracteristicas do cumulus (cobertura do oécitdd eitoplasma do odcito (ooplasma)
(Gongalves et al., 2001):

Qualidade 1: Cumulus compacto presente, contends detrés camadas de
células. Ooplasma com granulagdes finas e homogépesenchendo o interior da zona
pelicida e de coloracdo marrom (Figura 1).

Qualidade 2: Cumulus compacto parcialmente presemtevolta do od6cito ou
rodeando completamente o o6cito com menos de 3damreelulares. Ooplasma, com
granulacdes distribuidas heterogeneamente, podsEstdomais concentradas no centro
e mais claras na periferia ou condensada em unocsd aparentando uma mancha
escura. O ooplasma preenche o espaco interiorrgapaiicida (Figura 2).

Qualidade 3: Cumulus presente, mas expandido. ©woplaontraido, com espaco
entre a membrana celular e a zona pellcida, preadohirregularmente o espago

perivitelino, degenerado, vacuolizado ou fragmemi@&agura 3).

Qualidade 4: Odcito desnudo sem cumulus (Figura 4).

Figura 1. Odcito de grau | Figura 2. Odcito de grau I



Figura 3. Odcito de grau lli Figura 4. Od6cito desnudo

Fatores relacionados ao sucesso da aspiracao folawu

Sdo inumeros os fatores que controlam o sucessaspaacao folicular
transvaginal, que € medido parcialmente pela taxeeduperacéo de odcitos com base
no numero de foliculos aspirados. Podem ser diegliem fatores mecanicos como
visualizacdo dos foliculos pelo equipamento deasdtonografia, vacuo exercido pela
bomba de aspiracédo, tipo de agulha e experiénciapdoador ou fatores biologicos
como raga, espécie ou idade da doadora, pré-eatidaulhormonal ou fase do ciclo

estral na qual se realiza a aspiracéo foliculaslgBt al., 2005).

Aspectos mecanicos relacionados a aspiracao foliaul

Um sistema de aspiracao folicular apresenta trésgprincipais: 1) Aparelho de
ultrassom; 2) Sistema de guia e agulhas; e 3) Bod#haacuo, conectados a um
recipiente coletor dos odcitos.

Aparelho de ultrassom

Nos programas de aspiracédo folicular e na repradassistida, em bovinos,
podem ser utilizados diversos tipos de transdutonesanicos ou eletrénicos. As
frequéncias variam de 3 a 8 MHz. Esta deciséo dariacordo com a profundidade das
estruturas a serem visualizadas, bem como o gralefiticdo exigido para uma boa
eficiéncia do procedimento (Viana et al., 2002).aPa aspiracao folicular guiada por
ultrassom, as metodologias desenvolvidas foramgstap utilizando transdutores tanto
lineares quanto convexos. O transdutor linear aptascomo principal desvantagem o

espaco limitado entre o transdutor e a agulha, dnge assim que todas as regides do



ovario sejam puncionadas, mesmo modificando-sesizipoamento das gbnadas. Ja os
transdutores do tipo convexo propiciam um procedimenais rapido e facil (Seneda et
al., 2002).

Em relacdo a frequéncia existem relatos da utéiaale transdutores de 5,0 MHz
(Gibbons et al., 1994); 6,5 Mhz (Boni et al., 19B% et al., 1997) e 7,5 Mhz (Bols et
al., 1995). A variacdo da frequéncia do transdstorda principalmente pela melhor
visualizacdo dos odcitos, pode alterar sua taxaedeperacao, resultado observado
quando se utiliza aparelhos com maior frequénciasfiifnoto et al., 1999). Tais
diferencas na resolucdo da imagem podem ser ngifficativas principalmente em
funcéo da experiéncia do operador do equipamemnyoetral., 1997).

Tipo de agulha

Para a aspiracao folicular, em bovinos, podem @ezaglas agulhas de 17 Gauge
(G) e de 21G e comprimentos variados, descartéversio (Viana et al., 2002) (Figura
5). Segundo este mesmo autor o calibre internaca@acteristica mais importante da
agulha de puncao, pois esta diretamente relacichagtocidade do fluxo do fluido, ao

volume de espaco morto e a ocorréncia de turb@émsistema de aspiracao.

Figura 5. Tipos de agulhas utilizadas durante a
aspiracdo folicular, 20G (bulbo verde)
e 18G (bulbo rosa).

Calibres de agulhas menores que 21G e maiores @Ge nBo devem ser

utilizados, pois impossibilitam colher complesomulus oophorugCCOs) intactos ou



dificultam a aspiracdo de foliculos de menor didgm€éHashimoto et al., 1999). As
agulhas de maiores diametros (17 ou 18G) sdo ngiias e, portanto, menos sujeitas a
entortar durante a manipulacdo do ovario (Fry.etl8b7).

De acordo com Seneda et al. (2002), as agulhasd@metros maiores de 18G
relacionaram-se a maiores taxas de recuperacdooOdiéosy embora com maior
percentual de odcitos desnudos, além de maioressdanestroma e maior quantidade
de sangue no liquido aspirado. Ja as agulhas deett@menor que 19 G apresentaram
indices reduzidos de recuperacdo de odcitos, pssnte pela lentiddo da aspiracao
do liquido folicular, no momento da puncdo. Agulltess menor calibre estdo menos
sujeitas a variacdo na velocidade de fluido aspif@ar minuto do que agulhas com
calibre interno maior (Bols et al., 1996). Agulhds menor diametro resultam na
recuperacdo de maior percentual de CCOs de melladidgde e menor percentual de
oocitos total ou parcialmente desnudos (Bols etlb6; Hashimoto, 1999). E possivel
que a explicacao para estes resultados se dé dawiftltto do movimento dos fluidos
em agulhas de menor diametro ser mais lento e #&miresultando em menor
turbuléncia (Horne et al., 1996). Ja a utilizac@oadulhas maiores, mesmo aplicando
menores pressdes de vacuo, leva a diferencas o@dade do fluxo entre o centro e a
periferia do lumen, gerando forgas mecanicas sab@COs (Viana et al., 2002).

No inicio a aspiracdo era realizada apenas comhagulongas (55 cm),
produzidas especificamente para aspiracdo foliclNéais tarde, devido ao custo
elevado e a necessidade de rapida substituicAasdagsilhas, pois perdiam o gume
rapidamente, o que prejudicava a recuperacéo dotsooptou-se por utilizar agulhas
hipodérmicas descartaveis (Seneda et al., 2002).

O tamanho do bisel da agulha é outro aspecto aosmiderado para aspiracao
folicular. Bols et al. (1996) realizaram um expeito que testava o efeito de pressdes
de vacuo de 50, 70, 90, 110 e 130 mmHg, em ag@0G com bisel curto ou longo.
Estes autores observaram que as agulhas de bgel ppomoveram maiores taxas de
recuperacdo quando se utilizou a mesma pressacade,vdescartando, assim, a
hipétese inicial de que agulhas de bisel curto pr@riam melhores resultados. A
melhor explicacdo é de que no momento da perfurdgdearede folicular, agulhas de
bisel longo e mais afiadas ocasionam menor praas@bolicular, que reduz o risco de

perda de fluido folicular entre a parede do foliceila agulha (Horne et al., 1996).



Pressdes de vacuo

Junto com a agulha, a escolha da pressdo a vacaaggiracdo é fundamental
para a melhor eficiéncia da técnica. Trabalhosardique pressées de 50 mmHg foram
pouco eficientes para a aspiracdo, enquanto press@@ores como 120 mmHg,
danificaram o revestimento doumulus oophorysembora essa pressdo dependa
também de fatores como: comprimento e didmetroodexdes, altura do equipamento
de vacuo, diametro da agulha.

A relacdo diametro da agulha e pressdo da bombzcleo deve ser tal que
permita a recuperacdo odécitos ceomulus oophorugtacto, pois isso é importante
para a maturacdo citoplasmatica normal (Chian eaNi/®94). As maiores taxas de
recuperacao sdo observadas com agulhas mais grpssas, isso resulta em maior
quantidade de odcitos desnudos. Em contrapartidaaondo-se agulhas mais finas, a
propor¢cdo de odcitos comumulus oophorusntacto € maior, porém apresentam
menores taxas de recuperacao. Assim, Bols et386§1recomendam o uso de agulhas
finas com pressdo a vacuo moderada para uma mdtengdo de od0citos

morfologicamente melhores.

Dinamica folicular

A fémea bovina tem em seus ovarios ao nascimentomm de 150.000 foliculos
primordiais, reduzindo para 3.000 aos 20 anos (Ba&@arverck, 1998). Os od0citos
podem ser considerados como as células mais resdsrges no organismo, pois além
de seu estoque ndo ser renovavel, em condi¢cdesisatmenos de 0,1% dos foliculos
chegam a ovular durante a vida da fémea, enquanéstante sofre atresia (Gosden,
1998).

O crescimento folicular ocorre em ondas, que irdigay de 2 e 3 vezes durante
um ciclo estral completo (Santos e Amstalden, 198R)s ciclos estrais com duas
ondas, a primeira inicia-se Dia 0 (estro) e a ségum Dia 10, e no caso de trés ondas
de crescimento folicular, a primeira inicia-se nia D (estro), a segunda no Dia 9 e a
terceira no Dia 16 (Ginther et al.,, 1989). O numédeoondas foliculares pode estar
relacionado com o escore corporal do animal (Weéah,e1999).

ApOs um aumento nas concentragfes sanguineas deoE&ie uma nova onda
de crescimento folicular, onde um grupo de folisutte 4 - 5 mm de diametro &
recrutado e comecam a se desenvolver (Adams, 1B84jre estes foliculos apenas um

deverd continuar crescendo e tornando-se domifarde®® mm de didmetrognquanto



os outros foliculos rapidamente entram em atresegedem(Weeb et al., 1999). Para
que ocorra a ovulacdo do foliculo dominante, é s&@ que aconteca a lutedlise
naturalmente ou através da aplicacdo deR(&antos e Amstalden, 1998). Caso néo
ocorra, o proprio foliculo dominante entrara emesi&r, €, novamente, uma onda de
crescimento folicular ira iniciar-se (Weeb et dl999). Sob o estimulo do FSH os
foliculos em crescimento passam a produzir estwgeninibina que diminuem a
concentracdo de FSH na circulacdo. Se ocorrer umawdcado nas concentracdes
sanguineas de progesterona ira ocorrer a ovulagste @liculo dominante (Hafez e
Hafez, 2004).

Apo6s a ovulacdo o corpo luteo é formado atravéerdanizacdo das células da
granulosa e as células da teQuando ha aumento nas concentracdes periféricas de
estrogenos secretados pelos foliculos em desematto, estes estimulam
indiretamente a producdo de LH (hormdnio luteiniggnpela hipofise anterior,
iniciando a formacéao luteal. Devido ao aumentoamgentracdes de LH as células da
granulosa e células daca iniciam a ovulacdo e a luteinizacdo. Neste embmnessas
células substituem a sintesle estrogeno para progesterona, indispensavel gara
implantacdo e manutencéo da gestacao (Hafez e r28/@4).

Tem sido analisada a dinamica folicular na tengadi® se estabelecer relacdes que
permitam melhor aproveitamento dos odcitos (Semedd., 2002). Bols et al. (1997)
observaram que od0citos apresentavam diferentescidapas de desenvolvimento,
conforme a fase do ciclo estral em que foram colidPode-se obter odcitos de
foliculos de tamanhos heterogéneos, variando dd3 ram, apos aspiracao folicular,
pois se encontram em diferentes niveis de matunagélear e citoplasmatica. Todos
esses foliculos ja sdo capazes de se desenvwolviero (Dieleman et al., 2002), embora
os foliculos de 3 mm possam ainda ndo apresentarquantidade suficiente de RNA
mensageiro e proteinas especificas para sustentdertdizacdo, clivagem e
desenvolvimento embrionario até o estagio de Wietto (Paviock et al., 1992;
Lonergan et al., 1994; Krisher, 2004).

Alguns autores dedicaram-se ao estudo do efeitdadwmnho e da fase de
crescimento folicular na producdo de embri@esvitro e concluiram que odcitos
provenientes de foliculos maiores se desenvolvelthané vitro, pois observaram
aumento na producdo de embrides de oocitos aspigdoliculos médios e grandes
quando comparado a foliculos pequenos (Pavlock,e1392; Lonergan et al., 1994;
Arlotto et al., 1996; Hagemann et al., 1999). Hésaém et al. (2000) acreditam que este



efeito ocorra provavelmente devido a fase de domgiaé&do ciclo estral, pois o foliculo
dominante afeta negativamente a competéncia ocitios foliculos subordinados,
induzindo avanco no estadio de atresia.

As relacfes entre dinamica e atresia foliculares@n tém sido estudadas, com
relatos de presenca de odcitos saudaveis em fudialhramente atrésicos (Kruip e
Dileman, 1982; Blondin e Sirard, 1995). Para WwtKruip (1992), um leve grau de
atresia folicular parece ter um efeito benéficmnoito destinado para a FIV. Para estes
autores, o efeito inibitdrio da maturacdo do ooskoa mais eficaz, estando a parede
folicular perfeitamente integra, enquanto o foliclévemente atrésico deixaria de
exercer este efeito, favorecendo a maturagaeatro. Além disso, a competéncia do
oocito seria adquirida tardiamente em relacédo aerdelvimento folicular (Blondin e
Sirard, 1995), o que justificaria a assincroniaeedesenvolvimento folicular e oocitario
(Seneda et al., 2002).

Lonergan et al. (1994) observaram tanto em aniwiass como em ovarios de
matadouro menor recuperacao de odcitos quando pedaminio de grandes foliculos
no momento da aspiracdo. Os autores constatara®s di@xrecuperacdo maiores quando
aspiravam foliculos de 2 a 6 mm, comparando ao®rgmide 6 mm. Apesar dos
foliculos maiores que 5 mm serem aspirados mailsrfaiste, para Bols et al. (1997), a
aspiracao de foliculos pequenos parece disporabitizaior nimero de odcitos para o
cultivo. A explicacdo para relacéo inversa entréobisulos de maior diametro e da taxa
de recuperagcdo de odcitos tem sido justificada idershs formas, como alteracdes
morfolégicas no CCO (Bols et al., 1998), viscosalad fluido folicular (Goodhand et
al., 1999), quantidade de material a ser aspirgoessao intrafolicular (Seneda, 1999).
Desta forma, um aspecto a ser considerado serimmento da aspiracdo, em que
predominassem foliculos de menor diametro, confaogerido por Hashimoto et al.
(1999).

Em um estudo realizado por Machatkova et al. (1L99tje foram comparadas as
aspiracoes em diferentes estadios do ciclo estrakrvou-se que odcitos aspirados nos
dias 14 a 16 do ciclo apresentavam melhores indid@scompeténcia para o
desenvolvimento até blastocisto quando comparaasaspirados nos dias 7, 8 € 9. No
entanto, Carolan et al. (1996) e Seneda et al.1)26680 observaram influéncia do
diametro folicular sobre a competéncia do oécitamglo analisados o0citos aspirados

de foliculos pequenos ou grandes.



Foliculos disponiveis para aspiracao

Idade, linhagem, escore de condigéo corporal seada crescimento folicular de
vacas escolhidas ao acaso podem causar grandasdearina populacéo folicular e no
namero de oocitos aspirados. Nas Figuras 8 a, éb,dcpodem ser observados dois
ovarios de duas vacas da mesma idade, mesma ésetare de condicdo corporal
semelhante e ambas com a onda de crescimentoldol®ucronizada, entretanto, a
quantidade de foliculos presentes nos ovarios danimal (Figura 6 b, d) € menor que
o outro (Figura 6 a, c).

O numero de foliculos da “reserva ovariana”, poele G responsavel pela alta
variabilidade no namero de foliculos recrutadosqrada de desenvolvimento folicular,
que causa uma grande diferenca entre individuesk@on, 1966). Apesar disto, parece
haver uma relacéo entre a reserva de foliculosamiréis e o numero de foliculos se
desenvolvendo em cada onda de crescimento foli¢iashfield, 1994), existindo
ainda uma alta repetibilidade entre o nimero dedlds recrutados por onda de
crescimento folicular (Burns et al., 2005). De a@oocom Boni et al. (1997), esta alta
repetibilidade é independente do lado do ovariée @ ao acaso, mas € parte de um

processo fisioldgico bem organizado e estabelatgdde o nascimento do animal.



d)

Figura 6. Populacéo folicular disponiveis para aspiracéfijura a, b, c e d podem
ser observada uma imagem ultrassonografica e @ood@rvaca com baixa
populacao folicular (a e c) e alta populagéo fdéic(gb e d).

Sincronizacdo da emergéncia da onda folicular

Ja foi amplamente demonstrado que o uso de uma fdat progesterona,
associada a administracdo intramuscular de eswogemmove atresia folicular e
origina uma nova onda folicular, revisto por Bak{1995) e B6 et al. (2003).

A figura 7 mostra o mecanismo de sincronizacaoratadolicular. O estrogeno
colocado junto com a progesterona suprime o crestonfolicular (Mapletoft et al.,
2000) e induz a um novo crescimento sincronizadouh@ onda de crescimento

folicular cerca de 4 a 5 dias apéds a injecdo dogsho (BO et al., 1995).
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Figura 7. Mecanismo de ag¢do do progestageno na sincronizic@&mergéncia da
onda de crescimento folicular.

Nonato Junior et al. (2006) realizaram 51 sess@&easpiracdo em 8 doadoras
Nelore, distribuidas em quatro grupos: Grupo CONTRBntrole; n=23; aspiracdo em
dia aleatério do ciclo estral); Grupo ASPFD (Asp@a do foliculo dominante 3 dias
antes da aspiracdo; n=9); Grupo NORG (Insercaongdante auricular contendo
Norgestomet, associado a administracdo de 2mg rima® de estradiol e a 50mg de
progesterona injetavel intramuscular). Os autorbsewaram que a inser¢cdo de
implante a base de progestagenos associado andrgtacom BE+P4 IM, previamente
a aspiracao folicular, aumenta o numero de odaiexsiperados e 0 numero de
prenhezes por aspiracdo. Bacelar et al. (2006) nadosen que 0S animais que
receberam 50 mg de progesterona sintética injetéy@mesentaram um aumento
(p<0,05) no nimero de odcitos viaveis (7,3) quacmimparado aos animais do grupo

controle (5,4).

Superovulagéo prévia a aspiracao folicular

A taxa de recuperacdo pode ser influenciada pedespits gonadotréficas
(Pieterse et al.,, 1992; Meintjens et al., 1995¢g@€ncia de realizacdo da técnica
(Gibbons et al., 1994), fase do ciclo estral (Vioalge 1994), pressao de vacuo e tipo de
agulha (Bols et al.,, 1996), tamanho do foliculong@m et al.,, 2001), além da
experiéncia do operador (Garcia et al., 1998). @enzndo a possibilidade de alteracdo
do diametro folicular pelos estimulos hormonaismadificacdo nos protocolos de

terapias gonadotroficas poderia contribuir nestéide (Seneda et al., 2002).



Barros e Nogueira (2001) e Baruselli et al. (20p8ypuseram tratamentos
diversos para induzir ovulagdo multipla (superog@itg. Destacam-se entre 0s agentes
superovulatérios testados a gonadotrofina coriongcpina (eCG) administrada
isoladamente (Boland et al., 1991) ou associadmaaanti-eCG (Dieleman et al., 1987)
e o horménio foliculo estimulante (FSH) provenietiéeextrato de pituitarias de suinos,
ovinos ou equinos (Donaldson, 1989).

Guibault et al. (1991) relatam evidéncias de qupresenca de um foliculo
dominante no inicio do tratamento superestimulat@dde diminuir a producédo de
embrides. Por isso, algumas estratégias foram delséas com o intuito de evitar o
foliculo dominante no inicio dos tratamentos. Exlempglessa estratégia sdo: comecgar a
superestimulacdo com FSH no primeiro dia do cidtraé (Goulding et al., 1990;
Roberts et al., 1994), aspirar o foliculo dominanigodos os foliculos acima de 5 mm
de didametro antes da superestimulagdo com gon&daso(Bergfelt et al., 1994,
Bodensteiner et al., 1996) e sincronizar o iniee dndas foliculares (B0 et al., 1995).

Merton et al. (2003) encontraram um efeito positiopré-estimulacéo ovariana
antes da OPU na competéncia de desenvolvimentmdalttos, quando utilizaram o
FSH. Este esquema de superovulagédo varia em relagimntidade a ser aplicada,
namero de aplicagbes realizadas e o intervalo entétima aplicacdo de FSH e a
aspiracdo. Segundo Merton et al. (2003) uma dasiyms explicacbes para a pre-
estimulacdo ovariana com FSH seria um aumento meeral de foliculos médios e
grandes, impedindo os mesmos de entrarem em ateegjae poderia resultar em
o0citos mais capacitados para sofrerem a maturagatvo.

Ja para outros autores os tratamentos com FSHigoderuzir uma assincronia
entre a maturacdo do odcito e seu ambiente foli@uaentre a maturacdo nuclear e a
citoplasmatica, que resulta em diminuicdo nas tade@sdesenvolvimento. Outra
desvantagem dos tratamentos superovulatorios, sdeaaas aplicagcbes de FSH
(Bousquet et al., 1995).

A eCG é uma substancia que tem até 3 dias de nt&iaproduzida nos calices
endometriais de éguas prenhes, no periodo de 80 dids de gestacao. Ela se liga aos
receptores de FSH e LH dos foliculos e aos receptole LH do corpo luteo.
Observaram-se em éguas receptoras, efeitos paséimagorotocolos de transferéncia de
embrides em tempo fixo, utilizando-se a eCG, devap aumento na taxa de
aproveitamento das receptoras e inducdo da form@gaon corpo liteo que produz

mais progesterona (Baruselli et al, 2008).



Baruselli et al. (2008) ainda afirma que as reaagtgue recebem eCG durante o
tratamento de sincronizagéo apresentam melhoéeéiz na transferéncia de embrides,
devido a um aumento da taxa de ovulacdo e de afmmento, além de possuirem
maiores niveis de progesterona circulante no diestninimizando falhas no
reconhecimento da gestagéo.

Seneda, 2001 avaliou a ultraestrutura de odlcitasiperados de animais
submetidos a estimulo gonadotréfico e, consequemtn aspirados nos dias um
(primeiro grupo) e no dia trés (segundo grupo) glgzacdo. Este autor pode
evidenciar que, a zona pelucida (ZP) apresentdesecaracterizada nos dois grupos,
evidenciando que, sob este aspecto, foliculosiamteamenor diametro (grupo aspirado
um dia pds-aplicacdo) possuem oocitos semelhaotedeafoliculos maiores (aspirados
trés dias pos-aplicacdo). No entanto, em odcitogrohoeiro grupo notou-se a presenca
de microvilos e processos celulares da granulosZMaachados compativeis com a
formacao recente desta estrutura, enquanto no degynupo tais estruturas estavam
ausentes (Seneda, 2001). Assim o autor pode cowgeleios oocitos do segundo grupo
encontravam-se num estagio de desenvolvimentoetisoente mais adiantado em
relacdo aos do primeiro grupo. Conforme descrigébleming e Saake (1972), o odcito
aumenta sua atividade interna e diminui sua depemélas células da granulosa

guando se aproxima o instante de retomar a meiose.
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RESUMO

ASPIRACAO DE OOCITOS E PRODUCAO DE EMBRIOHS VITRODE VACAS
NELORE ESTIMULADAS COM FSH OU eCG

Avaliou-se a producdo de odcitos e embrides pradszn vitro de 42 vacas, mestica
Nelore proveniente de grupo genético homogéneo,idade de 4 a 9 anos, com peso
meédio de 420 Kgestimuladas com FSH ou eCG. Estas foram distrisuéa trés
grupos: Grupo 1 = Controle (n=14), apenas OPU, &g tratadas com 1400 Ul de
eCG, em dose Unica seguida de OPU (n=14); e, Guptratadas com 120 Ul de FSH,
administrados com intervalo de 12 horas em quabses seguida de OPU (n=14).
Todos os grupos receberam implante auricular cdoteéh mg de Norgestomet no
primeiro dia (D0O) associado a administracdo de 2dmgbenzoato de estradiol via
intramuscular. No sétimo dia (D7) foram retiradodds os implantes e na sequéncia
foram realizadas as aspira¢gdes ovarianas das dacgsupo 1. O grupo 2 recebeu a
aplicacdo de eCG no quinto dia e a OPU foi readizaol D7. Ja o grupo 3 recebeu o
tratamento com FSH no quinto e sexto dia, e forgpiradas em D7. O procedimento
de aspiracao folicular foi realizado via transvagjiguiada por ultrassom. Foram
realizadas 42 aspiragbes com obtencdo de 627 spatmdo 502 viaveis e 125
inviaveis. Realizou-se a maturacdo e fecundagawitro. Avaliaram-se as taxas de
clivagem, blastocisto e eclosdo. Nado houve difaensignificativas (p>0,05) nos
parametros avaliados entre 0os grupos. Conclui-eeogestimulo ovariano com FSH ou
com eCG nas doses utilizadas, foram insuficientas fincrementar o nimero e a
qualidade de odcitos viaveis submetidos a fertiipain vitro para producdo de
embrides

PALAVRAS-CHAVE ADICIONAIS: OPU. FIV. Reprodugéo anal.



SUMMARY

OOCYTES ASPIRATION ANDIN VITROEMBRYOUS PRODUCTION FROM
NELLORE COWS STIMULETED WITH FSH OR eCG

It was evaluated the oocyte and embriyositro production of 42 Nellore mixed breed
cows come from de same genetic group, aging froto 9 years, with mean body
weight of 420 kg, stimulated with FSH and eCG. Emmals were distributed into
three groups: group 1 = control (n= 14), only wiiRU; group 2 = treated with 1400 Ul
of eCG in a single dose plus OPU (n=14); and gr®uptreated with 120 Ul of FSH
administered four times plus OPU with 12h of insr¢g=14). All groups received
auricular implant with 3 mg of Norgestomet on thietfDay (DO) associated with 2 mg
of stradiol benzoate intramuscularly. At the sekieday (D7) the implants were
removed and the ovarian aspirations were realipeith® cows of group 1(OPU). Group
2 had the eCG applied at the fifth Day and the QWRid performed at D7. The animals
from group 3 were treated with FSH at fifth andlisiday and the aspiration occurred at
D7 (OPU). The follicular aspiration procedure wamel via transvaginal guided with
ultrasound. It was performed 42 aspirations obtg27 oocytes, where 502 were
viable and 125 non-viable. Then, it was realize=inhvitro maturation and fecundation.
The cleavage, blastocyst and eclosion rate werkiaeal. There were no significant
difference (p>0,05) at these parameters between gtioeps. In conclusion, the
gonodotrophic stimulation with FSH and eCG, at tloses used in this study, was
insufficient to increase the quality of the viabt®cytes submitted tan vitro

fertilization to produce embryos.

ADDITIONAL KEYWORDS: OPU. FIV. Animal reproduction.



INTRODUCAO

A utilizacdo de farmacos na reproducdo animal tidaigeve significativos
progressos na Uultima década, de modo que, atuamalguns ainda vém sendo
intensamente testados e diversos outros ja sdadblks rotineiramente. Utilizando-se a
hormonioterapia € possivel incrementar os indiepsodutivos dos rebanhos de corte e
de leite, visando o tratamento de afeccdes ovaiananos programas de inseminagao
artificial e superestimulacdo ovariana em animaiglévado valor genético (Kozicki et
al., 2005).

A biotecnologia reprodutiva tem sido utilizada paeelerar e aprimorar a
genética de rebanhos, favorecendo difusdo de gdeeanimais com alto valor
zootécnico e comercial. O sucesso da transferéeceanbrides (TE) e da fertilizacéo
vitro (FIV) depende, em grande parte, da resposta araupacdo. Nos atuais
programas comerciais de TE, a resposta de doadalasetidas a superovulacdo se
caracteriza por uma alta variagdo nas taxas deagdole fecundacdo, o que leva a
resultados n&o téo previsiveis e nem confidveggroducédo de embrides (Boland et al.,
1991). A variabilidade na producdo de embrides pseleinfluenciada por fatores
relacionados com o tratamento superovulatério, mas maior grau por fatores
individuais associados as caracteristicas da da#fulicular ovariana (B6 et al., 1995;
B et al., 2000) ou a condi¢cdo ovariana no momedatsuperovulacdo (Monniaux et al.,
1983). Técnicas como maturacado, fecundacao e auitivitro estdo sendo utilizadas
com o intuito de aumentar o uso de odcitos presentss ovarios dos animais
potencialmente doadores.

Entre as técnicas utilizadas para a coleta de ax)c# aspiracdo transvaginal

guiada por ultrassom é a que apresenta maior nudeeembrides produzidas vitro



por doadoras devido a alta repetibilidade, pos&ihilo maior recuperacédo de odcitos
(Pieterse et al., 1988).

Para Brogliatti & Adams (1996), a superestimulagdononal aumenta o nimero
de foliculos de tamanho adequado para a aspirgg@msequentemente, 0 niumero de
embrides que podem ser produzidos, devido a matases de recuperacdo, porém
outros autores utilizando os mesmos tratamentasnéacam respostas diferentes.

Nos ultimos anos muitos grupos de pesquisa vénaltrabdo com o intuito de
aprimorar a maturacdo citoplasmatiga vitro e, consequentemente, melhorar a
capacidade a partir de desenvolvimento embriondego o6citos provenientes de
foliculos antrais pequenos. Estudos da regulacaoataracdo de odcitos sdo essenciais
para a geracao de conhecimentos necessarios paraento dos indices de producao
de embribe vitro.

Hoje a aspiracéo folicular (OPU), no Brasil, temosutilizada com sucesso por
instituicdes dedicadas a pesquisa, assim comarpeiativa privada na recuperagao de
oocitos para producdn vitro de embrides bovinos.

O presente trabalho foi desenvolvido com o objetde avaliar odcitos de
doadoras Nelore mesticas, verificando o efeitorai@atento estimulatério com FSH ou
eCG sobre a taxa de recuperacdo, a producdo elidageamorfolégica de odcitos
colhidos por aspiracao folicular por via transvagjiorientada pela ultrassonografia e, a

subsequente producd#ovitro (P1V) de embrides.

MATERIAL E METODOS

Local

O experimento foi desenvolvido na Fazenda do CESBMEentro de Ensino
Superior de Maringa), no Centro de BiotecnologiaReproducdo Animal — BIOTEC,
que dispbe de laboratorio de produgédwitro de embrides, localizada no municipio de
Maringa — PR.

Animais e tratamentos

Foram utilizadas 42 fémeas Nelore mesticas, premémide um mesmo grupo
genético, com idade de 4 a 9 anos, com peso mé&d#d Kg. Estas fémeas foram
everminadas com Ivermectina 1% (lvomec, Merial@)assaram por um periodo de
adaptacao de 45 dias, permaneceram em pastag@yndedonspp. (grama estrela) e

tiveram acesso a agua e sal mindlibitum.



Todos os animais receberam implante auricular,t&8nbs contendo 3 mg de
Norgestomet no dia 0 (DO) (Crestar, Intervet, Bomsmieolanda), associado a aplicacéo
de 2 mg de benzoato de estradiol (BE) (Cronibesgdhesis, Bago, Curtiba, Parand),
via intramuscular.

As fémeas foram separadas aleatoriamente, emrirpegyde 14 animais: Grupo
1: controle — nao receberam tratamento estimutatéapenas OPU; Grupo 2:
estimulacdo com 1400 Ul de gonodotrofina coribnerguina (eCG), (Folligon®,
Intervet), via intramuscular, seguida de OPU; epBr8: estimulacdo com 120 Ul de
hormonio foliculo estimulante (FSH) (Pluset®, ISerono,Roma, Italia), administrados
via intramuscular em 4 aplicagcdes com 12 horanevialo (30 Ul), iniciando a partir
do quinto dia da colocacéo do implante auriculegugda de OPU.

Os implantes foram retirados em sete dias, em tog@nimais e, em seguida foi
realizada uma aspiracdo nos animais de cada gngpalizando 42 OPUs. O
detalhamento do esquema de hormonioterapia doe®gip2 e 3 estdo detalhados na

figura 1.
Grupo 1
Implante auricular Retirada do Implante
+ +
BE 2 mg OPU
A
Crestar¢
M I 1
DO D5 D6 D7
Grupo 2
Implante auricular Retirada do Implante
+ +
BE 2 mg 1400 Ul eCG OPU
A
Crestar®
3 1
| | >
DO D5 D6 D7
Grupo 3
Implante auricular Retirada do Implante
+ 30 Ul FSH 30 Ul FSH +
BE 2 mg cada 12 horas cadhaatads OPU
| | ‘
v v
Crestar®
DO D5 D6 D7
Figura 1 - Diagrama esquematico dos protocolos de estirdalae

sincronizacdo de ondas foliculares de vacas Netesticas de 4 a

9 anos de idade.



O procedimento de aspiracao folicular foi realizadon ultrassom Aloka SSD-
500, acoplado a um transdutor microconvexo de 5 f\#H&T 974-5), sendo que o
mesmo foi adaptado a uma guia de aspiracdo espepidira o sistema reprodutor de
bovinos. Uma agulha 20 G (WTA®) foi conectada astesna de aspiracdo (Cook
VBOA 18L) com tubo Falcon de 50 mL. A presséo deueéfoi obtida com uma bomba
Cook V-MAR 5000, ajustada para 38 a 45 mmHg, penchat um fluxo de 12 mL de
meio/minuto.

Para inibir os movimentos peristalticos e descdofao animal foi feita uma
anestesia epidural sacrococcigea, utilizando-semi@@e Lidocaina a 2% (Anestésico
Pearson®) e, em seguida, o transdutor foi inseaid fundo vaginal e, com o auxilio
da manipulacéo transretal, os ovarios foram pasaclos para obtencdo de uma boa
visualizacao dos foliculos na tela do ultrassom.

Os foliculos a serem aspirados foram posicionadqgencurso da linha de puncéo
indicada na tela do ultrassom e quando se aproxavagulha do foliculo a ser aspirado,
foi pressionado o pedal da bomba de vacuo e omésijtirado, procedimento repetido
em todos os foliculos acima de 3 mm de cada ov@rimeio utilizado para a aspiracao,
lavagem da agulha e do tubo Falcon receptor dasosdoi composto por uma solucao
de: 2,0 % de soro fetal bovino (Nutricell), 98,0d#% DMPBS-FLUSH (Nutricell) e 25
Ul/ mL de heparina sédica (Liquemine®), evitandooagulacdo sanguinea no interior
do sistema de aspiracao.

Lavagem e selecdo dos odcitos

O material aspirado foi transferido para o filtr@ aolheita de embrides
(EmCom®) e lavado com a mesma solucéo utilizadaspaacdo. O sedimento restante
no filtro foi observado em placas &etri e efetuado a busca e contagem dos o0citos
com posterior classificacdo da qualidade. Os o®dédmam quantificados e classificados
de acordo com sua morfologia (nUmero de camadaséldias dacumulluse aspecto do
citoplasma) em qualidade 1, 2 e B8urfhulus completo, parcial ou expandido,
respectivamente), odécitos semumullus (s/c) ou desnudos, expandidos (exp),
degenerados (deg) ou atrésicos (atr), conformerittepor Goncalves et al. (2001). Os
odcitos considerados viaveis, qualidade 1, 2 erani lavados em solugéo comercial de
MIV-T (Nutricell) e transportados para o laborabgriem criotubos (Corning®),

contendo meio de maturacdo em banho-maria a 35°C.



Maturagéo in vitro

No laboratério os odécitos foram lavados trés verasneio de lavagem TCM-199
com sais de Earles, glutamina e NaH&0Dplementado com 10% de soro fetal bovino
(SFB), 22 pg/mL piruvato, 50 pg/mL de gentamici@dg pg de FSH/mL, 50 pug de
LH/mL e 1 pg de estradiol/mL, mantidos em estuf83®%°C, 5% de C®Oem ar com
maxima umidade, durante 22-24 horas. Durante essedo os complexosumullus
oocitos (CCOs) permaneceram em microgotas de ld@uheio de maturacéo coberta
por 6leo mineral.

Fecundacéo in vitro

Os odcitos maturados foram lavados trés vezes émulOde meio TALP-FIV
suplementado com 10 pg/mL de heparina, 22 pl/mLpnevato, 50 pg/mL de
gentamicina, albumina sérica bovina-BSA (sem acgitagos), solucdo de PHE (2 uM
de penicilina, 1 uM de hipotaurina e 0,25 uM denefrina). O sémen utilizado foi de
uma mesma partida de um touro da raca Nelore, dgstamlo em banho-maria a 35°C.
Para selecdo dos espermatozoides moveis e remegiliidores e plasma seminal, foi
realizado centrifugacdo em gradiente percoll 9046%, a 1200 rotac6es por minuto,
durante 20 minutos. Foi utilizada a concentraca@d®6 espermatozoides/mL e estes
foram transferidos para microgotas com 20 oécitda/guntamente com COCs, onde
permaneceram por 18 horas, a 38,5°C, em atmosiardbeo de CQem ar.

Cultivo in vitro

Realizada a etapa de fertilizacdo, os zigotos focattivadosin vitro no meio
SOF suplementado com 10% de soro fetal bovino (SE&@Bh monocamada de células
da granulosa. O cultivo foi realizado por 18 hopés-inseminacdo, em incubadora,
com atmosfera gasosa contendo 5% de €@ ar com maxima umidade. Decorridas 48
horas, foi avaliado a taxa de clivagem e feitormvacédo do meio de cultivo. Sete dias
apos a fecundacdo foram realizadas as avaliacGgesendtrides de cada grupo,
classificando-os de blastocisto inicial, blastaxidtlastocisto expandido ou blastocisto
eclodido, utilizando para tal, a classificacdo dosrides recomendada pela Sociedade
Internacional de Transferéncia de Embrides (IETS).

Analise Estatistica

Os dados foram analisados no software SAS Versaa 8iferenca entre os
grupos no numero de o0citos viaveis, inviaveisyaclos, embribes ou embrides
eclodidos foram analisados por analise de varigiiROC GLM) e as diferencas entre

médias pelo teste Tukey.



RESULTADOS E DISCUSSAO

Na pesquisa de obtencdo de odcitos de vacas estiasutom eCG ou FSH ou
nao estimuladas e producdo de embridewitro, foram realizadas 42 aspiragdes
foliculares (OPU) com a obtencao de 627 odcitamle&02 viaveis e 125 inviaveis.

Na tabela |, estdo descritos os resultados da aplicacdo do (g6&adotrofina
coribnica equina) ou do FSH (horménio foliculo mstiante) sobre a qualidade dos

odcitos viaveis de vacas.

Tabela |. Resultados médios da aplicacdo da eCG (gonadoaafamiénica equina) ou
do FSH (hormdnio foliculo estimulante) sobre a glede dos odcitos viaveis de vacas
Nelore mesticas de 4 a 9 anos de ida@eerage result of eCG (equine chorionic
gonadotropin) or FSH (follicle stimulating hormorsgplication on the quality of viable
oocytes from Nellore crossbred cows from 4 to Yyed age).

A Tratamentos?
Parametro de
variaveis Controle eCG FSH
(1400 UT (120 UI)
Odcitos Viaveis 10,56 11,56 16,3& 15,21 10,35 7,27
Odcitos Qualidade 1 2,003,96 5,46t 9,00 3,00t 3,74
Odcitos Qualidade 1,07+ 1,5¢ 2,00+ 4,1¢ 2,07+ 2,05
Odcitos Qualidade 3 5,718,58 5,15+ 4,91 2,00t 2,07
Odcitos Expandidos 1,42,26 3,7+ 3,58 3,04 4,68

1 Valores nao significativos pelo teste de Tuk&¥a

Observou-se que nao houve efeito (p>0,05), dosnettos com eCG ou FSH no
namero de o0citos viaveis com relacédo ao gruporalentO numero de odcitos viaveis
€ de importancia fundamental em programas deifagdoin vitro (FIV), pois esta
relacionado ao numero de foliculos presentes ndsia®/no momento da aspiracdo
folicular. O fato de ndo haver diferenca significatentre as quantidades de odcitos
morfologicamente viaveis, pode indicar que a simzazdo da onda folicular permitiu
que todos os o0citos estivessem na mesma fasédis@, ndo havendo diferenca entre
os estimulados ou néo.

Na tabela Il, esta expresso os resultados da aplicacdo do g@adotrofina
coribnica equina) ou do FSH (horménio foliculo mstiante) sobre a producdo de

o6citos inviaveis de vacas Nelore mesticas.



Tabela I1. Resultados médios da aplicacdo da eCG (gonadoaaforidnica equina)
ou do FSH (hormonio foliculo estimulante) sobreradpcdo de odcitos inviaveis de
vacas Nelore mesticas de 4 a 9 afoSverage result of eCG (equine chorionic
gonadotropin) or FSH (follicle stimulating hormoreg)plication on the production of
viable oocytes from Nellore crossbred cows from 8 years).

A Tratamentos?
Parametros de
variaveis Controle eCG FSH
(1400 UI) (120 UI)
Odcitos Inviavei 2,57+ 5,54 2,38+ 3,5( 1,21+ 3,11
Odcitos Atrésicos 1,74 4,74 4,61+ 6,45 1,00+ 2,66
Odcitos Degenerado 0,851,40 0,30t 0,63 0,14+ 0,53
Odcitos Desnuc 0,21+ 0,5¢ 0,38+ 0,7¢ 0,07+ 0,2¢

1 Valores nao significativos pelo teste de Tuk&)a

Na ultima década, devido a constante necessidadbtdacdo de oocitos de boa
qualidade, uma importante meta dos pesquisadorestrabalham com OPU é a
otimizacdo da producdo de odcitos. Para isso devemndizar técnicas de
superestimulacao ovulatéria com agentes indutogesugerovulacdo. Ha consideravel
variacdo nos protocolos de estimulo hormonal queegadem a aspiracdo folicular
relatados na literatura (Abdul et al., 1989; Bondig et al., 1996; Puelker et al., 1999;
Roover et al., 2005; Satrapa et al., 2005; B6.e2aD8). No entanto, a escolha ficara a
critério do técnico e dependera da situagdo qudionae adapte as necessidades da
propriedade.

Os tratamentos superovulatorios disponiveis no awer@apresentam resultados
com grande variagcdo. Essa variedade de respostagrigens multiplas e ainda pouco
compreendidas, mas parece estar relacionadasresfatumo aspectos genéticos (racas),
fisiologicos (idade, condicdo ovariana), nutricisnasanitarios ou patoldgicos. Isso
torna impossivel a previsdo de numero de embrides sgrédo recuperados de cada
animal. Além desses fatores descritos, fatores carescolha do hormdnio utilizado,
assim como a dose, via e forma de aplicacéo, estag@no, manejo na propriedade,
também sdo responsaveis por variagcbes nos resul{@ddi & Mc Gowan, 1997;
Baruselli et al., 2008; B6 et al., 2008).

A gonadotrofina coridnica equina (eCG) apresenttocmais baixo e pode ser
facilmente encontrada no mercado, além de exidicag@o em dose Unica, 0 que
facilita o manejo dos animais. JA o FSH (hormémibic@ilo estimulante - extrato

parcialmente purificado de hipofise de origem sutvana ou equina) trata se de um



produto de custo elevado e, devido a curta meia;vehuer varias aplicacdes por dose
(Barros & Nogueira, 2001; Baruselli et al., 2006).

A utilizacdo do FSH como agente indutor de supdem@o tem sido
extensivamente estudada, sendo testado o usoatendds concentracdes (Pawlyshyn
et al., 1986; Gonzalez et al., 1990; Saunders.efl@90; Fonseca et al., 2001; Prado,
2006), vias de administracéo (Hockley et al., 199fhulo et al., 1993) e a eficiéncia de
produtos comerciais das mais variadas marcas eeg&ocias (Donaldson, 1989;
Tribulo et al., 1993).

Neste trabalho utilizou-se a pré-estimulagéo comd 6@ eCG, ap0s sincronizacdo
das ondas foliculares com implante auricular degiistomet e aplicacéo intramuscular
de 2 mg de benzoato de estradiol, com intuito demizar o efeito de algum foliculo
dominante (B¢ et al., 1995), que resultou em umdiande 10,35 7,27 o0citos viaveis
com FSH, de 16,3& 15,21, com eCG e de 10,3011,56 no grupo controle. As
diferencas nos resultados encontrados neste tmabathforam significativas (p>0,05).

Sendag et al. (2008) encontraram melhores resgltatiiizando 500 Ul de FSH
comparando com a aplicacdo de 3000Ul de eCG, easVaalandesas. No trabalho os
autores sugerem que a resposta ovariana, o nureeiaidulo nos ovarios e niamero
oocitos, além de sua qualidade sao afetados pelalé gonadotrofina aplicada, sendo o
FSH a melhor alternativa para OPU em relacdo ao. &@Gf&on et al. (2003) também
encontraram um efeito positivo na pré-estimulagZriana com FSH, antes da OPU e,
em relagdo a competéncia de desenvolvimento dostosocO esquema de
superovulacao varia em relacdo a quantidade apieada, o numero de aplicacdes
realizadas e o intervalo entre a ultima aplicac@d~8H e a aspiracdo. Nibart et al.
(1997) indicam que a recuperacdo de odcitos vigwaite dobrar com a utilizacdo da
superestimulacdo com FSH. Uma das possiveis egpisapara o bom resultado da
pré-estimulacdo ovariana com FSH seria um aumentaimero de foliculos médios e
grandes, impedindo os mesmos de entrarem em atisgeipoderia resultar em o0citos
mais capacitados para sofrerem a maturagawitro. Stubbings & Walton (1995)
relatam que o pré-tratamento com FSH resulta nuesposta ovariana imediata,
produzindo um maior niamero de foliculos para aspmana primeira semana de
tratamento, comparando com animais nao estimulaoimsonalmente.

Rouillier et al. (1996); Goodhand et al. (1999);0Rer et al. (2005) comentam
gue o tratamento com FSH supera os resultadososbitids tratamento como eCG |,

sendo para estes autores o método de escolha y@eeowlacdo de bovinos. Na



maioria dos estudos comparando os dois procedimentoatamento com FSH resultou
em leve aumento de numero de embrides utilizaveis.

Wang et al. (1988) relataram que o numero totabde&tos aumenta com a
utilizacdo de eCG, mas o numero e percentual gaggdim diminui com altas doses de
eCG. Entretanto, esses efeitos negativos nao folem®mrvados com doses crescentes de
um extrato de pituitaria suina altamente purificééaH) (Abdul et al., 1989). A dose
total de eCG e a sua origem ou meéetodo de purifazasdo fatores que podem ter
contribuido para essas diferencas. Pieterse €1392) utilizando um tratamento com
eCG em 10 vacas, obtiveram resultados positivoscemparagdo aos animais nao
tratados.

Na tabela Ill, esta descrito os resultados médios da aplicagioe@G
(gonadotrofina coriénica equina) ou do FSH (hormadioliculo estimulante) sobre a

producdo de embridés vitro a partir de oocitos aspirados de vacas Nelore qassti

Tabela I11. Resultado médio e desvio padrdo da aplicacdo d& €@onadotrofina
coriénica equina) ou do FSH (horménio foliculo esilante) sobre a producao in vitro de
embrides obtidos de aspiracdo de vacas Nelore gasste 4 a 9 anos de idafldverage
results and standard deviation of eCG (equine oharigonadotropin) or FSH (follicle
stimulating hormone) application on the vitro production of embryos obtained from
aspiration of Nellorecrossbred cows).

Tratamentos?
Parametros

Controle eCG FSH
Niumero médio de 10,50+ 11,56 16,3& 15,21 10,3%7,27
odcitos enviados a PIV
Taxa de clivagem (%) 72,5733,80 72,7% 28,08 63,3% 37,29
Taxa de blastocisto (¢ 37,50+ 25,8¢ 36,46+ 24,37 38,57+ 31,6¢
Taxa de eclosao (%) 28,8724,66 27,92 25,43 24,58 27,61

1 Valores nao significativos pelo teste de Tuké&ya

Ramos et al. (2006) avaliaram os efeitos de da®polos de puncéo folicular na
quantidade/qualidade dos oécitos e na producaontbei@esin vitro, em vacas da raca
Gir, ndo lactantes, sendo um grupo sem estimullagémonal e outro com aplicacéo de
250 Ul de FSH em doses decrescentes. Encontrareandta clivagem de 56% e de
blastocisto de 18%, tendo a pré-estimulacédo ovamaelhorado a qualidade e a taxa de
clivagem dos odcitos recuperados por puncédo falicuGoodhand et al. (1996)
verificaram que o FSH em doses mudltiplas e aspirdgdanimais estimulados uma vez
por semana tém sido mais eficientes que uma sénadracdo. Entretanto Monteiro et

al. (2009) utilizaram vacas controle, pré-estimatadom FSH e OPU 6 horas apés e,



pré-estimuladas com FSH e OPU 48 apo0s, ndo tenolwidic qualquer diferenca. As
taxas de clivagem e de blastocisto foram semelbaige os trés tratamentos, sendo
77,4% e 42,70%, 75,54% e 31,65%, 63,52% e 33,388pgectivamente, contudo a taxa
de blastocistos eclodidos foi superior nos congr(®®,27%) em relacdo aos demais. No
trabalho em questdo obteve-se resultado semelltam@arando o Grupo Controle
(sem estimulagéo) e o Grupo 3 (tratado com FSHyjug as taxas de clivagem, de
blastocisto e de eclosdo de todos os grupos foeanelkantes. Satrapa et al. (2005)
notaram que a superestimulacao ovariana com OFd48 apds a ultima aplicacdo de
FSH ndo aumentou a produgéovitro de embrifes de vacas da raca Nelore, além de as
maiores taxas de blastocisto eclodido foram obdes/&m o0d4citos provenientes de
vacas que ndo foram superestimuladas. Ja, Nonaab €2005) observaram que a
administracéo prévia de FSH na aspiracao folicodar aumentou a média de odcitos
obtidos, porém, aumentou a taxa de producdo endsipno que é benéfico para a
tecnologia de producao de embrigesitro, discordando dos resultados encontrados no
trabalho aqui desenvolvido.

Chaubal et al. (2007) administraram FSH em dosealurd mdultiplas na
estimulacdo ovariana antes da OPU e, notaram cqaamanistracdo de FSH em trés
aplicacdes no periodo de 24 horas aumentou, sigtifamente, a resposta folicular e a
recuperacao de odcitos em vacas.

De Roover et al. (2008) afirmou que os resultades skte anos de
superestimulacéo ovariana com FSH antes da OPUtendoelhorado a producgéao de
embrides, mas os odcitos aspirados de vacas stipeideslas apresentaram melhor
qualidade.

No presente trabalho foi observada elevada varing&guantidade de odécitos, de
que no Controle foi de 1 a 43, nos pré-estimulactos FSH de 2 a 27 e nos pré-
estimulados com eCG de 2 a 49, o que evidenciaedfas no potencial de vacas
utilizadas como doadoras de odcitos. Tal fato toreeessaria a avaliacdo prévia do
animal antes de sua utilizacdo em programas coamerde producado de embriGes
vitro e as raz0es para essa variabilidade ainda sao poogpreendidas (Ramos, 2006).

Considerando as informacdes conclui-se que pesgudsaordem técnica e
biolégica poderiam contribuir para o incremento@RU, aumentando a eficiéncia do
procedimento e disponibilizando mais odcitos pagpmcedimentos de producéo

vitro de embrides.



O resultado na recuperacao de oocitos apds aspifalgéular est4 condicionado
a fatores ainda nao totalmente compreendidos, mort& interesse em realizar estudos

tendendo a encontrar condi¢des Gtimas para cagead.

CONCLUSOES

O estimulo ovariano com 120 Ul de FSH por animat@m 1400 Ul de eCG foi
insuficiente para incrementar o nimero e a quadiddal odcitos vidveis na aspiracao
folicular transvaginal guiada por ultrassom, n&ul@ando em melhoria na produgéo de

embridesn vitro.
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