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RESUMO

EFEITO DA ESTIl\/IULAC;AO OVARIANA COM O USO DE FSH SOBRE A TAXA
DE RECUPERACAO OVOCITARIA E PRODUCAO IN VITRO DE EMBRIOES NA
RACA SINDI.

George Henrique Lima Martins', Ivo Pivato®
'Universidade de Brasilia

O objetivo desse estudo foi avaliar o efeito da estimulacdo ovariana com o uso de FSH, sobre
a maturacdo e competéncia, de ovocitos obtidos por aspiracdo transvaginal guiada por
ultrassom, bem como sobre as taxas de clivagem e de producéo de blastocisto na raca Sindi.
Trés tratamentos foram utilizados para produzir ovocitos parcialmente maturados in vivo,
sendo T1 remocdo do foliculo dominante (RFD) com uso de doses multiplas de FSH
[RFD+FSH(m)], T2 remocdo do foliculo dominante e FSH em dose simples [RFD+FSH(s)] e
TC ou grupo controle sendo realizada apenas a remoc¢édo do foliculo dominante e Ovum Pick
Up (OPU) [RFD-OPU]. Foram utilizadas 14 vacas ciclicas, vazias, ndo lactantes da raca
Sindi, divididas em trés grupos experimentais, sendo um para cada tratamento, sob regime de
aspiracdo semanal, por periodo de cinco semanas. O delineamento experimental foi
inteiramente ao acaso. Os animais dos trés grupos receberam um dispositivo intravaginal de
progesterona no inicia de cada tratamento, sendo retirado no momento da OPU. O namero de
foliculos aspirados por vaca nao diferiu entre os grupos com FSH, havendo diferenca
estatistica apenas entre 0s grupos T2 e TC, sendo T2 superir a TC (11,36+1,39; 12,52+1,81 ¢
8,7+0,74 respectivamente) (P<0,05). Para o nimero de Complexos Cumulus Ovdcitos
(CCOs) recuperados por vaca, T1 (9,76+1,32) e T2 (9,81+1,83) ndo diferiram entre si, mas
ambos foram superiores a T3 (6,3+0,82) (P<0,05). O nimero de ovdcitos maturados foi
superior para 0s grupos com FSH, mas houve semelhanca entre os grupos Tl e TC
(6,72+1,04; 7,33+1,32 e 4,45+0,51) (P<0,05). Para taxa de clivagem e média de embrides
produzidos ndo houve diferenca significativa (P<0,05). Os tratamentos com FSH foram
eficientes para melhorar o nimero de foliculos aspirados, nimero de CCOs recuperados € 0
namero de ovocitos maturados. Também foi observado nesses grupos um maior namero de
foliculos de 3-8mm, mostrando uma eficiéncia na resposta estimulatoria, porém os valores das
taxas de clivagem (87%, 74% e 69%, respectivamente para T1, T2 e TC) e de blastocisto
(33%, 35% e 32%, respectivamente para T1, T2 e TC) ndo diferiram entre si (P<0,05). O uso
de FSH nos dois regimes de aplicacdo (Unica e multipla aplicacdo) foi capaz de aumentar o
nimero de foliculos, 0 ndmero de estruturas aptas & maturacdo, mas nao foi eficaz em
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promover a aquisicdo da competéncia ovocitaria refletida nas taxas de clivagem e de
blastocisto.

Palavras chave: Bos indicus, Coasting, Fecundagdo in vitro, Ovum pick up.



ABSTRACT

EFFECT OF OVARIAN STIMULATION USING FSH ON THE
RECOVERYOOCYTE RATE AND EMBRYO IN VITRO PRODUCTION IN SINDI
BREED

George Henrique Lima Martins', Ivo Pivato®
'Universidade de Brasilia

The objective of this study was to evaluate the effect of ovarian stimulation using FSH before
ovum pick up in Sindhi Cows to improve the maturation and competence of oocytes, as well
as increase the cleavage rate and blastocyst production. Three treatments were used to induce
in vivo oocyte maturation, T1 [DFR + FSH (m)]: Dominant follicle removal followed by
multiple injection of FSH; T2 [DFR + FSH (s)] dominant follicle removal followed by single
injection of FSH; T3 [DFR-OPU] dominant follicle removal and OPU. Fourteen non-
pregnant and non lacting cycling Sindhi cows were used in a completely randomized
experimental design. Animals were divided in three groups (T1, T2 e T3) and had their
ovaries aspirated weekly for five consecutive weeks. At the begin of each week animals from
three groups received an intravaginal progesterone device. The number of aspirated follicles
per cow did not differ between the groups with FSH, but T2 group was statistically higher
than T3 (11.36+1.39, 12.52+1.81 and 8.7+0.74, respectively for T1, T2 and T3), (P<0.05).
The number of oocytes retrieved per cow was similar between T1 (9.76+1.32) and T2
(9.81+1.83) but lower in T3 (6.3+0.82), (P<0.05). The number of matured oocytes was higher
for the groups with FSH, but there was similarity between DFR + FSH (m) and DFR-OPU
(6.72+1.04, 7.33+£1.32 and 4.45+0.51 matured oocytes, respectively), (P<0.05). There was no
difference in the cleavage and blastocyt rates in all groups produced no significant difference
(P<0.05). FSH treatments increased the number of follicles aspirated, number of oocytes
retrieved and the number of matured oocytes. In these groups was also observed a greater
number of follicles 3-8 mm than group without FSH, showing efficiency in stimulatory
response. However, the cleavage rate (87%, 74% and 69% of cleavaged embryos, respectively
to T1, T2 and T3) and blastocyst rate (33%, 35% and 32% of blastocyst to T1, T2 and T3) did
not differ between the groups. The use of FSH multiple or single application was able to
increase the number of follicles, the number of structures suitable for maturation, but was not
effective in promoting the acquisition of oocyte competence, reflected in the cleavage and
blastocyst rates.



Keywords: Bos Indicus, Coasting, In vitro fertilization, Ovum Pick Up.
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CAPITULO 1



1 INTRODUCAO

O surgimento da aspiracdo folicular in vivo ou OPU (ovum pick up) e o
aprimoramento das condigdes de cultivo in vitro tornaram viavel a aplicacdo da produgao in
vitro de embrides PIVE em escala comercial. Os indices atuais de blastocistos obtidos com a
técnica de PIVE giram em torno de 20 a 50% (média de 35%) (Sirard et al., 2006; Goncalves
et al.,, 2007; Baruseli, 2012). Tal processo provou ser confiavel, simples, pouco invasivo,
repetivel e eficiente para a obtencdo de ovocitos de vacas vivas (Galli et al., 2001). A
associacdo entre OPU e PIVE permite a aceleracdo do ganho genético, da transmissdo das
caracteristicas produtivas e fornece as bases para o desenvolvimento de outras tecnologias
como a clonagem e a transgenia (Garcia & Salaheddine, 1998; Aller et al., 2010).

Segundo dados da Sociedade Internacional de Transferéncia de EmbriGes
(IETS) apresentados por Strud (2012), em 2011, 572.432 embrides bovinos coletados in vivo
foram transferidos no mundo, dos quais 54% foram transferidos apds congelacdo e
descongelacdo. Além disso, 373.836 embrides produzidos in vitro foram transferidos, sendo
que 85% destes foram no Brasil. A PIVE no Brasil em 2011 aumentou 20% em relacdo a
2010, resultando em 318.116 embrides transferiveis, embora no mundo a producdo de
embrides in vitro tenha caido 1%. O pais é responsavel por 86% do total de PIVE no mundo.
Em 2011, 53.019 sessdes de OPU foram realizadas, produzindo uma média de 15 ovadcitos e
seis embrides por sessao.

Essa grande producdo de embrides in vitro no Brasil pode ser explicada pela
utilizacdo de doadoras Bos indicus, as quais apresentam um numero elevado de foliculos
antrais (Pontes et al., 2009). A raca pode exercer grande influéncia nesse aspecto,
principalmente quando se compara Bos indicus e Bos taurus. Sabe-se que vacas Bos indicus
tém de 3 a 4 vezes mais foliculos antrais e ovocitos do que vacas Bos taurus (Pontes et al.,
2009 e 2011; Silva-Santos et al., 2013).



Embora a raca apresente um numero elevado de foliculos, as taxas de
blastocistos giram em torno de 35%. Apesar de satisfatorios esses nimeros estdo aquém do
que a técnica é capaz de oferecer. O aumento da eficiéncia da PIVE esté ligado entre outros
fatores, ao desenvolvimento de trabalhos que visem aperfeicoar e simplificar as condicGes de
cultivo durante as vérias etapas do processo, principalmente no que se refere a maturagao in
vitro de ovdcitos, condicdo de transporte entre as fazendas onde os ovécitos sdo coletados e 0s
laboratorios, o desenvolvimento de métodos simples de incubagdo e criopreservacdo de
ovdcitos e embriGes, ampliando o raio de acdo dos laboratorios e a difusdo da técnica
(Gongalves et al., 2007).

Os maiores problemas que impedem o avango e a melhoria dos sistemas de
producdo in vitro de embrides bovinos relacionam-se a relativa escassez de conhecimento em
como o ovdcito adquire a competéncia durante o processo de maturacdo (Caixeta & Dode,
2010). Quando ovocitos maturados in vivo ou in vitro sdo comparados aparentemente nao
existe diferenca na maturacao nuclear, nas taxas de fecundacéo e clivagem (Van de Lemput et
al., 1996), entretanto uma significativa diferenca é observada na competéncia entre esses
ovocitos para producdo de blastocistos, 0 que sugere a existéncia de diferencas na maturacéao
citoplasmatica entre os mesmos (Sirard et al., 1999; Rizos et al., 2002; Sirard et al., 2006;
Caixeta & Dode, 2010).

A inducdo da diferenciacdo folicular pela manipulacdo do protocolo de
estimulacdo ovariana, como por exemplo, pela privacdo de FSH ou coasting, apds o
tratamento estimulatorio resultou na recuperacdo de ovocitos mais competentes, sendo, a
maioria, capaz de se desenvolver até o estagio de blastocisto (Blondin et al., 2002). Esse
periodo de privacdo de FSH induziria o inicio do processo de atresia, que enviaria um sinal
para que o ovacito adquirisse competéncia (Sirard et al., 2006).

Uma grande quantidade de estudos tem buscado doses adequadas, duracdo dos
protocolos, momento ideal da janela de estimulacdo por FSH e o pico de LH até o momento
da aspiracdo, entre outros fatores (Sirard et al., 1999; Blondin et al., 2002; Chaubal et al.,
2006; Chaubal et al., 2007; Aller et al., 2010; Nivet et al., 2012), no intuito de maximizar a
producdo in vitro de embribes, com a melhora da qualidade e a quantidade de ovdcitos
recuperados. No entanto, em funcdo das diferentes respostas entre ragcas, momento do ciclo
para o inicio do tratamento, momento do ciclo produtivo (lactantes ou ndo), idade da doadora,
existem respostas distintas quando da administracdo dos tratamentos.

Até o momento ndo existe um protocolo estabelecido que maximize a

aquisicdo da competéncia dos ovocitos, principalmente nas ragas zebuinas. Estratégias para



tornar um maior nimero de ovocitos competentes no momento da OPU sdo fundamentais e
poderdo aumentar as taxas de blastocistos provenientes dessas estruturas, proporcionando uma
melhor utilizacdo das técnicas de reproducdo assistida (TRA) como PIVE, clonagem e

transgenia.



1.1 Objetivos

Avaliar o efeito da estimulagdo ovariana com o uso de FSH sobre as taxas de
recuperacdo ovdcitaria, as taxas de clivagem e de producdo de blastocistos na raca Sindi,
também desenvolver um protocolo simples e eficaz pre-OPU, para obtencdo de ovdcitos de

melhor qualidade e consequentemente aumento na produgéo de embrides.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 A Raca Sindi

A raca Sindi é originaria da Asia, mais especificamente da regido de Kohistan
na provincia de Sindi, hoje pertencente ao Paquistdo. Esta € uma regido de vales cercados por
grandes cordilheiras que se estendem no sentido norte sul, predominando areas de clima
semiarido com temperaturas médias de 17 a 20°C (existindo picos extremos durante o ano de
minimas de 1,6 e maximas de 48°C), precipitacfes anuais de 250 a 300 mm, solo arenoso e
pedregoso e vegetacao lenhosa com o desenvolvimento de algumas gramineas no periodo das
chuvas (Santiago, 1985; Santos, 1990; Leite, 2001).

Na india, o Sindi e considerado uma raca leiteira, sendo os machos utilizados
também para tracdo de carrocas e arados. Seu contingente no Paquistdo € de
aproximadamente trés milhGes de individuos, o que torna a raca mais criada entre todas as de
seu grupo, inclusive a Sahiwal (Khan, 2008).

A raca tem sua chegada ao Brasil em importacbes comerciais ocorridas em
1930 e, oficialmente, no ano de 1952 em importacdo para o Instituto Agrondmico do Norte
(IAN), onde formou rebanho que se manteve por cerca de 20 anos. Apos esse periodo, 0s
animais da raca foram distribuidos por varias partes do pais, mas hoje, grande parte de seu
contingente encontra-se em rebanhos na regido Nordeste, principalmente por sua boa
adaptacdo as caracteristicas edafoclimaticas locais (Mariz, 2010).

O gado Sindi apresenta como caracteristicas principais pelagem de cor
avermelhada, ideal para as regides tropicais e sub-tropicais, 0 seu pequeno porte, também
considerado ideal pelo melhor aproveitamento por area, além do menor consumo absoluto de

alimentos, a boa eficiéncia reprodutiva e principalmente a boa capacidade de producéo de



leite, tanto em quantidade como em qualidade. Além destas vantagens sobressai a sua
excelente adaptabilidade as condi¢cBes adversas de clima e de manejo, principalmente
alimentar, nas condi¢des de semi-arido nordestino (Teodoro et al., 2002).

Baseando-se nas informacdes disponiveis no banco de dados da Embrapa Gado
de Leite, a média da producdo de leite de 256 animais avaliados foi de 2.214 kg, com duracdo
média de 274 dias de lactacdo, enquanto que a idade média ao primeiro parto foi de 1.160 dias
e o intervalo médio entre partos de 457 dias (Teodoro et al., 2002).

Segundo Mariz (2010), a raca Sindi apresenta aptiddo tanto para corte, quanto
para leite, e é adaptada a condi¢cdes adversas, como temperaturas elevadas e escassez de
alimentos. O rebanho no Brasil é estimado em aproximadamente 6000 cabecas.

A utilizacdo de técnicas de reproducdo assistida (TRA) bem como um maior
namero de pesquisas cientificas, se fazem necessarios para que haja um aumento do nimero
de individuos desta raga, visando o melhoramento genético e a manutencdo desse

grupamento.

2.2 Producéo In Vitro de Embrides

A producdo in vitro de embrides (PIVE) é uma importante biotécnica de
reproducdo assistida aplicavel a mamiferos domésticos de interesse econdmico. Essa
biotécnica pode ser utilizada, alternativamente, para acelerar a producdo de animais
geneticamente superiores e impedir o descarte precoce de fémeas portadoras de alteracfes
adquiridas que as impecam de reproduzir pela forma natural ou via transferéncia de embriGes
(TE) (Gongalves et al,2007).

A utilizacdo dessa biotecnologia possibilita aumentar o namero de produtos por
doadora de alto mérito genético, permitindo reduzir o intervalo entre geracdes, fator esse
importante para 0 melhoramento genético dos rebanhos (Yang et al, 1998), com isso elevando
0 ganho genético de 2% ao ano com a inseminacdo artificial para 2,5% (Vishwanath, 2003).

Gongalves (2007) relata que bezerras ao nascimento possuem mais de 100.000
ovécitos em seus ovarios, que pelas vias naturais podem gerar 0,01% de produtos viaveis,
totalizando por volta de dez descendentes durante a vida reprodutiva. Segundo Gongalves et
al, (2002) uma fémea bovina seria capaz de produzir 50 a 100 embriGes por ano, com um

regime de duas aspira¢fes semanais por doadora, durante varios meses.



A producgéo in vitro de embrides compreende trés etapas desenvolvidas em
laboratorio: a maturacdo ovocitéria in vitro (MIV), a fecundacéo dos ovacitos in vitro (FIV) e
0 cultivo embrionario in vitro (CIV) até os estadios de mérula e blastocisto, quando o0s

embribes poderéo ser transferidos ou criopreservados.

2.2.1 Maturacéo in vitro (MIV)

Para que o ovdcito seja capaz de ser fecundado e posteriormente se
desenvolver até o estadio de blastocisto, ele precisa ser maturado e, durante essa fase, sofrer
diversas transformagdes tanto em seu citoplasma quanto em seu nucleo (Gongalves, 2007).
Ovacitos obtidos para o processo de PIVE, geralmente com diametro entre 2 e 8 milimetros,
apos serem retirados do seu ambiente folicular, tem seu processo de maturacdo nuclear
iniciado. Faz-se necessario que a continuidade do processo de maturacdo seja realizada in
vitro (Sirard, 1992; Dode, 2002).

O meio Tissue Culture Medium (TCM) é utilizado pela maioria dos
laboratdrios como meio de maturacdo in vitro para ovdcitos bovinos (Varago et al., 2008).
Este meio base é modificado de acordo com cada laboratorio, sendo geralmente adicionado de
piruvato, lactato, aminoacidos, bicarbonato de sodio, vitaminas, entre outras substancias
geralmente nas concentragdes encontradas no soro sanguineo. A suplementacdo com o
horménio foliculo estimulante (FSH) e o hormdnio luteinizante (LH) sdo de extrema
importancia, enquanto a suplementacdo de estrdgeno nos meios MIV é opcional de cada
laboratério (Gongalves et al., 2002; Gongalves et al., 2007; Varago et al., 2008).

Segundo Dode et al. (2002) e Gali et al.(2003) as condicGes de maturacdo na
grande maioria dos laboratorios sdo a utilizagdo do meio TCM-199 com sais de EARLE’S
suplementado com 10% de soro fetal bovino e gonadotrofinas (FSH e LH), em 5% de CO2
em ar a 38°C por um periodo de 20-24h de incubacdo. Neste periodo os ovocitos completam
Seu processo de maturacao com a extrusdo do primeiro corpusculo polar e podem entdo serem

fecundados.



2.2.2 Fecundagao in vitro (FIV)

Para que a FIV ocorra com sucesso, € necessario que 0s ovocitos tenham
sofrido maturagdo completa, que o0s espermatozoides tenham sido apropriadamente
preparados e que 0s mesmo se encontrem em um ambiente adequado (Dode & Rumpf, 2002).

A capacitagdo espermatica ocorre pela remocdo dos fatores decapacitantes
presentes no plasma seminal, basicamente proteinas e outras substancias que recobrem a
membrana do espermatozoide. Neste processo, as principais alteracdes sdo bioquimicas e
constituem-se na remoc¢do do colesterol, a qual eleva a fluidez da membrana espermatica,
entrada de Ca++ intracelular, aumento da concentracdo de AMPciclico e alteracdes de
atividades enzimaticas, tal como da proteina quinase C (PKC) envolvida no mecanismo de
transducdo de sinais que irdo desencadear a reacdo acrossomica (White & Aitken, 1989).

Estas alteracGes bioquimicas promovem uma alteracdo transitoria no padréo de
motilidade espermatica, denominada hiperativacdo (Yanagimachi, 1994). Para completar o
processo de capacitacdo, 0s espermatozoides hiperativados se ligam por meio de receptores da
membrana plasmatica (receptores ZP3) a proteinas especificas na zona pelicida do ovdcito de
maneira a induzir a reacdo acrossomica (Flormam & First, 1988). A reacdo acrossomica € um
processo de exocitose que libera enzimas hidroliticas que facilitam a penetracdo do
espermatozdide na zona pelucida e modificam as membranas da regido pds-acrossomal, sitio
da interacdo entre ovocito e espermatozoide (Sidhu & Guraya, 1989).

Apos o descongelamento do sémen, € necessario selecionar os espermatozoides
Vvivos e capazes de fecundar. Esta selecdo é realizada na maioria das vezes pela separacdo em
gradiente de Percoll (Galli & Lazzari, 1996), embora outros sistemas possam ser utilizados
como o “swim-up” ou o lavado espermatico. O percoll é composto por particulas de silica
coloidal coberto com polivinilpirrolidona, preparado em diferentes concentracdes para formar
um gradiente descontinuo de duas ou trés fases (90, 45 e 30%) para separacdo espermatica
Apés a separacdo, os espermatozoides sdo diluidos a uma concentracdo final de 1 a 5 x 10°
espermatozdides viaveis/ml de meio (Gonsalves et al., 2002).

O meio mais usado para fecundacdo in vitro é o Tyrode-albuminalactato-
piruvato (TALP), que contém em sua constituicdo fatores capazes de promover a capacitacéo
espermatica como é o caso da heparina. Outros fatores importantes para a motilidade e
suporte do gameta masculino como a epinefrina, hipotaurina e penicilamina também estdo

presentes no meio. O co-cultivo (espermatozoide e ovocito) é realizado por um periodo de 12
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a 18 horas, em temperatura de 39°C e atmosfera com 5% de CO, em ar e umidade saturada
(Dode et al., 2002; Goncalvez et al., 2007).

A preparacdo seminal ndo é importante apenas para remoc¢do do plasma
seminal ou do crioprotetor, mas também para selecionar os melhores espermatozoides vivos
na amostra a ser utilizada, além de remover agentes infecciosos e debris celulares (Dode et al.,
2002).

2.2.3 Cultivo embrionério in vitro (CIV)

Apos a fusdo do espermatozoide com o ovocito, ocorre a ativacao, evidenciada
na maioria dos mamiferos pela exocitose dos granulos corticais e retomada da meiose. O
nucleo espermatico se descondensa e transforma-se no pro-ndcleo masculino. O pré-nucleo
migra para o centro do ovdcito, o envelope nuclear se desintegra e ocorre a associacdo dos
cromossomos para a primeira divisdo mitotica, a clivagem. Consequentemente, inicia-se o
desenvolvimento embrionario por sucessivas divisdes e alteracbes morfologicas para a
formacdo de morulas e blastocistos (Yanagimachi, 1994).

Os possiveis zigotos sdo transferidos para o meio de cultivo onde
permanecerdo até atingirem o estdgio de blastocisto. O desenvolvimento embrionario é
marcado pela primeira clivagem, a ativacdo do genoma embrionario no estagio de 8 a 16
células, a compactacdo da morula e a formacao do blastocisto entre os dias 6 e 7 apds a FIV.
ApOs esse periodo os embrides estdo aptos a serem transferidos para o Utero das fémeas
receptoras que levardo a gestacdo a termo (Dode & Rumpf, 2002).

Os meios mais utilizados pelos laboratorios sdo os semi-definidos com pouco
ou nenhum soro e baixa tensdo de oxigénio (5% de O, em comparacao aos 20% encontrados
no ar atmosférico), sem co-cultivo em células somaticas (Mingoti, 2005). A atmosfera de
cultivo, diferentemente daquela usada na maturacdo e na fecundacdo in vitro, passa a ser 5%
de CO,, 5% de Oy, 90% de N, e umidade saturada a 39°C.

Entre os fatores benéficos da baixa tensdo de O, no meio de cultivo in vitro
pode-se destacar o aumento do diametro embrionario, do nimero de células da massa celular
interna, da transformacdo de morula para blastocisto e de blastocisto expandido para eclodido,
melhora no aspecto geral do embrido, além da menor espessura da zona pelicida, o que

facilita a ecloséo do embrido (Lim et al., 1999).
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Os embrifes permanecem no cultivo até o 7° dia ap6s a fecundacdo in vitro,
quando € realizada a selecdo e a avaliagdo dos mesmos para a transferéncia ou
criopreservacdo. Este pode se estender até o 8° ou 9° dia para avaliacdo da taxa de ecloséo ou
da qualidade embrionéria, principalmente pela determinacdo do nimero e viabilidade de
blastomeros (Gongalves et al., 2002; Mingoti, 2005).

E esperado que, apds a maturacdo in vitro, aproximadamente 90% dos ovécitos
submetidos a maturacdo atinjam a metéafase Il com expulsdo do primeiro corpusculo polar.
Destes, 80% sao fecundados e comecam a se dividir, pelo menos até o estadio de duas a
quatro células. No entanto, apenas 25 a 40% destes embrifes alcancam o estadio de
blastocisto ou blastocisto expandido, mostrando que o cultivo in vitro é o principal passo a
determinar a eficiéncia do sistema e que muito deve ser feito para a melhoria dos resultados
(Galli et al., 2001).

2.3 O Papel da Maturacédo Ovocitaria na Producao de EmbriGes

A maioria dos ovdcitos coletados para PIVE estd incluso em pequenos
foliculos antrais e, apesar de competentes para o reinicio da meiose, apresentam baixa
capacitacdo para o desenvolvimento embrionario. In vivo, a capacitacdo é adquirida ao longo
do desenvolvimento folicular devido as alteracdes moleculares e ultra-estruturais ocorridas no
ovocito durante esse periodo, que o tornam apto a suportar as fases iniciais do
desenvolvimento embrionario (Hyttel et al., 1997). Quando ovdcitos maturados in vivo ou in
vitro sdo comparados ndo existe diferenca na maturacdo nuclear, nas taxas de fecundacéo e de
clivagem (Leemput et al., 1996), entretanto, uma significativa diferenca é observado na
competéncia para producdo de blastocistos entre esses ovdcitos (Sirard et al., 1998; Sirard et
al., 2006; Gongalves et al., 2007; Caixeta & Dode, 2010).

A maturacdo in vitro parece ser o fator limitante, porque mesmo depois de uma
cuidadosa selecdo homogenia de complexos cummulos oophorus (CCOs), apenas 35% vao
atingir maturagdo citoplasmatica completa e possuir competéncia para produzir um embrido
viavel para transferéncia (Blondin et al., 2002). Quando CCOs sdo maturados in vivo e entdo
fertilizados e desenvolvidos in vitro, o potencial de desenvolvimento dos CCOs é aumentado

apresentando uma porcentagem de blastocitos ap6s 11 dias de 26,4+1 de blastocistos com
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maturacdo in vitro para 49,3+6,1 de blastocistos maturados in vivo (Van de Leemput et al.,
1999).

O foliculo de origem do ovdcito recuperado parece ser um fator determinante
na obtencdo de ovocitos com capacidade de produzir blastocistos morfologicamente
saudaveis, o que esta associado normalmente com maiores taxas de prenhes (Sirard et al.,
2006). Tal conhecimento permite supor que a competéncia pode ser adquirida em condicdes
foliculares especificas.

As baixas taxas de blastocisto sdo determinadas por: 1) fatores ambientais e
inerentes ao préprio sistema de PIVE de embrides, que atuam sobre todas as suas etapas
(maturacdo, fecundacdo e cultivo); 2) remocdo do ovécito do ambiente folicular, com
consequente perda da interagdo morfologica, hormonal e molecular entre ovocito e células
foliculares. A soma desses fatores determina o prejuizo na qualidade e competéncia
ovocitaria, levando a baixa producéo de blastocistos, quando comparada aquela obtida in vivo
(Gottardi & Mingoti, 2009).

Outras evidéncias demonstram que o potencial de desenvolvimento do ovdcito
pode ser significativamente influenciado pelas condic6es fisiologicas da doadora, tais como
estagio do ciclo estral, estadgio do desenvolvimento folicular, dentre outros (Lonergan & Fair,
2008).

Durante a maturacdo, 0s ovocitos passam por varias alteragdes nucleares e
citoplasmaticas. Os eventos nucleares incluem: quebra da vesicula germinativa (GBVD),
desaparecimento do nucléolo, condensacdo da cromatina, extrusdo do primeiro corpusculo
polar e formacdo do segundo fuso meidtico (Meinecke et al.,, 2001). Os eventos

citoplasmaticos incluem: sintese de proteinas (Sirard et al., 1998), modificacfes moleculares,

redistribuicdo das organelas intracelulares e maturacdo dos mecanismos de liberacédo do Ca2+
(Kubelka et al., 2000). As transformacGes estruturais sdo acompanhadas por uma série de
atividades bioquimicas estabelecidas por uma complexa cascata de fosforilacbes e
desfosforilacbes de proteinas envolvidas no reinicio e na regulacdo da meiose. Entre as
proteinas que mais se destacam no periodo da maturagdo, estdo as proteinas do complexo
MPF (fator promotor da maturacdo) e da familia MAPK (proteina cinase ativada por
mitdgenos). Dessa forma, varios fatores atuam de maneira a tornar o ovécito imaturo habil a

fecundacéo e ao desenvolvimento até embrido viavel (De Sousa et al., 2004; Dekel, 2005).
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2.3.1 Maturacéo nuclear

A maturacdo meiotica ou nuclear refere-se a progressdo da meiose a partir do
estagio de diploteno da profase da primeira meiose (profase 1) até a fase de metafase 11 (M 1)
(Mingoti et al., 1995). E a cascata de eventos nucleares que ocorrem quando o ovdcito é
estimulado pelo LH pré-ovulatério, ou pela remoc¢do do ovocito do seu ambiente folicular
(Sirard, 2001).

Os ovécitos sdo mantidos no estadio de vesicula germinativa (GV) no ambiente
folicular até que ocorra o pico pré-ovulatorio de gonadotrofinas, o que estimula a maturacao
do ovdcito e induz a alteracOes fisioldgicas na atividade das células do cumulus (Fair, 2003).
Sob a influéncia dos hormdnios gonadotréficos, o ovacito recomeca o ciclo celular a partir da
fase de dipléteno da profase | (estadio dictiato), passa pelos estadios de metafase I, anafase I,
tel6fase 1 (término da primeira divisdo meidtica) e progride até o estaddio de metafase da
segunda divisdo meidtica (Meinecke et al., 2001; Van de Hurk & Zhao, 2005).

No intervalo que compreende os estadios de profase | a metafase I, os
cromossomos se condensam e o envelope nuclear é desfeito, ocorre a quebra da vesicula
germinativa (GVBD), marcando o inicio da maturacdo nuclear (Meinecke et al., 2001; Jones,
2004). Na sequéncia, os cromossomos homologos sdo divididos em dois grupos, sendo que
metade do numero original de cromossomos permanece no ovacito (célula haploide) e a outra
metade é incorporada ao primeiro corpusculo polar. Ao término da primeira divisdo meiotica,
o0 citoplasma é dividido assimetricamente, gerando duas células de tamanhos diferentes: uma
pequena chamada de corpusculo polar e outra maior, o ovdcito secundario. Apds a maturacao
nuclear, o ovocito permanece nesse estadio do ciclo celular (M 11) até a fecundacédo (Sirard,
2001).

2.3.2 Maturacdo citoplasmatica

In vivo, a maturacdo do citoplasma em ovocitos é adquirida apds uma série de
processos preparatorios que envolvem a transcrigdo e consequente tradugdo de transcritos
durante a préfase meidtica. A maioria dos RNAm (acido ribonucleico mensageiro) presentes

no ovocito é sintetizada e acumulada durante o periodo de crescimento ovocitario (Wu et al.,



14

1996; Hyttel et al., 1997;). Isto ocorre porque a retomada da meiose envolve a condensagéo
dos cromossomos, o que resulta em um sabito bloqueio da transcricdo nuclear e em profundas
modificacfes no padrdo de neossintese proteica (Lonergan et al., 2003). Assim, até que a
transcricdo do DNA do embrido se torne ativa (0 que ocorre ap0s a transicdo materno-
zigotica), o desenvolvimento do ovdcito, zigoto e embrido de menos de 16 células dependem
do pool de RNAm e das proteinas acumuladas para suportar todas as modificacbes
bioquimicas, moleculares e estruturais do ovécito que ocorrem durante a maturacdo (Gandolfi
& Gandolfi, 2001; Lonergan et al., 2003).

Marcantes alteracdes na sintese e fosforilacdo de proteinas sdo observadas no
ovacito bovino e tém papel de ordenar a sequéncia de eventos que culminam com a maturacéo
ovocitaria (Wu et al., 1996). Ao longo da progressdo da meiose durante a MIV de ovocitos
bovinos, observam-se quatro fases de sintese proteica: proteinas necessarias para GVBD; para
progressao até M I; para progressao até M II; e, finalmente, para manutencdo em M 11 (Sirard
et al., 1998).

As mitocondrias possuem um papel extremamente importante dentro do
contexto de maturacdo ovocitaria, uma vez que sao responsaveis pelo fornecimento de energia
que é consumida durante o processo. A movimentacdo de mitocondrias para areas de alto
consumo de energia para 0s ovocitos e blastromeros de embrifes durante periodos criticos do
ciclo celular é essencial, bem como a eficiéncia da matriz mitocondrial na conversdo do
Piruvato em ATP (Gottardi & Mingoti, 2009).

Os granulos corticais (GC) s@o formados nos ovécitos em crescimento, mas sua
redistribuicdo ocorre no periodo da maturacdo (Hyttel et al., 1997). Inicialmente, os GC
podem ser identificados em pequenos grupos (clusters) no citoplasma dos ovdcitos em estadio
de GV. Sua migracdo para a periferia do ovocito ocorre durante 0 avango da maturacao.
Quando o odcito atinge o estadio de M |1, os GC estdo distribuidos no cortex, préximos a
membrana plasmatica (Velilla et al., 2004; Adona et al., 2008; citados por Gottardi &
Mingoti, 2009). A exocitose dos granulos corticais (reacdo cortical) € um dos mecanismos

mais comuns utilizados pelo ovocito para evitar a poliespermia (Hyttel et al., 1997).
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2.3.3 Maturacéo Molecular

Um aspecto importante durante o crescimento do ovocito é seu alto grau de
atividade transcricional, portanto, mudancas moleculares podem ser responsaveis pelo
aumento na competéncia dos ovdcitos. Os eventos moleculares se referem a essas
modificacbes, que envolvem sintese, degradacdo e alteracdes de RNAm e proteinas,
favorecendo o ovocito com o estoque molecular necessério para a fecundacdo e o0s eventos
posteriores (Donnison & Pfeffer, 2004).

Um exemplo da maturacdo molecular, durante a maturacdo citoplasmatica, é
um aumento pronunciado na atividade das cinases, que iniciam uma complexa cascata de
fosforilacdo e desfosforilacdo de proteina especifica (Gottardi & Mingoti, 2009). As cinases
dependentes de ciclinas (CDKs) sdo uma familia de serina/treonina cinases envolvidas na
regulacdo do ciclo celular (CDK1, 2, 3, 4, 6 e 7), na transcricdo (CDK?7, 8 e 9) ou na funcéo
neuronal (CDKS5) . A atividade da CDK é dependente da interagdo com uma ciclina, cujos
niveis sao regulados sequencialmente para assegurar que as fases do ciclo celular prossigam
na ordem correta. Exemplos importantes de quinases sdo o fator promotor de maturacéo
(MPF) e a familia da proteina quinase ativada por mitdgenos (MAPK). Os ovocitos em
crescimento desenvolvem primeiramente a habilidade de ativar o MPF e, posteriormente, de
ativar a via MAPK. Somente 0s ovdcitos com o crescimento completo possuem competéncia

para ativar efetivamente as duas vias do ciclo celular (Motlik et al., 1998).

2.3.4 Competéncia ovocitaria

A competéncia ovocitaria € definida como a habilidade ou potencial de um
ovocito passar pela maturacdo, ser fecundado, desenvolver até o estagio de blastocisto e ter a
capacidade de induzir uma gestacdo (Sirard et al., 2006). Muitos fatores biolégicos agem em
conjunto para preparar 0 ovocito imaturo para que este seja competente e tenha um
desenvolvimento adequado ap6s a fecundagdo. Essa competéncia € progressivamente
adquirida durante os estagios finais da foliculogénese, por vérias alteragdes celulares e
moleculares que proporcionam ao ovécito capacidade para o desenvolvimento embrionario

apos a fecundagdo (Caixeta & Dode, 2010).
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A aquisicdo da competéncia maxima do ovocito ocorre em grandes animais,
incluindo vacas, entre as ondas de FSH e 0 momento do pico pré-ovulatério de LH, que por
sua vez é a finalizagdo de um longo processo preparatorio para fecundacdo, ou ocorre
espontaneamente quando 0s ovocitos sdo removidos dos seus foliculos (Sirard et al., 2006).

A maioria dos ovdcitos recuperados a partir de foliculos antrais é capaz de
completar a maturacdo nuclear, mas apenas 0s competentes sdo capazes de ter
desenvolvimento embrionario normal, isto €, nem todos que completam a maturacdo nuclear
tém a capacidade de se desenvolver até o estagio de blastocisto. Essa diferenca pode ser
atribuida ao “status” de maturacao citoplasmatica e molecular que difere entre os competentes
e incompetentes (Donnison & Pfeffer, 2004; Sirard et al., 2006).

A transcricdo materna diminui marcadamente antes da maturacdo do ovocito,
quando o foliculo tem em torno de 3 mm (Fair, 2003). A partir deste ponto a transcri¢éo
continua em nivel bem menor, sugerindo que as proteinas e transcritos que foram estocados
ndo sdo substituidos, pelo contrario, sdo gradualmente traduzidos ou degradados até o
momento da ativacdo do genoma embrionario, a transicdo materno-zigética (TMZ), de forma
a suprir as necessidades da fecundacédo e desenvolvimento embrionério inicial (Mourot et al.,
2006; Lonergan et al., 2008).

Quando o0 ovocito atinge aproximadamente 100 um ele tem competéncia para
retomar a meiose e sofrer a quebra da vesicula germinativa, ¢ com cerca de 110 um ele
adquire a competéncia para completar a maturacdo até o estagio de metafase Il (Hyttel et al.,
1997).

Existe ainda uma correlacdo evidente entre tamanho dos foliculos e a
competéncia dos ovocitos. Ovacitos provenientes de foliculos de maior didmetro apresentam
maior potencial de desenvolvimento do que os de foliculos de menor didmetro. Essa maior
competéncia pode estar relacionada com maior diametro do ovdcito, visto que existe uma
correlacdo entre o diametro do ovdcito e tamanho do foliculo e, consequentemente, com a
capacidade de desenvolvimento (Fair 2003; Caixeta & Dode, 2010).

Ovacitos coletados em diferentes momentos apds o pico de LH possuem um
alto grau de competéncia para alcancar o estagio de blastocisto (Sirard, 2001). No entanto
foliculos subordinados também contém ovocitos com potencial de desenvolvimento
relativamente elevado, medido pela taxa de blastocisto (Ghinder et al., 2000). Essa situacédo é
possivelmente explicada por semelhangas entre a maturacdo do foliculo dominante e a fase
inicial da atresia folicular, que enviaria ao ovocitos sinais semelhantes aos enviados no inicio

da maturacdo (Sirard et al., 1999). Concordando com essa hipotesi Li et al. (2009), Nivet et
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al. (2012) demonstraram que o inicio da apoptose em ovdcitos imaturos é benéfico para
competéncia e desenvolvimento do embrido pds fecundacéo.

A capacidade de desenvolvimento durante a primeira semana do embrido é
claramente influenciada pelo status folicular a partir do qual o ovdcito é obtido, indicando que
este potencial de desenvolvimento é inerente a determinadas condi¢cBes especificas de
maturacdo. Como a maioria dos embrides bovinos que ndo atingem o estagio de blastocisto é
bloqueada na fase de transicdo materno zigotica (TMZ), no estagio de oito a dezesseis células,
pode-se especular que ovdcitos incompetentes ndo conseguem ativar adequadamente o
genoma embrionario (Sirard, 2001; Caixeta & Dode, 2010).

2.3 Estimulacdo Hormonal

Nas ultimas décadas inumeros trabalhos tém sido desenvolvidos por meio da
manipulacdo ovariana, com énfase no desenvolvimento folicular e consequentemente ganho
na qualidade do ovdcito, nas taxas de blastocisto e de concepcdo em vacas. O controle do
desenvolvimento folicular possui um impacto significante sobre as TRAs (Baruselli et al.,
2012).

Uma das estratégias para aumento da eficiéncia da técnica de OPU/PIVE € a
estimulacdo ovariana com uso de gonadotrofinas. O crescimento folicular pode ser estimulado
pelo uso de FSH, combinacGes FSH/LH, além de gonadotrofinas de égua prenhe (eCG), que
sdo amplamente utilizados na transferéncia de embrido (TE). No entanto sdo necessarias
modificacdes nas vias de administracdo, no momento da aplicacdo e nas dosagens para se
atingir objetivo final da estimulacdo ovariana antes da OPU, que é gerar um maior nimero de
foliculos disponiveis para aspira¢do (De Roover et al., 2008). De fato, um maior nimero de
foliculos foi recuperado de vacas estimuladas em comparagdo com vacas nao estimuladas em
Bos taurus (Blondin et al., 2002). No entanto, o efeito da estimulacdo ovariana em Bos
Indicus ndo foi confirmado (Monteiro et al., 2009; Reis et al., 2010).

A simples estimulagdo ovariana com o uso de FSH ndo é suficiente para que
ocorra a competéncia do ovocito. De fato a estimulacdo ovariana com repetidas doses deste
horménio parece ser eficiente em promover o desenvolvimento de foliculos grandes e
saudaveis, a maturagdo desses ovocitos € estimulada, resultando em grande nimero de CCOs

para aspiracdo, mas que aparentemente sd0 incompetentes para 0 desenvolvimento



18

embrionario (Blondim et al., 2002). O que os estudos tem demonstrado é que além de uma
estimulacdo hormonal, sdo necessarios outros fatores para que haja tanto um maior nimero de
CCOs, como de ovocitos competentes.

Tem sido demonstrado por diversos estudos que um tempo de restricdo na
suplementacdo de FSH antes da OPU (coasting), ou seja, entre a estimulacdo hormonal e a
coleta das estruturas, pode afetar o desenvolvimento dos CCOs (Blondin et al., 2002, Chaubal
et al., 2006, Chaubal et al., 2007, Nivet et al., 2012). Esse tempo de coasting induziria 0s
ovacitos ao desenvolvimento de uma pseudominancia, ou enviaria a0 mesmo sinais de atresia,
fornecendo aos CCOs um ambiente ideal para aquisicdo da competéncia. Essas condicdes
seriam semelhantes, ou mimetizariam as encontradas momentos antes da ovulacéo.

A remocdo do foliculo dominante, momentos antes da OPU, tem demonstrado
eficacia em aumentar o nimero de foliculos no momento da OPU e o nimero de CCOs
recuperados (Chaubal et al., 2006, Monteiro et al., 2009). Esta pode ser realizada através do
processo de OPU, ou estimulada pelo uso de horménios como GnRH ou estrogeno e
progesterona em combinacdo (B0 et al.,2003). Assim um foliculo que esta prestes a regredir
muda seu curso em prazo médio de 12 horas apds a remocéao do foliculo dominante (Beg et
al., 2002).

Chaubal et al. (2006), demonstraram que a retirada dos foliculos médios e
grandes (foliculos >5mm), 72 horas antes da OPU, resultaram em niimeros semelhantes para
namero de foliculos, taxa de recuperacdo de CCOs, numero de ovocitos maturados e taxa de
blastocisto em D7 de quando esses animais foram estimulados com dose simples de FSH 30
horas antes da aspiracdo. Estes valores s6 eram inferiores quando os animais sofriam a
ablacdo do foliculo dominante e eram estimulados com FSH antes da OPU, demonstrando a

potencializacdo dos dois efeitos.
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1 RESUMO

EFEITO DA ESTIl\/IULAC;AO OVARIANA COM O USO DE FSH SOBRE A TAXA
DE RECUPERACAO OVOCITARIA E PRODUCAO IN VITRO DE EMBRIOES NA
RACA SINDI.

George Henrique Lima Martins®, Ivo Pivato®
'Universidade de Brasilia

O objetivo desse estudo foi avaliar o efeito da estimulacdo ovariana com o uso de FSH, sobre
a maturacdo e competéncia, de ovocitos obtidos por aspiragdo transvaginal guiada por
ultrassom, bem como sobre as taxas de clivagem e de producdo de blastocisto na raca Sindi.
Trés tratamentos foram utilizados para produzir ovocitos parcialmente maturados in vivo,
sendo T1 remocdo do foliculo dominante (RFD) com uso de doses multiplas de FSH
[RFD+FSH(m)], T2 remocdo do foliculo dominante e FSH em dose simples [RFD+FSH(s)] e
TC ou grupo controle sendo realizada apenas a remocéo do foliculo dominante e Ovum Pick
Up (OPU) [RFD-OPU]. Foram utilizadas 14 vacas ciclicas, vazias, ndo lactantes da raca
Sindi, divididas em trés grupos experimentais, sendo um para cada tratamento, sob regime de
aspiracdo semanal, por periodo de cinco semanas. O delineamento experimental foi
inteiramente ao acaso. Os animais dos trés grupos receberam um dispositivo intravaginal de
progesterona no inicia de cada tratamento, sendo retirado no momento da OPU. O nimero de
foliculos aspirados por vaca nao diferiu entre os grupos com FSH, havendo diferenca
estatistica apenas entre os grupos T2 e TC, sendo T2 superir a TC (11,36+1,39; 12,52+1,81 ¢
8,7+0,74 respectivamente) (P<0,05). Para o numero de Complexos Cumulus Ovdcitos
(CCOs) recuperados por vaca, T1 (9,76+1,32) e T2 (9,81+1,83) ndo diferiram entre si, mas
ambos foram superiores a T3 (6,3+0,82) (P<0,05). O nimero de ovdcitos maturados foi
superior para 0s grupos com FSH, mas houve semelhanca entre os grupos T1 e TC
(6,72+1,04; 7,33+1,32 e 4,45+0,51) (P<0,05). Para taxa de clivagem e média de embrides
produzidos ndo houve diferenca significativa (P<0,05). Os tratamentos com FSH foram
eficientes para melhorar o namero de foliculos aspirados, nimero de CCOs recuperados e 0
namero de ovocitos maturados. Também foi observado nesses grupos um maior namero de
foliculos de 3-8mm, mostrando uma eficiéncia na resposta estimulatéria, porém os valores das
taxas de clivagem (87%, 74% e 69%, respectivamente para T1, T2 e TC) e de blastocisto
(33%, 35% e 32%, respectivamente para T1, T2 e TC) ndo diferiram entre si (P<0,05). O uso
de FSH nos dois regimes de aplicacdo (Unica e multipla aplicacdo) foi capaz de aumentar o
nimero de foliculos, o nimero de estruturas aptas & maturacdo, mas ndo foi eficaz em
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promover a aquisicdo da competéncia ovocitaria refletida nas taxas de clivagem e de
blastocisto.

Palavras chave: Coasting, Fecundag&o in vitro, Ovum Pick Up, Bos Indicus.
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2 ABSTRACT

EFFECT OF OVARIAN STIMULATION USING FSH ON THE
RECOVERYOOCYTE RATE AND EMBRYO IN VITRO PRODUCTION IN SINDI
BREED

George Henrique Lima Martins®, Ivo Pivato®
'Universidade de Brasilia

The objective of this study was to evaluate the effect of ovarian stimulation using FSH before
ovum pick up in Sindhi Cows to improve the maturation and competence of oocytes, as well
as increase the cleavage rate and blastocyst production. Three treatments were used to induce
in vivo oocyte maturation, T1 [DFR + FSH (m)]: Dominant follicle removal followed by
multiple injection of FSH; T2 [DFR + FSH (s)] dominant follicle removal followed by single
injection of FSH; T3 [DFR-OPU] dominant follicle removal and OPU. Fourteen non-
pregnant and non lacting cycling Sindhi cows were used in a completely randomized
experimental design. Animals were divided in three groups (T1, T2 e T3) and had their
ovaries aspirated weekly for five consecutive weeks. At the begin of each week animals from
three groups received an intravaginal progesterone device. The number of aspirated follicles
per cow did not differ between the groups with FSH, but T2 group was statistically higher
than T3 (11.36+1.39, 12.52+1.81 and 8.7+0.74, respectively for T1, T2 and T3), (P<0.05).
The number of oocytes retrieved per cow was similar between T1 (9.76+1.32) and T2
(9.81+1.83) but lower in T3 (6.3+0.82), (P<0.05). The number of matured oocytes was higher
for the groups with FSH, but there was similarity between DFR + FSH (m) and DFR-OPU
(6.72+1.04, 7.33+£1.32 and 4.45+0.51 matured oocytes, respectively), (P<0.05). There was no
difference in the cleavage and blastocyt rates in all groups produced no significant difference
(P<0.05). FSH treatments increased the number of follicles aspirated, number of oocytes
retrieved and the number of matured oocytes. In these groups was also observed a greater
number of follicles 3-8 mm than group without FSH, showing efficiency in stimulatory
response. However, the cleavage rate (87%, 74% and 69% of cleavaged embryos, respectively
to T1, T2 and T3) and blastocyst rate (33%, 35% and 32% of blastocyst to T1, T2 and T3) did
not differ between the groups. The use of FSH multiple or single application was able to
increase the number of follicles, the number of structures suitable for maturation, but was not
effective in promoting the acquisition of oocyte competence, reflected in the cleavage and
blastocyst rates.

Keywords: Bos Indicus, Coasting, In vitro fertilization, Ovum Pick Up.
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3 INTRODUCAO

A raca Sindi é originaria da Asia, mais especificamente da regido de Kohistan
na provincia de Sindi, hoje pertencente ao Paquistdo (Leite, 2001) e tem sua chega ao Brasil
nos anos de 1930 em importacdes comerciais e oficialmente no ano de 1950 em importacéao
para o Instituto Agrondémico do Norte onde formou seu rebanho inicial (Mariz, 2010).

Segundo Mariz (2010), a raca Sindi apresenta aptiddo tanto para corte, quanto
para leite, e € adaptada a condicOes adversas, como temperaturas elevadas e escassez de
alimentos. O rebanho no Brasil é estimado em aproximadamente 6000 cabecas e de acordo
com informacdes disponiveis da Embrapa Gado de Leite, a raga possui média de producéo de
leite de 2214 kg, com duracdo média de lactacdo de 274 dias (Teodoro et al., 2002).

Inmeras sdo as vantagens da utilizacdo das TRAs como transferéncia de
embrides (TE) e producao in vitro de embrides (PIVE). Podem ser citadas: a diminuicdo do
intervalo entre geracdes, aumento do nimero de descendentes de doadoras de alto mérito
genético (Aller et al., 2010), suporte para outras tecnologias como a clonagem e a transgenia ,
ou a formacao de banco de embribes para serem transferidos em vacas de alta producéo em
periodos de estresse caldrico ou vacas repetidoras de cio (repeat breeders), (Baruselli et al.,
2011; Nivet et al., 2012).

No ano de 2012, segundo dados da Sociedade Internacional de Transferéncia
de Embrides (IETS) o Brasil foi responsavel por 85% das transferéncias de embrides
produzidos in vitro no mundo (Stroud, 2012). No entanto, ap6s inimeros estudos nos dltimos
30 anos do desenvolvimento das técnicas de maturacdo in vitro (Sirard et al., 1988), as taxas
de desenvolvimento embrionario até o estagio de blastocisto pela técnica de PIV ndo
ultrapassam 40% (Ramos et al., 2010).

Considerando que aproximadamente 60-80% dos ovdcitos maturados in vivo

sdo competentes para o desenvolvimento até o estdgio de blastocisto, comparado com
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somente 25-40% dos maturados in vitro, pode-se sugerir que a maturacdo ainda é um dos
problemas na PIVE (Caixeta & Dode, 2010).

O foliculo de origem do ovocito parece ser um fator determinante no processo
de maturacdo e aquisicdo da competéncia do mesmo (Blodin et al., 2002). A aquisi¢cdo da
competéncia do ovocito determina o potencial deste em passar pela maturacéo, ser fecundado,
desenvolver até o estagio de blastocisto e ter a capacidade de induzir uma gestacao (Sirard et
al., 2006).

Uma possivel maneira de se estimular a aquisicdo da competéncia seria uma
modificacdo no regime de superovulacdo, permitindo que os ovdcitos completem seu
processo de maturacdo, seguido por um rapido crescimento folicular. A manipulacdo do
crescimento folicular a partir da estimulacdo ovariana com o uso de FSH, seguido de um
periodo de restricdo ou coasting, foi responsavel pelo aumento do nimero de ovdcitos
competentes, resultando em altas taxas de embriGes produzidos in vitro (Blondin et al., 2002;
Chaubal et al., 2007; Nivet et al., 2012). Este periodo de privacdo induziria um inicio da
atresia, que enviaria um sinal para que o ovdécito adquirisse a competéncia (Sirard et al.,
2006).

Pouco se conhece sobre o potencial de produgdo de embrides in vitro na raca
Sindi. Por ser uma raca em desenvolvimento no Brasil, faz-se necessario estratégias de
melhoramento genético no sentido de evidenciar e aprimorar suas caracteristicas produtivas.
A aceleracdo da multiplicacdo em série por fecundagdo in vitro pode ser uma importante
medida para o desenvolvimento da raca.

Neste contexto, este estudo objetivou comparar o efeito da estimulacdo
ovariana momentos antes da aspiracao folicular, com uso do horménio FSH, seguido de um
periodo de restricdo, com aplicacdes multiplas ou simples desse hormdnio, sobre as taxas de
recuperacdo de ovocitos, taxas de clivagem e de blastocistos produzidos in vitro em vacas da

raca Sindi.
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4 MATERIAL E METODOS

Todos os procedimentos realizados neste experimento foram aprovados pela
Comissdo de Etica no Uso Animal (CEUA) do Instituto de Ciéncias Biologicas da
Universidade de Brasilia com UnB/DOC n° 136522/2013.

4.1 Delineamento Experimental

O experimento foi realizado no Campo Centro de Transferéncia de Tecnologias
de Racas Zebuinas com aptiddo Leiteira-CTZL, pertencente ao Centro de Pesquisas
Agropecuéria do Cerrado-CPAC (Embrapa Cerrados), localizado as margens da DF 180, km
64 no Nucleo Rural Ponte Alta-Gama, Distrito Federal, com area total de 270 hectares. O
experimento foi realizado no periodo de 15 de abril a 13 de maio de 2013.

Foram utilizadas 14 vacas secas e vazias da raca Sindi, com peso, idade e
escore de condicdo corporal, respectivamente, de 400 quilos, seis anos e 3,75 (escore de 1-5).
Os animais foram mantidos a pasto, em area de piquetes rotacionados de Panicum maximum
Jacg. vr. Mombaga, com suplementacao mineral e &gua ad libidum durante todo experimento.

Todos os animais foram submetidos a remoc¢éo do foliculo dominante (RFD)
no inicio dos tratamentos (todos os foliculos maiores que 5mm de diametro foram aspirados).
Em seguida foi realizada a colocacdo de implante intravaginal contendo 1,0g de progesterona
natural (Cronipres®, Biogénesis-Bago S.A., Buenos Aires, Argentina), sendo retirado apenas
no momento de cada aspiracdo folicular (AF) e recebendo um novo implante apos AF.

Os tratamentos foram compostos de: T1 (n=5) - Estimula¢do ovariana com

80mg de FSH (Folltropin®-V, Bioniche, Bellevile, Ontério, Canada), em aplica¢cbes multiplas
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(m), divididos em trés doses decrescentes (30mg, 30mg e 20mg) por via intramuscular e com
intervalo de 24 horas entre aplicacdes (D3, D4 e D5), sendo a Gltima 54h antes da AF (D7)
[RFD+FSH(m)]; T2 (n=5) - Estimulagéo ovariana com a mesma dose de FSH, porém em dose
simples (s), sendo que a metade da dose (40mg) foi administrada por via subcutanea e a outra
metade por via intramuscular 102h antes da AF, simultanea a primeira aplicagdo de FSH do
grupo T1 (D3) [RFD+FSH(s)] e TC ou controle (n=4) - Remoc&o do foliculo dominante em
D0 e OPU em D7, sem estimulacdo ovariana [RFD-OPU], de acordo com o representado na
figura 2.1. Para cada tratamento foram realizadas cinco sessdes de aspiragdes com intervalo

de sete dias entre as aspiragoes.

T1
P4 + fpa+
Ablagdo FSH FSH FSH OPU
24h 24h 54h |
DO D3 D4 D5 D7
T2
P4 + Tra+
Ablacdo FSH OPU
| | | |
| | |
DO D3 D7
TC
P4 + T4+
Ablacio OPU
| | I
| |
DO D7

FIGURA 2.1. Representacdo esquematica dos protocolos hormonais utilizados em cada grupo
experimental, sendo T1l (RFD+FSH em aplicagdes multiplas), T2 (RFD+FSH em dose
simples), T3 (RFD-OPU), DFR (remogdo do foliculo dominante), |P4 (colocagdo de implante
intravaginal de progesterona), 1P4 (retirada do implante intravaginal de progesterona), OPU
(ovum pick up).

Previamente a aspiracdo folicular, todos os foliculos visiveis foram contados e
medidos e somente aqueles que apresentavam diametro acima de 3mm foram aspirados. De

acordo com o didmetro apresentado, os foliculos medidos foram divididos em trés grupos:
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foliculos <3,0mm, entre 3-8mm e foliculos >8mm, levando-se em considera¢do o didmetro
ideal de 3-8mm para foliculos destinados a OPU/PIV.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, trés tratamentos e
cinco repeti¢des, sendo cada animal considerado uma unidade experimental. Para quantificar
as variaveis de interesse os animais foram avaliados (aspirados) a cada periodo de sete dias.
Para andlise de varidncia adotou-se o animal, o tratamento hormonal e o periodo como
variaveis de classe e o animal dentro do tratamento como fator aleatério, sendo testado a
interacdo tratamento/ periodo, porém ndo foi significativo. Foi utilizado o procedimento
MIXED do SAS (2001). Realizou-se um teste de sele¢éo de estruturas, utilizando o critério de
informacdo bayesiano (BIC), para determinar o modelo que melhor representasse os dados.
Quando observadas diferencas, as médias entre os tratamentos foram comparadas utilizando o
recurso PROC GLM e o teste de Duncan, em 5% de probabilidade.

4.2 Reagentes

Todos os meios utilizados para producdo in vitro de embribes, meios de
bancada, meios de maturacdo, meios de fecundacdo, gradiente de Percoll 90, synthetic
ovidutal fluid (SOF), foram produzidos no laboratério de reproducdo animal do CTZL, com

produtos quimicos adquiridos da Sigma (Sto Louis MO, USA).

4.3 Producdo de Embrides In Vitro

4.3.1 Recuperacdo das estruturas

Os animais foram mantidos em troncos de contengcdo para bovino.
Inicialmente, para realizagdo dos procedimentos, foi feita a assepsia do local com alcool 70°
seguida de anestesia epidural baixa com Lidocaina 2% (3-5mL) (Anestésico L Pearson,
Eurofarma, Brasil). Ap0s realizada a limpeza da regido perineal com agua e sabdo neutro,

seguida de assepsia com alcool 70°, a guia de aspiragdo foi posicionada no férnix vaginal,
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lateralmente a cérvix, sendo direcionada para 0 mesmo lado do ovério a ser aspirado. Os
ovacitos foram aspirados em PBS (Phosphate buffered saline) suplementado com 5% de Soro
Fetal Bovino (Sigma®) e 2ul/mL de Heparina Sédica (Heptar® i.v. Eurofarma, Brasil), a
temperatura de 36°C. A pressdo de aspiracdo utilizada foi de 10 a 15mL/min. Os ovécitos
recuperados foram levados imediatamente ao laboratorio para os processos filtragem, sele¢édo
e maturacao.

Para OPU foram utilizados aparelho de ultrassom modelo HS 1500 (Honda®,
Japdo), acoplado a uma probe setorial micro-convexa HCV-3710 MV (Honda®, Japdo),
multi-frequencial de 5, 7,5 e 10mHz, montada em uma guia transvaginal (WTA®, Brasil),
uma bomba de vacuo digital BV-003d (WTA®, Brasil), acoplado a um sistema com uma
agulha 18G (WTA®, Brasil).

4.3.2 Selegéo e classificagao dos ovocitos

Os ovdcitos aspirados foram mantidos em tubos de 50 mL em banho Maria a
35°C até a lavagem do contetdo aspirado. Em seguida o conteido do tubo foi revertido em
um filtro de coleta de embrides com malha de 50um e lavado com solucédo de PBS aquecido
com auxilio de seringa de 20 ml e agulha 40x12. Apos a lavagem, a solugdo com os ovocitos
foi depositada em uma placa de 100x20 mm contendo meio de bancada (TCM 199 sais de
Hank's - Gibco BRL®) suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB - Gibco BRL®),
penicilina (100 Ul/ml) e estreptomicina (50 pg/ml)). Os Complexos Cumulus Oophorus
(CCOs) foram procurados com auxilio de um esteriomicroscopio SMZ 645 (Nikon®, Japéo).
Apenas 0os CCOs de qualidade I, Il e Ill foram utilizados para MIV, classificados como
preconizados por LEIBFRIED & FIRST (1979), de acordo com uma escala de | a 1V,
considerando as caracteristicas do cumulus e do citoplasma do ovécito:

Qualidade I: Cumulus compacto e presente, contendo mais de trés camadas de
células. Ooplasma com granulaces finas e homogéneas, preenchendo o interior da zona
pelucida e de coloragcdo marrom. Qualidade I1: Cumulus compacto parcialmente presente em
volta do odcito ou rodeando completamente 0 mesmo, com menos de trés camadas celulares.
Ooplasma, com granulagées distribuidas heterogeneamente, podendo estar mais concentradas

no centro e mais claras na periferia ou condensadas em um sé local aparentando uma mancha
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escura. O ooplasma preencha todo o espaco interior da zona peltcida. Qualidade I111: Cumulus
presente, mas expandido. Ooplasma contraido, com espaco entre a membrana celular e a zona
peltcida. Preenchendo irregularmente o espago perivitelino, degenerado, vacuolizado ou
fragmentado. Qualidade IV: Odcito desnudo sem células cumulus.

4.3.3 Maturacdo in vitro dos ovocitos (MI1V)

Os CCOs selecionados foram lavados e transferidos para uma placa contendo
GOTAS DE 200puL de meio de maturagcdo coberto com 0leo Mineral (Sigma®) e incubados
por 22 horas a 39 °C a 5% de CO, em ar. O meio de maturacgéo foi composto por TCM 199
sais de Earles (Gibco BRL ®) suplementado com 10 % de SFB (Gibco BRL®), 24 Ul/mL de
horménio luteinizante (LH Sigma ®), 10 ug/mL de horménio foliculo estimulante (FSH
Sigma®), 1 ug/mL L-glutamina (Sigma®), 100 Ul/ml penicilina (Sigma®) e 50 pg/mL

estreptomicina (Sigma®).

4.3.4 Fecundacao in vitro (FIV)

Para a FIV, os ovdcitos foram separados em grupos de até 30 estruturas,
lavados e transferidos para gotas de 150 uL de meio de fecundacdo. O meio de fecundagdo
utilizado foi o TALP, suplementado com 2 mM de penicilamina (Sigma®), 1 mM de
hipotaurina (Sigma®), 250 mM de epinefrina (Sigma®) e 10 ug/ml de heparina (Sigma®).
Foram utilizados para fecundagdo apenas os ovocitos recuperados de grau 1, 2 e 3.

Para o0s experimentos foram utilizadas doses de sémen do mesmo reprodutor da
raca Sindi e da mesma partida, avaliados previamente, estando de acordo com as normas do
Colégio Brasileiro de Reproducdo. A selecdo espermatica foi realizada pelo método do
gradiente mini percoll consistindo de 0,5 mL de percoll 45 e 0,5 mL de percoll 90 % (Parrish
et al., 1995). O sémen descongelado em banho maria & 36°C, foi depositado sobre o gradiente
de percoll previamente preparado, e centrifugado & 700g por 20 minutos & 30° C. Apés a

centrifugacdo o0 sobrenadante foi retirado permanecendo apenas o pellet, que foi
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ressuspendido com 2 ml de TALP-sp e centrifugado a 700g por 5 minutos, sendo entéo
ressuspendido com meio de fecundacio. Ap6s a avaliacdo da concentragdo do sémen, 1x10°
espermatozoides / ml foi adicionado a gota de fecundacao de 150pL.

Os ovacitos e espermatozoides foram co-incubados por 22 horas em estufa a
38,5°C com 5% de CO, em ar, sendo o dia da fecundagdo considerado DO0.Apds a co-
incubacdo, os possiveis zigotos foram retirados da gota de fecundacdo, lavados em meio de
cultivo (SOFaaci) e distribuidos nas gotas de cultivo na quantidade de até 30 estruturas /gota.

4.3.5 Cultivo in vitro de embrides (CIV)

Para o cultivo in vitro foi utilizado o meio fluido sintético do oviduto (SOF)
suplementado com aminoacidos essenciais e nao essenciais 0,34 mM de sodium tri citrato
(Sigma®), 2,77 mM myo-inositol (Sigma ®) e 5 % de SFB (SOFaa) (Holm et al., 1999). As
placas de cultivo foram preparadas um dia antes da sua utilizagdo, sendo que o tamanho da
gota de cultivo foi de 150pl.

Os embrides foram avaliados 44 horas apds a inseminagdo para determinar a
taxa de clivagem e em D7 (sete dias ap0s a inseminacdo) para avaliagdo taxa de blastocisto.

Por se tratar de animais registrados e como os embrides produzidos seriam
utilizados para transferéncia em receptoras, as estruturas de cada animal eram aspiradas,

maturadas, fecundadas e cultivadas separadamente.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Um total de 721 CCOs foi recuperado das 14 vacas, no periodo de cinco
semanas, dos quais, 411 foram classificados como sendo de grau I, Il e Il de acordo com
LEIBFRIED & FIRST (1979), e foram utilizados para produgdo de embrides in vitro.

N&o houve diferenca significativa entre os grupos para as médias dos foliculos
aspirados <3,0mm. Estes se mantiveram entre 4 e 9% do total dos foliculos aspirados para
cada grupo (P<0,05). Para foliculos >8mm também n&o houve diferenca significativa entre os
grupos, apresentando médias para cada grupo de 1,2 (28%), 1,38 (26%) e 1,5 (31%) (P<0,05).

Conforme esperado, neste trabalho houve também um maior numero de
foliculos entre 3-8mm para os grupos que receberam FSH, sendo o melhor resultado obtido
pelo grupo RFD-FSH(s) em relagdo ao grupo sem estimulacdo RFD-OPU, 7,8 (68%), 8,57
(68%), 5,2 (60%), respectivamente (P<0,05), (tabela 2.1).

Estes resultados podem ser explicados por diversos fatores. A sincronizacdo da
onda a partir da remocdo do foliculo dominante faz com que os niveis de inibina e estrogeno
sejam diminuidos e assim poca haver um novo recrutamento. Aqueles foliculos subordinados
que estavam entrando em processo de apoptose retomam seu crescimento em um curto
intervalo de tempo.

Da mesma maneira o aporte de FSH exdgeno faz com que ao invés de termos
apenas um foliculo dominante crescendo e entrando em divergéncia, tenhamos varios
foliculos crescendo ao mesmo tempo, o que faz com que tenhamos uma maior populacdo de
foliculos entre 3-8mm para 0s grupos que receberam FSH. Estes por sua vez, aumentam de
didmetro e fazem com que as concentragbes de inibina e estr6geno volte a crescer,
promovendo a atresia dos foliculos que iram formar uma nova onda, fazendo com que o

namero de pequenos foliculos seja bastante reduzido.
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A presenca de um implante intravaginal de progesterona durante os tratamentos
faz com que os niveis de progesterona permanegcam altos prevenindo assim uma possivel
ovulacdo e cria um ambiente propicio ao desenvolvimento folicular.

Resultados semelhantes foram obtidos por De Roover et al. (2005), Ramos et
al., (2006), Chaubal et al. (2007), Diesel (2010) e Nivet et al. (2012) em ragas taurinas e

zebuinas.

Tabela 2.1 — Distribuicdo média do nimero de foliculos aspirados de
vacas Sindi (Bos indicus) estimuladas com FSH em diferentes
protocolos, de acordo com o tamanho dos foliculos, com respectivos
erros padréo da média (n=721)

Tamanho dos Foliculos

Tratamentos <3mm 3-8mm ~8mm
T1 0,52+0,17 7,80+0,802 1,20+0,23
T2 0,76+0,24 8,57+1,042 1,38+0,24
TC 0,80+0,33 5,2010,51b 1,50+0,19

*b Diferentes sobrescritos na mesma coluna indicam diferenca
estatistica (P<0,05).

T1: Grupo RFD+FSH(m); T2: Grupo RFD+FSH(s); TC: Grupo RFD-
OPU.

A média dos foliculos aspirados por animal por sessdo, para cada tratamento
foi de 11,36£1,39, 12,52+1,81 e de 8,7+0,74 respectivamente (P<0,05), (Tabela 2.2). O grupo
T2 [DFR-FHS(s)] foi semelhante a T1 [DFR+FSH(S)] e superior ao grupo TC (DFR-OPU),
para a média dos foliculos aspirados (P<0,05). Houve semelhanca entre os grupos T1 e TC
para essa caracteristica (P<0,05).

Os resultados mostram uma maior capacidade dos protocolos com FSH (T1 e
T2) de promover o desenvolvimento dos foliculos presentes em cada doadora e com isso obter
um maior nimero de foliculos com didmetro ideal para OPU, lembrando que estes protocolos
ndo sdo capazes de aumentar o numero de foliculos por doadora, apenas aumentar a
disponibilidade dos foliculos presentes. O nimero de foliculos aspirados é uma caracteristica

inerente a doadora, e é afetado pelo pool de foliculos antrais presentes no ovario, com animais
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apresentando, baixa, média ou alta contagem de foliculos, mantendo uma repetibilidade entre
as sessoes (Silva-Santos et al., 2013).

Tabela 2.2 — Respostas por animal (médiaterro padrdo) em vacas Sindi (Bos indicus), sob

regime de aspiracdo semanal, estimuladas com FSH em diferentes protocolos.

Tratamentos Fol Asp CCOs Rec Ovo Mat Clivagem  Blastocistos
T1 11,36+1,39% 9,76+1,328  6,72+1,04° 4,76+058  2,20+0,44
T2 12,52+1,812 9,81+1,832 7,33+1,322 5524143  2,71+0,64
TC 8,70+0,74" 6,30+0,82° 4.45+051° 3,75+0,51  1,60+0,29

*PDiferentes sobrescritos na mesma coluna indica diferenca estatistica
(P<0,05).
T1: Grupo RFD+FSH(m); T2: Grupo RFD+FSH(s); TC: Grupo RFD-OPU.

O numero médio de ovocitos recuperados foi maior para 0S grupos que
receberam FSH em relacédo ao grupo TC, sendo de 9,76+1,32, 9,81+1,83 e 6,3+0,82 ovocitos
respectivamente para T1, T2 e TC (Tabela 2.2). A quantidade superior de CCOs recuperados
foi correspondente ao maior nimero médio de foliculos disponiveis e aspirados nos grupos
que receberam FSH.

Para as taxas de recuperacdo dos CCOs houve diferenca estatistica entre 0s
grupos, sendo o grupo T1 superior aos demais (87%, 74% e 69% para T1, T2 e TC
respectivamente) (Tabela 2.3). Estes resultados também refletem o efeito positivo da
estimulacdo com FSH em dose maltipla. Além disso, é possivel observar que as altas taxas de
recuperacdo de ovocitos em todos 0s grupos estd associada a habilidade do técnico que
realizou o procedimento.

Estes resultados sdo semelhantes aos encontrados por Chaubal et al. (2006;
2007) e por Diesel (2010), que também observaram um maior nimero de ovoécitos
recuperados para 0s grupos com estimulacdo ovariana, trabalhando com Bos taurus e Bos
indicus respectivamente. No entanto, Nivet et al. (2012), trabalhando com vacas holandesas
lactantes, estimuladas com FSH por trés dias consecutivos, com seis doses de 40mg de
Folltropin a cada dose horas, em diferentes tempos de coasting (20, 44, 68 e 92horas), ndo
observaram diferenca significativa sobre as taxas de recuperagdo de ovdcitos entre 0s grupos

tratados ou nao.
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Nonato Jr. et al. (2006) trabalhando com vacas nelore, com ablacdo folicular
em D3 (em relagéo a colocacdo do implante (DO0)), tratados com 50mg de Folltropin, com
36horas de restricdo obtiveram taxas de recuperacdo melhor para o grupo controle em relagéo
ao grupo tratado . Da mesma forma Ribeiro et al. (2011), trabalhando com fémeas mesticas
nelore, estimuladas com FSH ou eCG também ndo encontraram diferengas significativas para
essa caracteristica.

Para 0 nimero de ovécitos com qualidade para maturacdo, o grupo T1 foi
superior em relagcdo ao grupo TC, porém ndo houve diferenca significativa entre os grupos
tratados com FSH (T1 e T2), (P<0,5). Houve semelhanca entre os grupos T1 e TC, sendo as
médias de ovdcitos maturados de 6,72+1,04, 7,33+1,32 e 4,45+0,51 respectivamente (Tabela
2.2).

Esses numeros traduzem um maior nimero de estruturas disponiveis para
maturagdo nos grupos T1 e T2 em relacdo a TC, em fungdo do maior namero de estruturas
recuperadas, pois ndo houve diferenca entre as porcentagens de estruturas viaveis para
maturacao entre os grupos (P<0,05).

Uma vez que as estruturas utilizadas para maturacdo foram apenas as de
qualidade I, 11 e I1l, e que a porcentagem dessas estruturas entre os grupos foi semelhante,
permite dizer que a qualidade ovocitaria entre os grupos foi semelhante, apesar da diferenca
numerica entre as estruturas maturadas.

Diesel (2010) trabalhando com fémeas nelore estimuladas com FSH (162Ul de
PLUSET), em seis doses decrescentes de 12-12horas, ou FSH+LH (25mg, seis horas antes da
OPU), com 36horas de restricdo da estimulacdo antes da OPU, também ndo observou melhora
na qualidade dos ovdcitos recuperados para 0s grupos tratados. Este mesmo resultado foi
observado por Ribeiro et al. (2011).

Estes resultados divergem dos apresentados por Chaubal et al. (2006), De
Roover et al. (2005), Aller et al. (2010), que observaram um aumento da qualidade dos
ovacitos obtidos a partir da estimulacdo ovariana com o uso de FSH, associado ou ndo a
remocdo do foliculo dominante. Tal observacdo pode estar ligada a ineficiéncia dos
protocolos utilizados em promoverem o aumento da qualidade das estruturas recuperadas,
mas também podem refletir diferencas na classificacdo das estruturas, realizada de forma
subjetiva, 0 que nos mostra a importancia de uma revisdo dos parametros morfoldgicos

utilizados para classificacao.
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Tabela 2.3 — Taxas de recuperacdo de ovdcitos, clivagem e de blastocisto
em vacas Sindi, sob regime de aspiracdo semanal apds estimulacdo com
FSH (Folltropin®-V) em doses simples ou multiplas, seguido por
diferentes periodos de restricdo (coasting).

Tratamento ReISSZriZéo Taxa de Clivagem Blas;roacxigtge(m)
T1 85,0 (244/280)° 82,0 (138/168) 33,0 (55/168)
T2 78,0 (206/263)° 78,0 (121/154) 35,0 (54/154)
TC 72,0 (126/174)° 84,0 (75/89) 35,0 (32/89)

2P Diferentes sobrescritos na mesma coluna indicam
diferenca estatistica (P<0,05).

T1: Grupo RFD+FSH(m); T2: Grupo RFD+FSH(s); TC: Grupo
RFD-OPU; D7: sétimo dia de cultivo dos embrides.

Embora o numero de foliculos aspirados e o namero de foliculos recuperados
tenham sido superiores para 0s grupos que receberam FSH, ndo houve diferenca significativa
entre 0s grupos entre as medias de estruturas clivadas, bem como para as medias de embrides
por tratamento, considerando P<0,05. As taxas de clivagem para os grupos T1, T2 e T3
foram respectivamente de 82% (138/168), 78% (121/154) e 84% (75/89) para cada grupo e as
taxas de producéo de blastocistos foram de 33% (55/168), 35% (54/154) e 35% (32/89) para
T1, T2 e TC respectivamente (Tabela 2.3). Estes resultados ndo apresentaram diferenca
significativa entre si (P<0,05).

Estes dados discordam daqueles obtidos por diversos autores, que trabalharam
com a estimulacdo hormonal em Bos taurus, como Blondin et al. (2002), Chaubal et al.
(2006), Nonato Jr et al. (2005), Chaubal et al. (2007) e Nivet et al. (2012) e observaram
nelhoras significativas dessas taxas. Essa melhora é associada a aquisi¢cdo da competéncia de
ovacitos obtidos de foliculos maiores pds estimulagdo. O momento pos-hormonal em que a
OPU ¢ realizada pode ter influéncia sobre a aquisicdo da competéncia desses ovocitos, pois
quando doadoras sdo tratados com FSH, existe um rapido crescimento folicular, que pode ter
um efeito negativo sobre a aquisicdo da competéncia desses ovocitos (Blondin et al., 1996).

Possivelmente, nesse estudo, a associagdo entre a sincronizagdo da onda com o
uso dos implantes de progesterona, a retirada do bloqueio exercido pela dominancia folicular,

a partir da realizacdo da remocéo do foliculo dominante no inicio dos tratamentos e as doses
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de FSH utilizadas, foram eficientes em promover o crescimento de um maior nimero de
foliculos. Porém, essa estimulagdo hormonal ndo foi capaz de promover uma eficiente
maturacdo ovocitaria e aquisicdo da competéncia. Esse maior numero de estruturas
disponiveis ndo foi capaz de promover melhoras nas taxas de clivagem e de blastocisto.

Ribeiro et al (2011), trabalhando com vacas mesticas Nelore, com 120Ul de
FSH (PLUSET), em quatro aplicacGes a cada 12 horas seguida de OPU,ou 1400Ul de eCG
seguida de OPU, ndo observaram diferenca significativas para qualidade de ovdcito, taxa de
clivagem e taxa de blastocisto entre os grupos tratados e o grupo controle.

Monteiro et al. (2009) utilizando trés protocolos, grupo controle, FSH seguida
de 12hs de privacdo e OPU (LH 6hs antes da OPU), ou FSH+ 48hs de privacdo+LH6hs antes
da OPU e ndo observaram diferencas significativas para taxa de clivagem e taxa de blastocisto
entre 0s grupos, resultados estes também confirmados por Reis et al. (2010).

Blodin et al., (2002) demonstraram que a estimulacéo do crescimento folicular
faz com que o ovocito contido no mesmo aumente de tamanho. Esse aumento de tamanho é
responsavel por enviar sinais de maturacéo a este ovocito. No entanto, 0s periodos para que
ocorram a maturacdo folicular e maturacdo ovocitatia sdo diferentes e tais fenbmenos podem
ocorrer desacoplados (Blondin et al., 1996; Goodhand et al., 2000). Consequentemente, 0s
foliculos podem ter seu desenvolvimento estimulado, a maturacdo desses ovécitos grandes
pode ser afetada, resultando em uma grande populacdo de CCOs disponiveis, porém com
ovocitos ndo competentes, incapazes de se desenvolverem até o estdgio de blastocisto
(Blondin et al., 2002).

Até agora o nimero de embrides obtidos tem sido relativamente baixo por
meio de aspiracdo transvaginal em animais estimulados (Whalsh et al., 2011). As razdes para
isso ndo estdo bem esclarecidas na literatura, mas pode ser explicado pelas baixas taxas de
fertilizacdo de ovdcitos pré-maturados in vivo e as dificuldades de se trabalhar com animais
muito proximos ao momento da ovulacdo (Nivet et al., 2012).

Os protocolos sao diretamente influenciados pela doses de horménio utilizadas,
estagio da onda folicular onde se inicia a estimulacdo, raca e estoques de foliculos antrais da
doadora, duracdo do tempo de privacdo ou coasting até 0 momento da OPU. Estes parametros
em Bos tourus parecem estar bem estabelecidos, mas em Bos indicus ainda sdo necessarios

maiores ajustes para se desfrutar das vantagens oferecidas pela técnica.
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6 CONCLUSAO

Neste trabalho, os protocolos utilizados foram eficientes em promover o
desenvolvimento folicular e com isso aumentar o numero de foliculos disponiveis para

OPU/PIVE, porém ndo houve melhora nas taxas de clivagem e de blastocisto.
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