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RESUMO

A produgdo de embrides in vitro (PIV) representa uma alternativa para aumentar
o aproveitamento de gametas de animais de alto mérito zootécnico. Apesar dos avangos
obtidos na PIV nos ultimos anos, a produ¢do de embrides transferiveis ainda ¢é baixa. O
objetivo desta revisdo ¢ discutir alternativas para produgdo de embrides in vitro, bem
como mecanismos de formacgdo e maturagdao dos ovocitos que podem estar relacionados
com a eficacia dos resultados obtidos. Alguns estudos demonstram a influéncia dos
fatores de crescimento folicular, das gonadotrofinas, dos hormoénios esterdides e de
outros hormoénios sobre o desenvolvimento folicular e qualidade dos complexo
cumulus-ovocito (CCOs). A fase folicular de crescimento lento € critica para o
desenvolvimento da capacidade do ovocito atingindo o tamanho e a competéncia final.
Ainda sdo insuficientes as informagdes sobre as influéncias endocrinas ou igualmente
da dependéncia do crescimento de pequenos foliculos antrais quando ocorre
comprometimento na funcdo folicular ou ovocitaria. Um nimero variado de diferentes

técnicas e protocolos para o tratamento de doadoras de ovocitos tém sido descritos a fim



de melhorar o rendimento, as taxas de recuperagdo de CCOs e o desenvolvimento da
competéncia dos ovocitos coletados in vivo. A partir das consideragdes apresentadas
nesta revisdo ¢ possivel verificar a importancia de um maior entendimento dos fatores
que estdo envolvidos no processo de PIV, a fim de permitir o estudo de novas
alternativas que incrementem os resultados obtidos em programas de reproducao
assistida.

PALAVRAS-CHAVE: Produ¢do de embrides in vitro, ovocitos e bovinos.

SUMMARY

The embryo production in vitro (PIV) represents a way to increase the gamete
profit from animals with high zootechnic level. In spite of the advances obtained in the
PIV in the last few years, the production of transferable embryos still is low. The aim of
this review is to discuss ways to product embryos in vitro, as well as ways of formation
and maturation of oocytes that can be related with the effectiveness of the results
obtained. Some studies show that the influence of the follicular growth factors, of the
gonadotrophines, of the steroides and the hormones on the follicular development and
the quality of the complex oocytes-cumulus (COCs). The follicular phase of slow
growth is critic for the development capacity of the oocytes reaching the final
competence and length. The information about the endocrine influences still aren’t
sufficient or the dependence of growth of small antral follicles when occur a loss in the
ovacitary or follicle function. A variable number of different technics and protocols for
the treatment of oocytes donors are being described with the aim of improving the
results, the recovering rate of COCs and the competence development the oocytes
collected in vitro. From these considerations presented in this review it’s possible to
verify the importance of a bigger understanding of the factors that are involved in the
PIV process, with the aim of allowing new alternatives that increase the results obtained
in programs of assisted reproduction.
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INTRODUCAO

O crescente aumento na demanda por embrides bovinos tanto comercialmente,
quanto para pesquisa fez com que houvesse um incremento consideravel do uso de
biotécnicas reprodutivas como a PIV (produgdo de embrides in vitro).

Neste contexto a PIV trata-se de uma opcdo para acelerar os avangos na
reproducdo e genética de bovinos (Pivato, 2001). Algumas aplicagdes da tecnologia de
PIV incluem avancos no melhoramento animal, na produ¢do de um ntimero maior de
embrides para transferéncia comercial, para superar problemas de infertilidade em vacas
de alto valor, na produgdo de animais transgénicos, além de permitir a sexagem de
embrides (Brackett, 1992; Brackett & Zuelke, 1993).

Apesar do progresso obtido na PIV nos ultimos anos, a produgdo de embrides
transferiveis ainda ¢ reduzida (Pivato, 2001). Muitos destes resultados tém sido
atribuidos as condi¢des de maturagdo e fertilizagdo in vitro. No entanto, estes indices
insatisfatorios podem estar relacionados ao desenvolvimento da competéncia de
ovocitos coletados de pequenos foliculos (2 — 6 mm de diametro) (Blondin & Sirard,
1995).

No intuito de melhorar a eficiéncia da PIV, varios trabalhos estio sendo
desenvolvidos com tratamentos hormonais nas doadoras visando a sincroniza¢do da
emergéncia da onda folicular, maior quantidade de foliculos e, consequentemente, de
ovocitos, obtencdo de ovocitos de melhor qualidade ¢ maiores taxas de recuperagdo
(Gong et al., 1991; Looney et al., 1994; Greve et al., 1995; Gong et al., 1996; Bols et

al., 1997; Goodhand et al., 1999).

O objetivo desta revisdo ¢ discutir alternativas para producdo de embrides in

vitro, bem como mecanismos de formacao e maturagdo dos ovocitos que podem estar



relacionados com a eficacia dos resultados obtidos em programas de reproducdo

assistida.

1. Aspectos fisioldgicos e fatores que podem afetar a qualidade ovocitaria

O estudo da foliculogénese e de fatores de crescimento folicular ¢ indispensavel
para que se torne possivel desenvolver alternativas que aumentem a eficiéncia de
biotécnicas como a sincronizacdo de cio, transferéncia de embrides e a PIV. Alguns
estudos demonstram a influéncia dos fatores de crescimento folicular, das
gonadotrofinas e dos hormoénios esterdides sobre o desenvolvimento folicular e
qualidade dos CCOs (complexo cimulus-ovocitos) (Fair, 2003; Mihm & Bleach, 2003;
Sartori et al., 2004).

O crescimento de foliculos antrais em bovinos, assim como, em outras espécies,
apresenta dois estagios de crescimento. Uma fase de crescimento lento, que dura em
torno de 30 dias, se estendendo desde a formagdo do antro, com diametro de 300 pum,
até cerca de 3 a 5 mm (Lussier et al., 1987). Esta fase ¢ critica para o desenvolvimento
da capacidade do ovocito, na qual atinge o tamanho e a competéncia final (Fair et al.,
1995; 1997). A segunda fase, rapida, ocorre em apenas 5 a 7 dias e vai desde a deteccdo
do antro folicular por ultra-som, com 3 mm, até a possivel ovulacdo deste foliculo
(Sunderland et al., 1994).

Ainda sdo insuficientes as informagdes sobre as influéncias enddcrinas ou
igualmente da dependéncia do crescimento de pequenos foliculos antrais quando ocorre
comprometimento na fungdo folicular ou ovocitaria (Cushman et al., 2001; Roth et al.,
2001). Experimentos conduzidos em vacas nos quais a liberagdo das gonadotrofinas
reguladas pelo GnRH hipotalamico foi abolida (Gong et al., 1995; 1996; Crowe et al.,
2001) demonstraram que a primeira fase de crescimento folicular antral pode ocorrer em

um ambiente caracterizado por niveis basais de FSH e sem pulsos de LH. Ainda ndo



esta claro como o crescimento de pequenos foliculos antrais ¢ possivel sem influéncia
do FSH. A parede folicular neste estagio ndo possui habilidade de resposta ao FSH,
sendo que os foliculos ndo demonstram progressdo de estagios pré-antrais até o
desenvolvimento de pequenos foliculos antrais (Abel et al., 2000). No entanto, a onda
folicular durante a segunda fase de crescimento folicular antral ¢ absolutamente
dependente da elevacao das concentragdes de FSH e adequados pulsos de LH (Mihm,
2003).
1.1. Ovogénese

O desenvolvimento de foliculos e ovécitos nos mamiferos comega durante a vida
fetal. Em sintese, as células germinativas primordiais se multiplicam por mitose até que
as ovogodnias formadas se transformam em ovdcitos primarios. A progressao dos
ovocitos para a primeira profase meidtica inicia, em bovinos, entre os dias 75 e 80 apods
a concepcdo (Erickson, 1966). A profase meidtica é composta por varios estagios:
proleptoteno, leptdteno, zigoteno, paquiteno e diploteno (estdgio em que a meiose €
interrompida). Em bovinos, o dipléteno ¢ atingido em média aos 170 dias pds-
concepcao (Baker & Hunter, 1978). Cada estagio apresenta uma determinada
caracteristica no cromossomo (Baker & Franchi, 1967). Os cromossomos, durante a
interrupcdo da meiose se descondensam e uma estrutura nuclear conhecida como
vesicula germinativa (VG) ¢ formada. A interrup¢do da meiose persiste até 0 momento
da puberdade, quando um ou mais ovécitos comega a divisdo reducional novamente, a
VG nestes ovocitos desaparece, a cromatina ¢ recondensada, os pares de cromossomos
homologos sdo separados e a metade destes € expulsa pela formacdo do primeiro
corpusculo polar. Neste ponto a meiose ¢ novamente interrompida (na metafase II).

Estes eventos, iniciado pela quebra da VG e completados pela formagdo do primeiro



corpusculo polar, conduzem a producdo de um ovocito maduro e fertilizavel (Dekel et
al., 1989; Homa,1995; Fissore, 1996).

O hormonio responsavel pela retomada da divisdo meidtica in vivo é o LH
(horménio luteinizante). Estudos tém demonstrado que a maturagdo ovocitaria, em
bovinos, esta intimamente relacionada com o momento do pico pré-ovulatorio de LH
(Wise et a.l., 1994) e que ovocitos de pequenos foliculos (< 8 mm) ndo retomam a
meiose devido a necessidade de receptores para o LH nas células da granulosa (Xu et

al., 1995; Bevers et al., 1997).

Os ovocitos inclusos nos foliculos primordiais formam um estoque finito, os
quais s6 saem deste estagio quando forem estimulados (Erickson, 1966). Apesar de que
registros relatados por Johnson et al. (2004) indicam que ratas juvenis e adultas
possuem atividade mitodtica nas células germinativas necessaria para manter o pool de

foliculos. Os fatores que regulam este crescimento ainda ndo sao bem conhecidos.

1.2. Fatores envolvidos na ativacdo de foliculos pré-antrais e crescimento de
foliculos antrais

A ativagdo de foliculos primordiais ¢ caracterizada pela transformacao, da forma
plana para cubdide, bem como pela multiplicacdo, das células da granulosa que
circundam o ovocito. Os fatores que estimulam a multiplicagdo das células da granulosa
sdo considerados como promotores da ativagdo de foliculos primordiais (Fair et al.,
1997; Braw-tal & Yossefi, 1997).

Um numero variado de fatores estd envolvido no crescimento de foliculos pré-
antrais. Lee et al. (1999) sugeriram que a BMP-7 (bone morphogenetic protein-7) faz a
estimulagdo de foliculos primordiais via promog¢ao da divisao das células da granulosa,

assim como o IGF-I (insulin-like growth factor-I) (Monniaux & Pisselet, 1992) e o EGF



(epidermal growth factor-like) (Hsu et al., 1987). Outros fatores estdo envolvidos no
controle da ativagdo do foliculo primordial, como o AMH (anti-mullerian inhibiting
hormone) (Durlinger et al., 2002). Varios outros fatores de crescimento estdo sendo
associados ao crescimento folicular pré-antral, incluindo kit ligand (Parrott ¢ Skinner,
1997), bFGF (basic fibroblastic growth factor) (Nilsson et al., 2001), LIF (leukemia
inhibitory factor) (Nilsson et al., 2002) ¢ BMP-15 (bone morphogenetic protein-15)
(Otsuka et al., 2000).

Recentemente, t€ém sido proposto que o ovdcito se desenvolve desde os estagios
de foliculos primarios (Eppig, 2001). Esta afirmacdo esta centrada na agdo do fator de
crescimento e diferencia¢do-9 (GDF-9). O GDF-9 esta aparentemente relacionado aos
fatores ovarianos de regulacio BMP, o qual ¢ mediado através do BMP-2 receptor
(BMPR-II) (Vitt et al., 2002). A expressao do RNAm do GDF-9 tém sido detectada nos
foliculos primarios de camundongos, ratos e humanos (McGrath et al., 1995; Hayashi et
al.,, 1999; Jaatinen et al., 1999; Aaltonen et al., 1999) e nos estagios primarios e
subseqiientes estagios em bovinos e ovinos (Bodensteiner et al., 1999). Estas
afirmagdes sugerem que a acdao primaria do GDF-9 ¢ promover a progressao dos
foliculos primarios até os estagios antrais, desta maneira estimulando indiretamente a
populacdo primordial a aumentar a transicdo dos foliculos primordiais para os estagios
primarios (Vitt et al., 2000; Nilsson & Skinner, 2002). Camundongas inférteis com
deficiéncia de GDF-9 cessam o desenvolvimento folicular no estdgio de foliculos
primérios. Embora os ovoécitos de camundongas com redugdo dos niveis de GDF-9
crescam de forma acelerada, as células somaticas ndo conseguem se desenvolver além
do estagio de foliculo primario (Dong et al., 1996). Este bloqueio coincide com o inicio
da expressio do GDF-9 e BMP-15, ambos detectados em ovocitos de foliculos

primarios até os estdgios foliculares ovulatérios. O GDF-9 pode ainda ter agdo de



promover a progressdo dos foliculos pela estimula¢do da expressdo de kit ligand pelas
células da granulosa. No entanto, a regulagdo entre GDF-9 e kit ligand parece ser
altamente complexa. Elvin et al. (1999) registraram um aumento na expressdo do gene
Kitl nos foliculos sem GDF de camundongas. Porém, Eppig (2001) sugere que este
fator, produzido pelas células da granulosa, promove o crescimento do ovdcito até que o
diametro espécie-especifico seja atingido, ao ponto em que o GDF-9 seja secretado pelo
ovocito suprimindo a expressdo de Kit ligand nas células do cimulus, deste modo
reduzindo a taxa de crescimento ou terminando o crescimento ovocitario (Fair, 2003).

O crescimento dos foliculos antrais, diferentemente dos foliculos pré-antrais, sdo
totalmente dependentes das gonadotrofinas. O ciclo estral bovino apresenta duas ou trés
ondas foliculares, sendo que cada uma ¢ precedida de um aumento das concentragdes
dos niveis de FSH (Adams et al., 1992). Este aumento dos niveis de FSH inicia o
crescimento de um grupo de foliculos FSH-dependentes de didmetro > 3 mm
(milimetros). A primeira onda comega no dia 1 (D1) do ciclo estral, sendo que o dia 0
(DO0) ¢ considerado o dia do cio. Durante os trés dias seguintes, os foliculos que tinham
um diadmetro de > 3 mm continuam crescendo até que a populagdo folicular no ovério
esteja com 4-8 mm de didmetro no D3 (Ginther et al., 1996; Hagemann et al., 1999).
Neste momento um dos foliculos com maior didmetro comeca a crescer mais rapido e
torna-se o futuro foliculo dominante (FD), sendo que os outros sofrerdo atresia (Ginther
et al, 1996). Isto deve-se ao efeito inibitorio direto que o FD exerce sobre o
desenvolvimento de foliculos subordinados em vacas e ovelhas (Campbell et al., 1991,
O’Shea et al., 1994, Law et al., 1992, Wood et al., 1993) causando sua atresia
(Wolfsdorf et al., 1997). Os fatores envolvidos na sele¢do do FD sdo mais complexos ¢
envolvem fatores de crescimento folicular, bem como quantidade de receptores para LH

na granulosa entre outros fatores. Porém, por ndo se tratar do objetivo principal desta
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revisdo estes aspectos nao serdo abordados. No D6, o FD atinge seu didmetro maximo e
se mantém funcional por 2 a 4 dias (fase de dominancia). Quando o FD perde sua
funcionalidade (fase de regressdo), uma nova onda emerge. Com a regressdo luteal, o
FD da segunda ou terceira onda folicular se mantém funcional sendo acompanhado pelo
aumento dos pulsos de LH, até que ocorra o pico de LH fazendo a maturagdo folicular e
ovocitaria final, ocasionando a ovulagdo do FD (Hsuch et al., 1994).

O LH possui uma caracteristica de fazer mudancas na estrutura do foliculo e
ovocito sendo o principal responsavel pelo crescimento folicular final no periodo pré-
ovulatorio. O mecanismo que aparentemente estd associado com divergéncia folicular ¢
a inducdo de receptores de LH na granulosa, um incremento no estradiol circulante e
uma diminui¢do plasmatica de FSH (Sartori, 2004). Ou seja, o momento em que ha
maior divergéncia folicular ¢ o momento em que os pulsos de LH comegam a aumentar.
1.3. Efeito da dominancia folicular na competéncia ovocitaria

Com o crescimento de ovdcitos inclusos nos foliculos, alguns fatores
influenciam a qualidade e desenvolvimento de sua competéncia. Estes fatores incluem
diametro folicular, dia do ciclo estral, niveis de atresia ¢ influéncia de outros foliculos
como o FD (Hagemann, 1999). Uma maior taxa de producdo de blastocistos ¢
observada quando os ovoécitos sdo coletados durante a fase de crescimento folicular que
aqueles coletados durante a fase de dominéncia folicular (Hagemann, 1999).

O FD exerce um efeito inibitorio no desenvolvimento dos foliculos subordinados
causando sua atresia, principalmente através da secre¢do de inibina e estradiol 17-
(Matton et al., 1981; Wolfsdorf et al., 1997). Em trabalho realizado por Hagemann et
al. (1999a) foi registrado o efeito supressivo do FD sob o diametro ¢ competéncia dos
ovocitos dos foliculos subordinados. Neste estudo o desenvolvimento da competéncia in

vitro dos ovocitos coletados durante a fase de crescimento de foliculos de 3 a 5 mm, de
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6 a8 mm, de 9al2 mmede 13 mm foi de 44%, 47%, 55% e 70%, respectivamente,
sendo maior quando comparado aqueles recuperados durante a fase de dominancia
(31%, 27%, 30% e 44%, respectivamente).

Alguns trabalhos demonstram a influéncia do FD na foliculogénese. Bungartz &
Niemann (1994) e Lussier et al. (1995) avaliaram, em programas de transferéncia de
embrides, a remog¢ao do FD no momento da superestimulagcdo, comparando com aqueles
tratamentos iniciados na presenca de um FD. Nestes estudos observaram-se um maior
nimero de ovulagdes ¢ embrides viaveis.

Foliculos dissecados durante a fase de dominéncia foram mais atrésicos que
aqueles dissecados durante a fase de crescimento folicular. Registros de estudos
realizados em ovelhas € em vacas indicam que uma moderada atresia ndo afeta
negativamente a competéncia ovocitaria que pode ser melhorada por um baixo nivel de
atresia (Matton et al., 1981; Campbel et al., 1991). Isto pode ser explicado pelas
mudangas estruturais que sdo observadas em associacdo com a degeneragdo dos
ovocitos que ocorre nos foliculos subordinados (Blondin et al., 1997), sendo similar
aquela ocorrida nos foliculos pré-ovulatérios proximo do momento do pico de LH
(Assey et al., 1994). Esta condigdo pode conferir alguma vantagem quando a atresia for
recente (Fair, 2003). Para melhor avaliar estas afirmacdes sdo necessarios mais estudos
comparando a qualidade dos CCOs que tiveram seu desenvolvimento em diferentes
niveis de atresia folicular e qual via de atresia folicular influencia a competéncia
ovocitaria, seja esta, através do aumento dos niveis de estradiol ou mesmo reduzindo os
pulsos de LH através do uso exdgeno de progesterona.

1.4. Liberacdo pulsatil de LH e os pequenos foliculos antrais
O LH ¢ responsavel por uma série de eventos fisiologicos reprodutivos, alguns ja

citados anteriormente. A estimulacdo das células da teca pelo LH ¢é essencial para
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androgénese atuando como precursor para o estradiol, sendo que seu incremento ¢
associado com a viabilidade dos pequenos foliculos antrais e a continuacdo do
progresso durante o crescimento da onda folicular (Austin et al., 2001). Quando os
foliculos antrais emergem e sao mantidos por uma fonte exdgena de FSH, a atresia dos
foliculos subordinados ¢ prevenida, ndo havendo sele¢ao do FD. Os pequenos foliculos
antrais nao sofrem atresia demonstrando uma reducao dos receptores de LH na teca e
dos niveis de RNAm das enzimas esteroidogénicas quando comparado ao FD (Mihm et
al., 1997, 2000). Quando sao administradas doses de LH, concomitantemente ao FSH
exogeno, e o potencial esteroidogénico do FSH mantido, os foliculos antrais atingem
niveis esteroidogénicos semelhantes aos dos FD (Crowe et al., 2000). Ou seja, o LH ¢é
essencial para que ocorra a selecdo do FD e para o desenvolvimento dos pequenos
foliculos antrais. De fato, a presenca de receptores de LH nas células da granulosa
ocorre na diferenciacdo do futuro FD dos demais foliculos antrais. Porém, a fase de
crescimento folicular FSH-dependente, antes da selecao do FD, ndo depende do LH. A
funcdo dos pequenos foliculos antrais ¢ sutilmente afetada em relagdo ao estradiol,
inibina, IGF-I livre ¢ moléculas de baixo peso molecular, proteinas de ligacao do IGF,
intrafoliculares, quando os pulsos de LH sdo reduzidos ou completamente abolidos
usando tratamentos com esterdides (Ginther et al., 2001; Austin et al., 2002). Portanto,
o LH ¢ essencial para estimular foliculos antrais acima de 9 mm de didmetro (Gong et
al., 1996) quando ha a troca de FSH- para LH-dependéncia.
1.5. Desenvolvimento da competéncia ovocitaria em relacdo ao padrao folicular
Uma das formas de avaliar a competéncia dos ovdcitos ¢ através do didmetro
folicular (Wit, 2000; Vassena et al., 2003; Lequarre, 2004). No entanto, foliculos com

diametros similares podem estar em diferentes fases fisiologicas (Vassena et al., 2003),
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evidenciando que ndo ha uma boa correlacdo deste método de avaliagdo sobre os indices
de PIV.

Lequarre et al. (2004), trabalhando com ovarios de abatedouro, avaliaram o
desenvolvimento da competéncia ovocitaria a partir de ovdcitos coletados de foliculos
antrais isolados de diferentes diametros. Os foliculos foram separados, de acordo com
seu didmetro, em trés grupos: foliculos pequenos, menores que 4 mm; foliculos médios,
entre 4 ¢ 5 mm de diametro; foliculos grandes, com mais de 6 mm de didmetro. Neste
experimento foi obtido uma maior taxa de blastocistos a partir de foliculos maiores que
6 mm do que dos foliculos menores que 4 mm.

Em um outro estudo, Wit et al. (2000) estudaram o efeito do ambiente folicular
na qualidade e desenvolvimento da competéncia dos CCOs de ovarios obtidos de
abatedouro. Os CCOs foram coletados de foliculos ndo-atrésicos, pouco atrésicos,
atrésicos e muito atrésicos sendo classificados de acordo com sua qualidade em A, B e
C. Os CCOs de qualidade A foram obtidos principalmente, mas ndo exclusivamente, de
foliculos ndo atrésicos. Os de qualidade B, foram obtidos de todas as classes de
foliculos atrésicos e os de qualidade C, foram oriundos exclusivamente de foliculos que
apresentavam muita atresia. Os CCOs B, produziram mais blastocistos que os CCOs A
e C, indicando que um pequeno nivel de atresia pode apresentar resultados satisfatorios
na PIV.

Um estudo realizado por Vassena et al. (2003) teve por objetivo investigar o
quanto da morfologia ¢ do desenvolvimento da competéncia ovocitaria sao relacionados
com a fase de desenvolvimento folicular e a presenca do CL ou do FD, a partir de CCOs
coletados de ovarios de vacas abatidas. Os animais foram submetidos a uma
sincronizagdo de ovulacdo e foram abatidos nos dias 2, 3, 5 ou 7 do ciclo estral (dia 0 =

dia da emergéncia folicular). A propor¢ao de CCOs que desenvolveram até o estagio de
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blastocisto foi maior naqueles coletados no dia 5 (23%) apds a emergéncia, do que nos
coletados nos dias 2 (12%), 3 (13%) ou 7 (16%). Estes dados, segundo os autores ndo
suportam a hipétese de que haja um efeito do CL sobre o desenvolvimento embrionario,
porém ha uma correlagdo positiva entre a atresia recente ¢ a competéncia ovocitaria.

Estes trabalhos concordam que as caracteristicas morfologicas dos ovocitos,
avaliadas subjetivamente, nao sao preditivas na identificagao da competéncia ovocitaria.
Baseado nestes conhecimentos de como ¢ a formagao e ativacdo dos ovocitos, varios
trabalhos tém sido publicados no intuito de aumentar as taxa de PIV, seja utilizando
métodos para melhorar a qualidade de ovocitos in vivo, bem como pela modificagdo dos
protocolos de PIV. Outras alternativas visam aumentar a recuperacdo ovocitaria
utilizando horménios que manipulem a onda folicular. Apesar de todas as alternativas
para melhorar as taxas de PIV, ndo foi descrito at¢é 0 momento, um marcador adequado
para avaliar a competéncia de desenvolvimento dos ovocitos (Lequarre et al., 2004),
ainda que o diametro folicular (Pavloq et al., 1992, Blondin & Sirard, 1995), o nivel de
atresia (Hagemann et al., 1999; Wit & Kruip, 2001) e a concentracdo de progesterona
no fluido folicular (Hazeleger, 1995) possam ser bons indicadores. O desenvolvimento
da competéncia ovocitaria, também ¢ correlacionado com a morfologia do complexo
cumulus-ovocito (CCO) (Blondin & Sirard, 1995 e Boni et al., 2002) e a morfologia da
corona radiata (Laurincik et al., 1996).

A seguir serdo descritas algumas alternativas que utilizam diferentes métodos
para melhorar as taxas de producgéo in vitro.
2. Alternativas que visam melhorar a eficiéncia da PIV

Um numero variado de diferentes técnicas e protocolos para o tratamento de
doadoras de ovocitos tém sido descritos a fim de melhorar as taxas de recuperacao de

CCOs in vivo e o desenvolvimento da competéncia dos ovocitos coletados in Vvivo.
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No intuito de melhorar as taxas de PIV de bovinos, Ward et al. (2000)
demonstraram, utilizando a técnica de pungdo folicular (PF) guiada por ultra-som, a
influéncia da pressdo do vacuo de aspiragdo na obtengdo de ovocitos e na qualidade dos
ovocitos recuperados. Neste estudo verificaram que pressdes acima de 50 mm Hg
(milimetros de mercurio) diminuem a taxa de recuperagao ovocitaria e a recuperacao de
ovocitos de qualidade I aumentando, porém, o numero de ovécitos desnudos.

Dentre os protocolos realizados em doadoras de ovocitos podem ser citados
tratamentos com gonadotrofinas (Walton et al., 1993), GnRH (Bordignon et al., 1996),
imunizagdo anti-inibina (Konishi et al., 1996) e gonadotrofinas com BST (Hwang et al.,
1997; Pivato, 2001). Os tratamentos com FSH utilizando diferentes dosagens antes da
PF melhoram o nimero de ovécitos coletados e a producao de embrides comparados as
vacas ndo estimuladas (Walton et al., 1993; Gibbons et al., 1994; Looney et al., 1994;
Stubbings & Walton, 1995; Guyader et al., 1997; Goodhand et al., 1999).

Outros trabalhos sugerem diferentes dias do ciclo estral para realizagdo da
puncdo (dias 3—4, 9-10, ou 15-16 dias apos o cio) (Pieterse et al., 1991) e diferentes
intervalos entre as PFs com pungdes apds 48 e 96 h (Simon et al., 1993), uma vez por
semana (Goodhand et al., 1999) ou duas vezes por semana (Gibbons et al., 1994). O
periodo compreendido entre 2 sessdes de pungdes influencia a taxa de produgdo de
embrides (Merton et al., 2003). Este estudo sugere que a melhor taxa de recuperagdo de
CCOs ocorre quando o intervalo entre as pungdes ¢ de 7 dias, comparado aos protocolos
que usam intervalos de 3 ou 4 dias. Porém, a taxa de produgdo de embrides/ovodcitos &
menor. Ja, Galli et al., (2001) observaram que a PF duas vezes por semana produz um
nimero maximo de ovocitos recuperados de qualidade apropriada para a PIV. O método
de puncdo continuo, duas vezes por semana, demonstra a influéncia das pungdes no

ciclo estral através de modificagdes na funcdo endodcrina e nos mecanismos de
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crescimento folicular, conduzindo a intervalos estrais irregulares (Stubbings & Walton,
1995) ou auséncia do cio (Gibbons et al., 1994; Boni et al., 1997). Freqiientes sessdes
de pungdo seriadas podem resultar na auséncia ou disfun¢do do corpo luteo (CL) e
inadequada produgdo de progesterona (Carlin et al., 1999; Petyim et al., 2001).
Takenouchi et al. (2001) sugeriram que se as PFs fossem restritas aos dias 0 e 12 do
ciclo estral, a influéncia na dindmica folicular poderia ser diminuida ou mesmo abolida.
Bage et al. (2001) também demonstraram que em esquemas de puncdo duas vezes por
semana, restritos a primeira metade do ciclo estral, as novilhas apresentavam intervalo
do ciclo estral normal. Em contraste com o comumente utilizado, pungdes com 3 ¢ 4
dias de intervalo, a PF em intervalos de 2 ¢ 5 dias ndo afetou o nimero de ovocitos
coletados por sessdo; no entanto a qualidade dos CCO’s ¢ a taxa de blastocisto foram
maiores no intervalo de dois dias, o que pode ser atribuido ao efeito do FD na atresia
dos foliculos subordinados (Merton et al., 2003).

Goodhand et al., (2000) utilizaram tratamentos com progestagenos e estradiol
em vacas submetidas a sessdes de pun¢do folicular, ndo encontrando diferencas no
numero de foliculos puncionados, ovdcitos recuperados e producao de embrides. Porém
quando o FSH foi associado a estes tratamentos, houve aumento do nimero de foliculos
aspirados e da recuperacdo de ovocitos de qualidade I. J& quando o FSH foi
administrado em doses multiplas houve um aumento do nimero de embrides
transferiveis.

Tem-se utilizado o r-bST (somatotrofina bovina recombinante), no intuito de
favorecer as taxas de PIV, associado a gonadotrofinas que visam aumentar a populagdo
de foliculos (Gong et al., 1991; Webb et al., 1994; Pivato, 2001). O efeito do bST
parece ser mediado pelo aumento das concentragdes de IGF-I e insulina, entretanto, ndo

pode ser desconsiderado algum efeito do préprio bST (Pivato, 2001). Tanto a insulina,
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isoladamente ou em combina¢do com gonadotrofinas, mostram efeito na proliferagdo e
esteroidogénese em cultivos de células da granulosa bovina (Webb et al., 1994). Pivato
(2001) ao comparar vacas que foram puncionadas sob estimula¢do de gonadotrofinas
com bST e sem bST, observou que os animais tratados com bST apresentaram maior
numero de ovocitos do que aqueles que nao foram tratados, porém nao houve diferenca
na taxa de clivagem e de blastocistos entre os grupos. Outro estudo comparando o efeito
do bST, foi realizado por Bols et al. (1998), comparando vacas que receberam 640 mg
de r-bST semanalmente por 6 semanas consecutivas e vacas que receberam placebo,
com pungdes 2 vezes por semana. Neste trabalho ndo foi registrado diferenca no
numero de ovocitos coletados, tampouco do nimero de blastocistos por grupo.

Alguns esquemas de pung¢des sugerem o uso de FSH para melhorar a viabilidade
da PIV (Greve et al., 1995; Bordignon, et al., 1996; Blondin et al., 1997; Goodhand et
al., 1999; Galli et al., 2001; Merton et al., 2003). Blondin et al. (1997) registraram uma
Otima competéncia ovocitaria quando o periodo pré-estimulacio com FSH e a
recuperagdo ovocitaria foi de 48 horas, o que indica que neste periodo ocorrem
mudancgas nos CCO’s similares aquelas ocorridas no processo de pré-maturagdo. A
retirada mecénica dos CCOs dos foliculos, ocasionada pela PF, induz uma pré-
maturagdo ovocitaria. Alguns trabalhos sugerem que a administracdo de GnRH pré-PF,
apos a estimulagdo folicular com FSH, poderia melhorar a qualidade ovocitéria através
da padronizacdo do estdgio de maturacdo dos ovocitos, desta forma, aumentando as
taxas de produgao de blastocistos, no entanto, Pivato (2001) ndo observou diferencga na
qualidade dos ovocitos coletados, quando comparou 2 esquemas de puncdo que
utilizavam FSH e GnRH, sendo que, este ultimo 10 ou 20 horas antes da PF.

Outra alternativa que visa aumentar a populagdo folicular ¢ através da

imunizacdo ativa ou passiva contra a acdo biologica da inibina. Esse procedimento foi
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inicialmente testado em ovelhas e resultou em aumento na concentracdo plasmatica de
FSH (Findlay et al., 1989) e no nimero de ovulagdes por ciclo (Mizumachi et al.,
1990). A imunizagdo ativa contra a inibina tem sido utilizada para aumentar a taxa de
duplas ovulagdes em bovinos (Scanlon et al., 1993; Morris et al., 1995).

Viana et al. (2003) trabalharam com 3 grupos de animais da raca Gir, utilizando
Crestar”, como fonte de progesterona exdgena, substituido a cada 14 dias. Um grupo
recebeu FSH (G1) durante as sessdes de PF, outro grupo foi tratado com anti-inibina
suina (G2) e o grupo controle recebeu somente o progestageno (GC). Neste estudo foi
registrado um aumento no numero de ovdcitos de qualidade I do G1 em relagdo ao GC.
Os autores relacionaram estes resultados ao fato do G1 apresentar um niimero elevado
de foliculos maiores, facilitando, desta forma, o fluxo laminar da coleta pelo aumento
do liquido folicular e por apresentar menores niveis de atresia do que o GC.

Em uma trabalho realizado por nossa equipe (Pfeifer et al., 2005) foi possivel
observar que animais submetidos a tratamentos com progesterona exdgena apresentam
maior numero de foliculos aptos a pungdo, maior nimero de ovocitos coletados e
aumento da qualidade ovocitaria em relacdo & vacas que ndo receberam progesterona,
este fato deve estar ligado aos diferentes niveis de atresia ao qual estdo submetidos os
foliculos e ovocitos destes grupos.

Ainda sdo necessarios mais estudos e avaliagdes que demonstrem quais sdo os
mecanismos envolvidos na qualidade ovocitaria, afim de que se possam buscar novas
alternativas de aumentar os indices da PIV.

Como ja mencionado anteriormente, até o presente momento ndo existe um
critério totalmente eficiente de avaliagcdo da qualidade de ovdcitos e sua correlacdo com
a futura produg¢@o de embrides in vitro (Lequarre et al., 2004). Algumas formas de

melhorar tais critérios para se ter uma correlagdo mais positiva entre os ovocitos e
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embrides produzidos ainda estdo sendo estudadas. Alguns estudos tém buscado novas
formas de avaliagdo da qualidade ovocitaria (Vassena et al., 2003; Lequarre et al.,
2004). Lequarre et al. (2004), por exemplo, avaliaram a energia de metabolizacdo no
inicio e no fim do periodo de maturacdo, mensurando o aumento de oxigénio e de
piruvato, além da liberacao de lactato e da avaliagdo do transcriptoma em ovdcitos
imaturos. Estas observacoes sao realizadas através do padrao de sintese protéica antes e
depois da maturagao in vitro e da avaliacdo da cinética da maturagdo nuclear, visto que
o momento da extrusdo do primeiro corptisculo polar ¢ associado com o subseqiiente

desenvolvimento embrionario.

CONCLUSAO

A partir das consideragdes apresentadas nesta revisdo ¢ possivel verificar a
importancia de um maior entendimento dos fatores que estdo envolvidos no processo de
PIV, a fim de permitir o estudo de novas alternativas que incrementem os resultados
obtidos em programas de reproducio assistida.
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Resumo

O objetivo deste trabalho foi avaliar o nimero de foliculos dispostos a pung¢ao folicular (PF), a
quantidade e a qualidade de ovocitos e a produgdo in vitro de blastocistos oriundos de doadoras
submetidas a diferentes tratamentos com progesterona. Para a realizagdo deste experimento
foram utilizadas 15 vacas mestigas (bos taurus x bos indicus). Antes do inicio do experimento,
todas as vacas receberam por 8 dias um CIDR®. Dois dias antes da retirada dos dispositivos,
todas as vacas receberam 0,150 mg de D-cloprostenol. No dia da retirada dos CIDRs® todas
vacas foram submetidas a PF para favorecer uma padronizagao do crescimento folicular. Apos
esta 1° PF as vacas foram divididas aleatoriamente em 3 grupos distintos e todas submetidas a
PF a cada 4 dias totalizando 6 sessdes: G1: animais que receberam 1 CIDR® usado; G2: animais
que receberam 2 dispositivos novos, e G3: animais que ndo foram submetidos a tratamentos
com progesterona. As trocas dos CIDRs® do G1 e G2 foram realizadas a cada 8 dias, assim
como a aplicagdo de 0,150 mg de D-cloprostenol, nos trés grupos. Os resultados demonstram
um aumento (p<0,01) na média de foliculos pequenos, com didmetro de até 5 mm, nos G1
(9,44) e G2 (9,44) em relacdo ao G3 (6,12). Houve diferenca (p<0,05) na taxa de recuperagéo
apenas entre o0 G2 (68,77%) e G3 (47,19%), e um aumento (p<0,01) na média de ovocitos
coletados/vaca/pungdo do G1 (6,56) e G2 (6,96), em relagdo ao G3 (3,36). Também foi
observada diferenca (p<0,05) na média de ovocitos de qualidade I e II por pungdo entre os
grupos 1 e 3, ndo havendo diferenga (p>0,05) entre os grupos 1 e 2 e grupos 2 ¢ 3, sendo: 13
para o G1, 5,6 para o G2 e 2,6 para o G3. A taxa de clivagem dos ovocitos de qualidade I e II do
G1 (80%) foi superior (p<0,05) ao G2 (75%) e G3 (61,5%). A taxa de blastocistos, oriundos de
ovocitos de qualidade I e II foi superior (p<0,05), no G1 (46,15%) em relagdo ao G3 (15,38%),
porém ndo houve diferenga do G1 para o G2 (32,14%) e do G2 para o G3. Nao foi detectada
diferenga (p>0,05) na taxa total de blastocistos entre os grupos G1, G2 e G3, sendo: 28,20%
(6,6+2,15), 16% (3,842,15) e 15% (1,8£2,15), respectivamente.

Os resultados indicam que vacas tratadas com implantes de progesterona apresentam aumento

da quantidade de ovdcitos, bem como a disponibilidade de foliculos aptos a pungdo. A



50

51

52

53

54

55

56

57

58

59

60

61

62

63

64

65

66

67

68

69

70

71

72

73

74

75

76

37

qualidade dos ovocitos de qualidade I e II recuperados e a taxa de producdo de blastocistos
oriundos de ovocitos de qualidade I e II foram maiores quando as doadoras eram submetidas a
apenas 1 CIDR® reutilizado em relagdo a vacas que nio receberam implantes, além de aumentar
a taxa de clivagem de ovocitos de qualidade I e I em relagdo aos demais tratamentos. A taxa de
clivagem total foi maior quando as vacas foram submetidas a tratamentos com progesterona,

porém ndo houve diferenga na taxa de blastocistos total entre os grupos.

Palavras-chave: qualidade de ovdcitos, progesterona, produgdo in vitro, bovinos.

Abstract:

The aim of this work was to evaluate the follicles number able to follicular punction (FP), the
quantity and quality of oocytes and the in vitro production of blastocysts from donors submitted
to different treatments with progesteron. For this expireemnt were used 15 crowsbreed cows
(bos taurus x bos indicus). Before the experiment beginning, all cows received a
CIDR®(intravagianl progesterone releaser dispositive). Two days before the dispositive
withdraw, all cows received 0,150 of D-cloprotesnol, a prostaglandine analogue. In theretire day
all cows were submitted to FP to make favorable a standard in the follicular growth. After this
first FP the cows were randomically divided in three different groups and all submitted to FP at
4 days in a total of 6 sections. G1: the animals received a used CIDR®, being this dispositive
changed after two FPs, being used 3 CIDR® per cow during the experiment.; the other two
CIDR® changes were done using dispositives that were used by other cows from the other
groups at the treatments beginning; G2: the animals, after the CIDR® withdraw, received 2 new
dispositives which were changed after 8 days each; G3; these animals weren’t submitted to
progesterone treatments. The animals from the 3 groups received 0,150 mg of D-cloprostenol
after 8 days each. The PIV results were compared to a control group (CG), formed by oocytes
from ovaries of slaughterhouse. The results show an increasement (p<0,01) in the small follicles

media, with Smm of diameter, in G1 (9,44) and G2 (9,44) in relation to the G3 (6,12). There
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was a difference (p<0,05) in the recuperation rate only between G2 (68,77%) and G3 (47,19%)
and an increasement (p<0,01) in the collected oocytes/cow/punction of G1 (6,56) and G2 (6,96)
in relation to G3 (3,36). It was also observed a difference (p<0,05) in the oocytes media with
quality I and IT among the G1 and G3, being 13 for G1, 5,6 for G2 and 2,6 for G3. The oocytes
cleavage rate of [ and II qualities of G1 (80%) was superior (p<0,05) to G2 (75%) and G3
(61,5%). The blastocyst rate, coming from oocytes of I and II qualities was superior (p<0,05), in
G1 (46,15%) in relation to G3 (15,38%), however, there was no different among G1 and G2
(32,14%). It wasn’t observed difference (p>0,05) in the blastocysts total rate between the
groups, being 28,20%, 16% and 15% for G1, G2 and G3, respectively. The results show that the
cows treated with 1 or 2 dispositives of progesterone show an increasement of oocytes quantity,
as well as follicles able to the punction. The oocytes of qualities I and II recovered and the
blastocysts rate production coming from oocytes of I and II qualities was bigger when the
donors were submitted to an only CIDR® reused in relation to cows that was no treated, above
increasement the cleavage rate of the oocytes from qualities I and II in relation to the other
groups. The cleavage rate was bigger when the cows was submitted to treatments with
progesterone, however it no was difference in the rate of total blastocysts production between

the groups.

Keywords: oocytes quality, progesterone, Production in vitro and cattle.

1. Introducéo

O grande avango obtido na area de biotecnologia da reprodugéo tem permitido o
desenvolvimento de biotécnicas que aumentam a eficiéncia reprodutiva e o ganho genético em
rebanhos bovinos, bem como, permitem o estudo e aperfeigoamento de técnicas de reprodugéo
assistida. Entretanto, os protocolos e métodos utilizados ainda requerem aperfeicoamentos [1].
E neste ambito que a técnica de pungio folicular (PF) guiada por ultra-som possibilita
maximizar o aproveitamento de ovocitos que fisiologicamente sofreriam atresia e possuem

potencial de produgéo de embrides in vitro [2].
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Apesar dos progressos obtidos neste campo, a eficiéncia da produg@o de embrides transferiveis
oriundos de fertilizacdo in vitro (FIV) ainda é baixa. Somente 20 a 30% dos complexos
cumulus-ovocitos (CCO) coletados por pungio folicular atingem o estagio de blastocisto apds a
produgéo de embrides in vitro [3]. Muitos destes resultados tém sido atribuidos as condigdes de
maturagdo e fertilizagdo in vitro. No entanto, a inabilidade de melhorar a produgdo de embrides
in vitro pode ser um resultado inerente ao desenvolvimento da competéncia de ovocitos
coletados de pequenos foliculos (2—6 mm de diametro) [4].

Existem indicagdes de que este fato esteja mais relacionado com a qualidade dos ovocitos do
que com as condigdes de fertilizagdo e cultivo in vitro e/ou devido ao método de maturagdo in
vitro dos ovdcitos coletados [5]. Normalmente, os ovocitos utilizados para a produgéo de
embrides in vitro (PIV), sdo originarios de foliculos com 3 a 8 mm de didmetro, sendo que estes
sdo muito heterogéneos quanto ao estagio de desenvolvimento e atresia, sendo submetidos a
maturagdo in vitro antes mesmo de terem passado pelo periodo pré-ovulatério [6].

Alguns estudos indicam que ovdcitos oriundos de foliculos que tiveram seu desenvolvimento na
fase de diestro do ciclo estral sdo de melhor qualidade, sugerindo que ovoécitos desenvolvidos
em um ambiente com maior concentracdo de progesterona (P4) seriam de melhor qualidade
[4,5]. Alguns trabalhos sugerem que a progesterona tem importante fungido na qualidade
embriondria [7, 8, 9]. Nasser et al. [9] em um trabalho usando a primeira onda folicular para
superovular vacas, ou seja, utilizando o tratamento superestimulatorio em baixas concentragdes
de P4, observaram que o nimero de embrides transferiveis foi menor do que os tratamentos
superestimulatérios tradicionais com inicio no D8 ou D9, no meio do ciclo estral. Como o LH
possui caracteristicas de aumentar indiretamente a esteroidogénese aumentando os niveis de
atresia, a hipotese deste trabalho € que de acordo com o nivel plasmatico que a P4 atingir em
cada tratamento, os pulsos de LH serfo diminuidos ou abolidos, influenciando diretamente a
qualidade dos ovocitos e a foliculogénese durante as sessdes de pungao folicular (PF). A
reducdo da atresia ainda pode ser influenciada devido a inibi¢do do declinio de FSH em fung¢éo

da aspiragdo continua dos pequenos foliculos em desenvolvimento [10].
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Este estudo teve o objetivo de avaliar o nimero de foliculos aptos a PF, a quantidade e a
qualidade de ovocitos, bem como a producéo de embrides in vitro de vacas doadoras de
ovocitos submetidas a diferentes tratamentos com dispositivos liberadores de progesterona
(CIDR™).

2. Materiais e Métodos

O experimento foi realizado na Fazenda Experimental Sucupira da EMBRAPA — CENARGEN
(Centro Nacional de Recursos Genéticos e Biotecnologia) localizada na regido de cerrado, em
Brasilia/Distrito Federal. O experimento foi realizado entre o periodo chuvoso e seco, durante
os meses de maio e junho de 2004.

2.1. Grupos Experimentais

Para a realizacdo deste experimento foram utilizadas 15 vacas com idades entre 3 e 7 anos,
mesticas (bos taurus x bos indicus), com peso entre 425 ¢ 565 Kg e condigdo corporal (CC)
entre 3 e 3,5, em regime de pastagem (Brachiaria brizanta) recebendo suplementagdo mineral
(sal proteinado — EMBRAPA Cerrados). Antes do inicio do experimento, todos animais foram
submetidos ao exame ginecologico por ultrasonografia (Aloka SSD 500, Aloka Co., Japan)
equipado com transdutor linear de 5 MHz, sendo observado que todas as fémeas estavam
ciclando. Apés o exame de ultra-som, todas as vacas receberam um CIDR® (dispositivo de
silicone em forma de T liberador de progesterona) (1,9 g de progesterona/dispositivo) por 8
dias. Dois dias antes da retirada dos dispositivos, todas as vacas receberam 0,150 mg de D-
cloprostenol (Prostaglandina Tortuga®, im), um andlogo de prostaglandina, para descartar a
presenca de um corpo lateo desde o inicio do experimento evitando a influéncia de progesterona
endogena nos tratamentos.

No dia da retirada dos CIDR"s todas vacas foram submetidas a PF, para que promover a
padronizacao do crescimento folicular entre as vacas. Apos esta 1° PF as vacas foram divididas
aleatoriamente em 3 grupos distintos e todas submetidas a PF a cada 4 dias totalizando 6
sessoes. A seguir ¢ descrita a metodologia adotada para cada grupo experimental:

Grupo 1 (G1): Este grupo era composto por 5 animais que, para obtengdo de baixos niveis de

, . ® . A ., .
progesterona sérica, receberam 1 CIDR™ usado, ou seja, as fémeas que ja estavam a 8 dias com
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um dispositivo, permaneceram com o mesmo CIDR” por mais 8 dias. O CIDR® foi trocado no
intervalo entre duas PFs de forma que foram utilizados 3 CIDRs por vaca durante as 6 PFs. As
outras duas trocas de CIDR" foram feitas utilizando os dispositivos que haviam sido usados
pelas vacas dos outros grupos no inicio dos tratamentos. No momento das trocas do CIDR" era
aplicado D-cloprostenol (Prostaglandina Tortuga®, im) na concentragdo de 0,150 mg (Figura 1).
Grupo 2 (G2): Este grupo era composto por 5 animais que, para obtengao de niveis mais altos
de progesterona sérica que o G1, receberam 2 CIDR"s novos. Os CIDR"™s foram trocados a cada
8 dias coincidindo com as aplica¢des de D-cloprostenol (Prostaglandina Tortuga®, im) na
mesma concentragdo do G1 (Figura 1, em anexo).

Grupo 3 (G3): Este grupo era composto por 5 animais que nao foram submetidos a tratamentos
com progesterona e somente receberam uma aplicacdo de D-cloprostenol (Prostaglandina
Tortuga®, im) na mesma concentragio do G1, a cada 8 dias apés a retirada do CIDR”, que
antecedeu o inicio do experimento (Figura 1, em anexo).

Os grupos experimentais foram separados de acordo com os resultados prévios dos niveis
séricos de progesterona registrados em um trabalho realizado por nossa equipe, sendo que
animais que receberam dois CIDR"s atingiram concentragio sérica de progesterona acima de 2
ng/ml e vacas que receberam somente 1 CIDR usado atingiram niveis de P4 sérica menores de 2
ng/ml [11]. Os CIDR"s eram trocados a cada 8 dias no G1 e G2 para que os niveis séricos de P4
nao ficassem abaixo do estipulado para cada grupo.

Para que os tratamentos utilizados neste experimento estivessem somente sob o efeito da
progesterona exdgena, oriunda dos dispositivos intravaginais (CIDR"), era necessario a
aplicacdo de uma dose de D-cloprostenol (Prostaglandina Tortuga®, im), de 0,150 mg a cada 8
dias para evitar a formagdo de um corpo ltteo.

2.2. Puncéo Folicular

Para realizacdo das PFs, as vacas receberam previamente uma anestesia epidural baixa, 5 a 7 ml

de anéstésico local (lidocaina 2%).
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O método de aspiragdo folicular utilizado no experimento foi o descrito por Petyim et al. [12].
A PF foi realizada via transvaginal com um aparelho de ultrasom de marca Aloka 500,
equipado com sonda setorial convexa transvaginal de 5 MHz, adaptado a um sistema de agulhas
descartaveis (agulha para aspiragdo folicular, Handle Cook®), com 18 g° de didmetro, acoplado
a um sistema de vacuo (bomba para aspiracdes foliculares, Handle Cook®) com aspiragao
correspondendo a aproximadamente —75 a —85 mmHg. Foram puncionados todos os foliculos
que possuiam didmetro acima de 3 mm.

Os ovécitos aspirados foram retidos em tubo Falcon de 50 ml (Cornig®), sendo que o meio de
lavagem utilizado para PF foi Dulbecco PBS suplementado com 10% de soro fetal bovino
(SFB), gentamicina e heparina 100 UI/mL. O material coletado das PFs foi filtrado (filtro
Milipore® para embrido) e lavado com PBS para facilitar o rastreamento.

A classificacdo dos ovocitos foi feita através da avaliagdo dos complexo-cumulus-ovocitos
(CCOs) coletados nas sessdes de PFs. O rastreamento foi realizado em placa de petri através de
lupa estereomicroscopica para avaliagdo morfologica de sua qualidade. Os CCOs foram
classificados em 4 categorias de acordo com a classificagdo proposta por Leibfried & First [13]:
I - Ovécitos com cumulus compacto e mais de trés camadas de células. Ooplasma com
granulagdes finas e homogéneas, preenchendo o interior da zona pelicida e de coloragéo
marrom.

IT - Ovécitos com menos de trés camadas de células do cumulus oophorus. Ooplasma com
granulacgdes distribuidas heterogeneamente, podendo estar mais concentradas no centro e mais
claras na periferia ou condensadas em um s6 local aparentando uma mancha escura. O ooplasma
preenche todo espago interior da zona pelucida.

IIT — Ovécitos que possuem o cimulus presente, mas expandido. Ooplasma contraido, com
espago entre a membrana celular e a zona pelucida, preenchendo irregularmente o espago
perivitelino, degenerado, vacuolizado ou fragmentado.

IV - Ovdcitos desnudos sem células do cimulus, citoplasma com cor e granulagdo anormais ou

com células expandidas com aspecto apoptotico.
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Os ovocitos classificados nas categorias I e Il foram considerados como de boa qualidade e os
das categorias Il e IV como de ma qualidade. Todos ovoécitos coletados, bem como aqueles
utilizados para o grupo controle do frigorifico, foram submetidos a PIV, exceto os ovocitos que
apresentavam cumulus extremamente expandido e ovdcitos desnudos, pois comumente
apresentam baixa eficiéncia na produgéo de embrides in vitro [14, 15, 16].

2.3. Coleta de ovoécitos de ovarios de abatedouro

Para controle da qualidade do procedimento de PIV do Laboratoério de produgéo in vitro da
Fazenda Experimental Sucupira — EMBRAPA-CENARGEN, foi realizado paralelamente a FIV
dos ovdcitos coletados nas PFs, FIV de ovdcitos coletados de abatedouro. Os ovocitos que
constituiram este grupo, foram provenientes de ovarios de vacas mesticas abatidas em
abatedouro da regido de Brasilia, sendo transportados para o laboratdrio em solugdo salina 0,9%
(NaCl - Sigma®), suplementada com estreptomicina (50 pg/ml) e penicilina (100UI/ml) a 36°C.
Os CCOs foram aspirados de foliculos de 2 a 8 mm de didmetro com auxilio de um escalpe de
18°g, acoplado a um tubo conico de 15 ml (Corning®), ligados a um sistema de vacuo com
pressdo regulada para aspirar 15-20 ml de solugdo por minuto. Apos a sedimentagdo do material
aspirado, o pellet era retirado e colocado em uma placa de 100 x 20 mm contendo meio de
bancada (TCM 199 sais de Hank’s — Gibco BRL®), penicilina (100UI/ml) e estreptomicina (50
pg/ml). Os CCOs foram rastreados em lupa estereomicroscopica. Apenas os ovocitos de
qualidade I e II foram selecionados para formar o GC. A classificacdo dos ovoécitos utilizada
também foi a proposta por Leibfried & First [13]. Nao foi registrado diferenca na taxa de
blastocistos entre este grupo controle dos demais grupos experimentais.

2.4. Fertilizacdo in vitro e cultivo embrionéario

Os protocolos utilizados para maturagio, fertilizagdo e cultivo embrionario in vitro foram
adaptados de Dode et al. [17].

2.4.1. Maturagao in vitro

Foram destinados a MIV somente aqueles CCOs (complexo cimulus-ovdcitos) com qualidade

L, IT e I11, sendo descartados para MIV (maturagdo in vitro), os ovocitos com qualidade IV.
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Os CCOs selecionados foram lavados e transferidos para uma placa contendo 2 ml de meio de
maturacdo coberto com 2 ml de 6leo de parafina e incubados por 22 horas a 39°C e 5% de CO,
em ar. O meio de maturagdo era constituido de TCM 199 sais de Earl’s (Gibco BRL®), 24 Ul/ml
de horménio luteinizante (LH, Sigma®), 10 pg/ml de horménio foliculo estimulante (FSH,
Sigma®), 1 pg/ml L-glutamina (Sigma®), 100 UI/ml penicilina (Sigma®) e 50 pg/ml
estreptomicina (Sigma®).

2.4.2. Fertilizacdo in vitro (FIV)

Para FIV, os ovocitos foram separados de acordo com sua qualidade (I e II; IIT) e seu tratamento
especifico, lavados e transferidos para gotas de 200 pl de meio de fecundagdo. O meio utilizado
foi o TALP [18] suplementado com 21,1 uM de penicilina (Sigma®), 10,4 uM de hipo taurina
(Sigma®), 1 uM de epinefrina (Sigma®) e 10 pg/ml de heparina (Sigma®).

Para cada sessdo de PF e, consequentemente, cada FIV foram utilizadas doses de sémen do
mesmo reprodutor e da mesma partida. A selegdo espermatica foi realizada pelo método do
gradiente de Percoll consistindo de 2 ml de Percoll 45% e 2 ml de Percoll 90% [18]. O
descongelamento do sémen foi realizado em banho-maria a 36°C. O sémen foi depositado sobre
o gradiente de Percoll previamente preparado e centrifugado a 700 giros por 20 minutos a 30°C.
Apos a centrifugagio o sobrenadante foi retirado permanecendo apenas o pellet. Para lavagem
do pellet, o mesmo era ressuspendido com 2 ml de TALP-sp e novamente centrifugado a 700
giros por 5 minutos a 30° C, sendo entdo ressuspendido em meio de fecundag@o. Apos a
avaliacdo da concentragdo, o s€émen era adicionado a gota de fecundagdo em uma concentragio
final de 1 x 10° espermatozoides/ml.

Os ovdcitos e os espermatozdides eram co-incubados por 22 horas em estufa a 39°C e 5% de
CO, em ar, sendo o dia da fecundacdo considerado o dia 0 (DO).

Apos a co-incubagdo, os possiveis zigotos eram retirados da gota de fecundagdo e lavados em
meio de cultivo fluido sintético do oviduto suplementado com aminoacidos essenciais ¢ ndo

essenciais (SOFaa).
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2.4.3. Cultivo in vitro dos embrides

Para o cultivo in vitro foi utilizado o meio SOFaa, 0,34 mM de sodium tri citrato (Sigma®), 2,77
mM myo-inositol (Sigma®) e 5% de soro fetal bovino (SFB) [19]. As placas de cultivo foram
preparadas um dia antes da sua utilizagao.

Os embrides foram avaliados em D2 para determinar a taxa de clivagem e em D6 e D7 para
avaliar a taxa de produg@o de blastocistos.

2.5. Andlise estatistica

Foram utilizados modelos de andlise de variancia. As variaveis dependentes analisadas foram:
numero de pungdes, nimero total de foliculos, numero de foliculos pequenos, nimero de
foliculos médios, nimero de foliculos grandes, nimero total de ovocitos, numero de ovocitos de
qualidade I e 11, nimero de ovocitos de qualidade I1I e IV, nimero de estruturas clivadas e
numero de embrides. As variaveis independentes foram: coleta, vaca e tratamento, sendo que o
efeito da vaca foi avaliado em cada tratamento. A comparacdo das médias para as variaveis
dependentes foi feita pelo método dos Quadrados Médios Minimos (Least Square Means).
Todas as analises foram feitas através do procedimento GLM (General Linear Models) do
SAS®[20].

3. Resultados

Um total de 702 foliculos foram puncionados durante as 6 sessdes de PF realizadas no
experimento, sendo registrado 271, 253 e 178 foliculos para o G1, G2 e G3, respectivamente. A
taxa de recuperacdo ovocitaria média foi de 60,11%. Foram recuperados um total de 422
ovocitos dos 3 tratamentos, sendo que, 296 CCOs foram selecionados para MIV. Do total de
ovocitos recuperados 165 foram do G1, 174 do G2 e apenas 83 do G3, sendo que foram
submetidos a MIV, 117, 119 e 60, para o G1, G2 e G3, respectivamente.

A taxa de clivagem foi de 62,16% (184) do total de CCOs submetidos a FIV (296), com um
numero total de blastocistos de 20,60% (61).

Foi observado um aumento (p<0,01) na média de foliculos pequenos, com diametro de até 5
mm, no G1 (9,44) e G2 (9,44) em relag@o ao G3 (6,12). Ja para o nimero de foliculos entre 5 e

10 mm e maiores que 10 mm, ndo foi detectada diferenca (p>0,05).
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A média de foliculos totais por vaca por puncao foi de 10,84, 10,12 ¢ 7,12 para o G1, G2 ¢ G3,
respectivamente, sendo que o G1 e G2 ndo diferiram (p>0,05) entre si apresentando, porém,
uma média superior (p<0,0001) de foliculos em relagdo ao G3 (Tabela 1).

A média de ovocitos coletados/vaca/pungdo foi superior (p<0,01) no G1 (6,56) e no G2 (6,96)
em relagdao ao G3 (3,36) (Tabela 1).

A taxa de recuperagdo ovocitaria, ou seja, nimero de ovoécitos coletados/niimero de foliculos
disponiveis foi de 60,51%, 68,77% e 47,19%, para o G1, G2 e G3, respectivamente (Tabela 2).
Nao houve diferenca (p>0,05) na taxa de recuperacdo entre 0 G1 e G2 e entre 0 G1 e 0 G3,
porém, houve, entre 0 G2 e G3 (p<0,05). A taxa de recuperacio foi influenciada pelo fator
individual do animal, pelo tratamento e pela coleta (p<0,05).

Em relacdo a qualidade dos CCO’s foi registrada diferenca (p<0,05) na média de ovocitos de
qualidade I e II por punc¢do entre os grupos, sendo 13+0,5 para G1, 5,6+0,5 para o G2 e 2,6+0,5
para o G3. Para ovdcitos de qualidade I1I e IV observou-se uma maior (p<0,05) recuperacdo de
ovocitos no G2 (5,84+2,77) quando comparado ao G1 (3,96+2,77) e ao G3 (3,08+2,77). Porém
ndo foi observada diferenga (p>0,05) entre 0 G1 e o G3.

Foi registrado diferenca (p<0,05) na taxa de clivagem dos ovocitos de qualidade I e II entre o
G1 e os demais grupos, ndo havendo diferenga (p>0,05) do G2 para o G3, sendo de 80%
(10,4£2), 75% (4,2£2) e 61,5% (1,642), respectivamente (Tabela 3). Nao houve diferenga
(p>0,05) na taxa de clivagem dos ovdcitos de qualidade III entre os grupos, sendo de 52%
(5,4+1,87), 59,3% (10,8+1,87) e 47% (4,4+1,87), para o G1, G2 e G3, respectivamente (tabela
3). Ja a taxa de clivagem total foi maior (p<0,05) para o G1, 67,5% (15,8+2,39) e G2, 63%
(15£2,39), em relacdo ao G3, 50% (6+2,39). Sendo que ndo houve diferenca (p>0.05) entre o
Gl e G2.

Foi registrado um aumento (p<0,05) na taxa de blastocistos oriundos de ovoécitos de qualidade |
e II apenas do G1 para o G3, 46,15% (6+2,03) e 15,38% (0,4+2,03), respectivamente. Sendo
que o G2 ndo apresentou diferenga (p>0,05), 32,14% (1,8+£2,03), dos demais grupos. Sendo que,

em relagdo a taxa de blastocistos de ovdcitos de qualidade III, ndo houve diferenga entre os
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grupos (p>0,05), sendo de 6% (0,6=0,88), 11% (2+0,88) e 15% (1,4+0,88), para o G1, G2 ¢ G3,
respectivamente (Tabela 3).

Nao foi detectada diferenca (p>0,05) na taxa total de blastocistos entre os grupos G1, G2 e G3,
sendo: 28,20% (6,6+2,15), 16% (3,8+2,15) e 15% (1,8+2,15), respectivamente.

4. Discussao

O aumento no nimero de foliculos pequenos, até 5 mm, assim como o aumento no nimero total
de foliculos, registrados no G1 e G2, estdo de acordo com os registrados por Campos [21] que
utilizando somente PGF2, a cada 10 dias, em vacas doadoras de ovdcitos, registrou uma média
de foliculos por vaca/pungdo de 6,28. Também descreve, como neste estudo, um menor numero
de foliculos em relacdo aos grupos tratados. Porém, o tratamento utilizado nas vacas proposto
por Campos [21], utilizava GnRH e bST, considerado grupo com alta P4, apresentou média de
foliculos puncionados igual ao G1 deste experimento (10,84). A média de foliculos/vaca/PF
também concordam com os resultados registrados por Petyim et al. [12] que trabalhando com
um grupo de doadoras de ovoécitos que foram puncionadas 2 vezes por semana, registraram uma
média de foliculos de 6,612,9/puncdo/vaca.

A média superior de ovdcitos coletados/vaca/pungio do G1 e G2 para o G3, assim como o
aumento dos ovocitos coletados em sessdes de PF registrados por Campos [21] indicam que a
presenca de diferentes niveis de progesterona pode influenciar na foliculogénese, o que pode ser
observado através da diferenga no nimero de foliculos registrados nas vacas que receberam P4
em relacdo as vacas do G3, as quais, provavelmente, apresentavam baixos ou até mesmo niveis
plasmaticos ndo detectaveis de P4. O fato da progesterona determinar uma pulsatilidade de LH
de baixa freqii€éncia [22], de acordo com o recrutamento folicular apresentado nas vacas que
receberam CIDR®, indica que os foliculos podem estar somente sob a¢do do FSH. O mecanismo
de estimulo de pequenos foliculos antrais ainda ndo € bem conhecido [23, 24], sendo que a
maioria dos foliculos que se apresentavam no momento das PFs eram de foliculos antrais
menores que 5 mm, os quais possuem pouca influéncia das gonadotrofinas.

Como o estradiol e a inibina sdo os principais horménios envolvidos na atresia folicular [25],

uma reducdo dos pulsos de LH, poderia estar influenciando a esteroidogénese dos foliculos em
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desenvolvimento [26, 27], pois 0 LH atua como precursor dos esterdides, como o estradiol [28].
Desta forma afetando a taxa de atresia folicular, o que pode explicar o maior numero de
foliculos disponiveis nos grupo tratados com P4. Os niveis de estradiol e inibina podem ter se
apresentados baixos nestes grupos (G1 e G2), pois nos exames ultra-sonograficos realizados no
momento das PFs, foram diagnosticados um grande numero de foliculos pequenos de mesmo
diametro sem dominancia entre estes. O fato das punc¢des ocorrerem a cada 4 dias poderia estar
relacionada com a baixa taxa de atresia [10], mas o G3, composto por vacas que ndo haviam
sido submetidas a P4 exdgena, apresentou uma disposi¢do de foliculos menor do que os grupos
que utilizavam P4 exdgena. Portanto, é possivel inferir que no presente estudo o
desenvolvimento folicular foi mais influenciado pela possivel baixa pulsatilidade do LH do que
pelo intervalo entre as pungdes.

A diferencga registrada na taxa de recuperagdo entre o G2 ¢ o G3, demonstra que o grupo tratado
com 2 CIDR"s (G2) apresentou maior taxa de recuperagio do que o grupo que nio sofreu
influéncia da progesterona (G3). Isto pode estar ligado ao fato de que apresentavam maior
populacdo folicular, facilitando assim a obteng¢do dos ovocitos. Estes resultados concordam com
o trabalho de Petyim et al. [12] que trabalhou com 2 esquemas de PF diferentes, sendo um
continuo (2 sessdes por semana) e outro descontinuo (sessdes restritas aos dias 0 a 12 do ciclo
estral). Neste estudo mesmo que no método descontinuo tenha sido observado um maior
numero de foliculos, a taxa de recuperagao foi de 58,5%, enquanto que no método continuo, a
disposi¢ao folicular foi menor, com taxa de 45,6%. A mesma relagdo foliculos:CCOs nio foi
registrada por Pivato [29], que relatou taxa de recuperagdo maior em vacas que apresentavam
menor disponibilidade folicular.

Foi registrada neste experimento uma diferenca na média de ovocitos de qualidade I e IT entre o
grupo que recebeu implante de progesterona reutilizado € o grupo que néo recebeu
progesterona. Estes resultados indicam que a progesterona tem influéncia na média de ovocitos
obtidos de qualidade I e I1.

A partir destes resultados ¢é possivel inferir sobre a existéncia de um nivel de P4 adequado,

capaz de influenciar a qualidade ovocitaria mesmo que de forma indireta. Este fato pode estar
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relacionado com a freqiiéncia dos pulsos de LH e dos niveis de atresia de cada tratamento. O
G1, possivelmente, apresenta um padrao pulsatil de LH maior do que o G2, indicando uma
moderada atresia causada por estes pulsos de LH. Este aspecto ¢ discutido por alguns estudos
[30, 31] que sugerem melhoria da competéncia ovocitaria em fungao de um baixo nivel de
atresia. Greve et al. [32] mencionam que a progesterona permite que o foliculo seja exposto por
um maior periodo a pequenos pulsos de LH podendo melhorar a qualidade ovocitaria.

O aumento da recuperagdo de ovocitos de qualidade I e II registrados no presente experimento,
no grupo tratado com P4 ndo foi observado por Wit et al. [3] que trabalharam com ovdcitos
recuperados de ovarios de abatedouro avaliando a qualidade em diferentes estagios do ciclo
estral. Neste trabalho ndo foi registrado diferenca na qualidade entre ovodcitos coletados na fase
luteal recente (de 0 a 7 dias do ciclo) e de ovocitos coletados na fase luteal tardia (de 8 a 17 dias
do ciclo estral). Sartori et al. [33], registraram niveis de P4 em vacas leiteiras de até 2 ng/ml na
fase luteal precoce e de 4,2 ng/ml na fase luteal tardia. Porém, Vassena et al., [34] registraram
um aumento na qualidade dos ovécitos quando estes foram recuperados no dia 5 do ciclo estral,
apos a emergéncia da onda folicular. Este momento corresponde ao estagio de desenvolvimento
no qual a maioria dos foliculos subordinados estdo na fase estatica tardia ou na fase de atresia
recente [1]. O aumento da qualidade dos ovécitos no grupo tratado com 1 CIDR" reutilizado
também ndo concorda com os registros de Campos [21], que utilizando GnRH e bST no
tratamento de vacas submetidas a PF, em animais que haviam sido superovulados, o qual
chamou de grupo com alta P4, ndo obteve diferenca na qualidade dos CCO’s do grupo controle
com baixa P4, para as qualidades I e 11, ambos com 33%. O tratamento usado por Campos [21]
no grupo controle foi o mesmo utilizado no G3 deste experimento. Os resultados encontrados no
presente experimento discordam, em parte, com os resultados registrados por Viana et al. [35]
que trabalharam com 3 grupos de animais da raga Gir, utilizando Crestar”, como fonte de
progesterona, trocado a cada 14 dias. Neste estudo foi registrado um aumento no nimero de
ovocitos de qualidade I do grupo tratado com FSH do que o grupo tratado somente com
progestageno. Estes resultados sugerem que animais tratados com FSH tém um aumento na

disponibilidade de foliculos maiores, desta forma, facilitando o fluxo laminar no momento da
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coleta pelo aumento do liquido folicular e por apresentar menores niveis de atresia do que o
grupo tratado apenas com progestageno. Wit et al. [3] ndo relacionam a atresia como promotor
da diminuiggo da qualidade ovocitaria, pois ha uma relagdo de atresia recente com o aumento na
qualidade dos ovdcitos. Assim, caberia avaliar quais sdo os niveis de atresia que sdo prejudiciais
ou benéficos para a qualidade ovocitaria. Segundo, Vassena et al. [34], foliculos com mesmo
diametro podem se encontrar em fases fisioldgicas diferentes, sendo que também constatou uma
correlacdo positiva entre a regressao folicular recente e a competéncia ovocitaria.

Neste estudo como, provavelmente, o G1 possui menor concentracdo de P4 que o G2, as vacas
do G1 podem apresentar maior freqiiéncia de pulsos de LH do que vacas do G2. Como LH ¢
precursor do estradiol, os niveis de atresia no G1 podem ter sido maiores que no G2, o que
promoveu um aumento da qualidade dos ovocitos. Estes resultados sugerem que os foliculos
dos animais dos trés grupos utilizados neste experimento foram submetidos a diferentes niveis
de atresia.

A maior média de ovocitos de qualidade III e IV registrado no G2, possivelmente estd mais
relacionada com o nimero superior de ovocitos recuperados neste grupo do que propriamente
em funcdo de um efeito direto da progesterona na qualidade destes ovocitos.

O aumento na taxa de clivagem dos ovocitos de qualidade I e II, registrado no G1 em relagdo ao
G2 e G3, assim como, a diferenc¢a na taxa de clivagem total registrada entre os grupos tratados
com progesterona (G1 e G2) em relagdo ao G3, indica que os tratamentos influenciaram
positivamente na taxa de clivagem, pois os grupos que receberam implante de progesterona
apresentaram melhor taxa de clivagem que o G3. O mecanismo fisioldgico envolvido neste
processo ¢ sustentado pela hipotese de Assey et al. [36], indicando que os sinais de atresia que
um ovocito pode apresentar esta relacionado com uma degeneragao folicular, a qual conduz a
uma diminui¢do na concentragdo de estradiol 17-f e testosterona [37]. Esta condi¢do se da em
funcdo de uma redugdo da atividade da desmolase e aromatase [38]. Estas mudangas se
assemelham as que ocorrem apos o pico de LH podendo, portanto, influenciar no potencial de

desenvolvimento de ovdcitos imaturos.
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Os resultados registrados na taxa de produ¢ao de blastocistos concordam, em parte, com os
achados por Wit et al. [3], que registraram diferencgas na taxa de blastocistos de ovocitos
oriundos de abatedouro de qualidades A, B e C (de acordo com sua escala de avaliagéo
morfologica em diferentes estagios do ciclo estral), indicando que ovocitos de qualidade B na
fase folicular sdo mais eficientes na produgdo de embrides do que os ovdcitos de qualidade A e
C, porém nao registrou nenhuma diferenca quando todos blastocistos foram comparados de
acordo com seu grupo, nao interessando a qualidade ovocitaria do qual originaram estes
embrides. Um suporte para esta hipotese é que os ovocitos de qualidade B estdo mais avangados
na meiose do que os da qualidade A [36], sendo que esta hipotese pode estar relacionada com os
ovocitos recuperados do G1 deste experimento, os quais eram de melhor qualidade, porém nao
apresentaram diferencas em relagdo aos demais grupos na taxa de formagdo de blastocistos.
Resultados registrados por Bols et al. [39], trabalhando com vacas holandesas, comparou os
niveis de progesterona entre 2 grupos de animais, um tratados com bST semanalmente e outro,
controle, recebendo somente placebo. Foi detectado em ambos os grupos uma média de niveis
de progesterona de > 2 ng/ml, ndo observando diferenca na taxa de blastocistos entre os 2
grupos, 22% e 25%, respectivamente. Estes resultados estdo de acordo com os encontrados no
presente trabalho, pois ndo houve diferenca na taxa de blastocistos entre os grupos tratados com
progesterona e o G3.

A parir destes resultados foi possivel verificar que vacas tratadas com implantes de progesterona
apresentam aumento da quantidade de ovocitos, bem como a disponibilidade de foliculos aptos
a puncdo. A qualidade dos ovdcitos de qualidade I e II recuperados e a taxa de produgéo de
blastocistos oriundos de ovoécitos de qualidade I e IT foram maiores quando as doadoras eram
submetidas a apenas 1 CIDR® reutilizado em relagdo & vacas que ndo receberam implantes,
além de aumentar a taxa de clivagem de ovdcitos de qualidade I e II em relacdo aos demais
tratamentos. A taxa de clivagem total foi maior quando as vacas foram submetidas a tratamentos

com progesterona, porém nao houve diferenca na taxa de blastocistos total entre os grupos.
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Tabela 1: Média de foliculos e ovocitos/animal/sessdo de acordo com o tratamento de cada

grupo experimental.
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Grupo Foliculos/animal/sessao Ovdcitos/animal/sessao
1- CIDR reutilizado 10,84" 6,56"
2- CIDRs novos 10,124 6,96°
3- sem P4 7,12° 3,36"

Valores seguidos de letras maitisculas diferentes na mesma coluna diferem entre si (p<0,0001).

Valores seguidos de letras minusculas diferentes na mesma coluna diferem entre si (p<0,01).
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Tabela 2: Numero de foliculos puncionados e taxa de recuperagdo de acordo com o tratamento

de cada grupo experimental.

Grupo Foliculos puncionados Taxa de Recuperacao (%)
1- CIDR reutilizado 271 60,51°"
2- CIDRs novos 253 68,774
3- sem P4 178 47,19
Total 702 60,11

Valores seguidos de letras maitsculas diferentes na mesma coluna, diferem entre si (p<0,05).
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Tabela 3: Médias (+ desvio padrao) e freqiiéncias (%) de clivagem e de blastocistos por

qualidade ovocitaria de acordo com o tratamento de cada grupo experimental em cada pungdo

folicular.
Clivagem Blastocistos
Qualidade ovocitaria Clivagem Qualidade ovocitéaria Blastocistos
Grupo I-11 I Total I-11 1T Total
(%0)* (%0)* (%0)* (%0)* (%) (%)
1-CIDR  10,4+2° 54+1,87°  158+239°  6+2,03°  0,6+0,88  6,6+2,15
reutilizado (80) (52) (67.,5) (46,15) (6) (28,2)
2- CIDRs 4,242 10,8+1,87° 15+£2,39* 1,8+2,03° 2+0,88 3,8+2,15
novos (75) (59,3) (63) (32,14) an (16)
3- sem P4 1,642°  4,4+1,87° 6+2,39° 0,442,03°  1,4+0,88 1,8+2,15
(61,5) (47) (50) (15,38) (15) (15)
*p < 0,05
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Figure 1 — Hormonal and punction protocol, L. F. Pfeifer.

FIGURA 1: Protocolos hormonais e de PF utilizados no experimento.
Legenda:

PGF2: aplicagdo de 0,150 mg de D-cloprostenol

PF: puncao folicular

CIDR": periodo de permanéncia do dispositivo liberador de progesterona nas doadoras.
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