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RESUMO

A producdo in vitro de embrides (PIVE) muito tem contribuido para o desenvolvimento da
pecudria. Para tornar esta biotécnica mais eficiente busca-se agora determinar 0 momento
ideal do ciclo estral da fémea bovina para a recuperacdo de odcitos com melhor qualidade.
Visando o uso racional da aspiracdo folicular, seja por ovum pick up (OPU) ou em ovarios de
abatedouro, o presente estudo teve como objetivo investigar qual o impacto do momento da
onda de crescimento folicular sobre a taxa de producéo in vitro de embrides. Para isto, ovarios
de fémeas Bos indicus (N = 196) foram coletados em abatedouro local e transportados ao
laboratorio em recipiente térmico contendo solucdo de NaCl 0,9% aquecida a temperatura de
36°C. Em seguida, no laboratério, foi realizada a avaliacdo de cada par de ovarios
individualmente. As estruturas analisadas foram os foliculos, quanto a ocorréncia ou nao da
divergéncia folicular (sendo considerado foliculo dominante — FD - aquele >6mm), e o corpo
lateo (CL), quanto a sua presencga/auséncia e estagio de desenvolvimento. Posteriormente, os
pares ovarianos foram alocados entre os seguintes grupos experimentais: G1 — CL inicial e
auséncia de foliculo dominante; G2 — CL e auséncia de foliculo dominante; G3 — CL inicial e
presenca de foliculo dominante; G4- CL e presenca de foliculo dominante. O grupo controle
ndo passou por avaliacdo e classificacdo, todos os ovarios foram aspirados aleatoriamente (n=
13 pares). Os odcitos foram recuperados por aspiragdo folicular, em seguida foram maturados,
fecundados e cultivados in vitro, cada grupo individualmente. As taxas de clivagem e
blastocisto foram analizadas por teste de regressdo logistica binaria (P < 0,05). A taxa de
clivagem obtida, em ordem decrescente entre os grupos, foi de 50,22% (229/456) para o
grupo G4 (CL e presenca de FD); 45,65% (252/552) grupo G3 (CL inicial e presenca de FD);
44,06% (89/202) grupo G2 (CL e auséncia de FD); 36,23% (50/138) grupo Controle e 35,19%
(120/341) grupo G1 (CL inicial e auséncia de FD; P < 0,0001). Por outro lado, a melhor taxa
de blastocisto obtida em D7 foi de 37,62% (76/202) pertencente ao grupo G2; seguida por
29,62% (101/341) referente ao grupo G1 e 26,81% (37/138) do grupo Controle; sendo que as
menores taxas de blastocisto foram dos grupos G4 e G3; 10,09% (46/456) e 9,24% (51/552),
respectivamente (P < 0,0001). Como concluséo, podemos sugerir que a aspiracdo folicular
pos abate de pares ovarianos com presenca de corpo lateo funcional associado a auséncia de
foliculo dominante proporciona a recuperagdo de o6citos com maior qualidade e o incremento
nos resultados da producéo in vitro de embrides.

Palavras-chave: Producdo in vitro de embrides. Onda de crescimento folicular. Bos
indicus. Ciclo estral.
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ABSTRACT

In vitro embryo production (PIVE) has contributed to the development of livestock. To make
this biotech more efficient, it is now sought to determine the ideal moment of the estrous
cycle of the bovine female for the recovery of oocytes with better quality. Aiming at the
rational use of follicular aspiration, either by ovum pick up (OPU) or with slaughter ovaries,
the present study had as objective to investigate the impact of the moment of the wave of
follicular growth on the rate of in vitro production of embryos. For this, ovaries of Bos indicus
females (N = 196) were collected in the local slaughterhouse and transported to the laboratory
in a thermostatic container containing NaCl 0,9% solution heated to 36 ° C. Then, in the
laboratory, the evaluation of each pair of ovaries individually was performed. The structures
analyzed were the follicles, whether or not follicular divergence was established (dominant
follicle - FD - that >6mm), and the corpus luteum (CL), in terms of their presence/absence
and stage of development. Subsequently, ovarian pairs (N = 196) were allocated between the
following experimental groups: G1 — initial CL and absence of dominant follicle; G2 - CL and
absence of dominant follicle; G3 - initial CL and presence of dominant follicle; G4-CL and
presence of dominant follicle. The control group did not undergo evaluation and
classification, all ovaries were randomly aspirated (n = 13 pairs). The oocytes were recovered
by follicular aspiration, then matured, fertilized and cultured in vitro, each group individually.
The cleavage and blastocyst rates were analyzed per binary logistic regression test (P < 0,05).
The cleavage rate obtained, in decreasing order among the groups, was 50.22% (229/456) for
the G4 group (CL and presence of FD); 45.65% (252/552) G3 group (initial CL and presence
of FD); 44.06% (89/202) G2 group (CL and absence of FD); 36.23% (50/138) Control group
and 35.19% (120/341) G1 group (initial CL and absence of FD; P < 0,0001). On the other
hand, the best blastocyst rate obtained in D7 was 37.62% (76/202) belonging to the G2 group;
followed by 29.62% (101/341) for the G1 group and 26.81% (37/138) for the Control group;
with the lowest rates of blastocyst being in groups G4 and G3; 10.09% (46/456) and 9.24%
(51/552), respectively (P < 0,0001). As a conclusion, we can suggest that follicular aspiration
after the slaughter of ovarian pairs with the presence of functional corpus luteum associated
with the absence of dominant follicle provides the recovery of oocytes with higher quality and
increase in the results of in vitro production of embryos.

Key words: In vitro production of embryos (IVVPE). Follicular growth wave. Bos indicus.
Estrous cycle.
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1 INTRODUCAO

Ao longo dos anos houve uma tecnificacdo da pecudria visando alcancar a
maior eficiéncia nas cadeias produtivas da carne e do leite. Neste cenério, as biotécnicas da
reproducdo tem desempenhado importante funcdo para o0 melhoramento genético e eficiéncia
reprodutiva dos planteis. Dentre elas, destaca-se a producéo in vitro de embrides (PIVE), por
ser uma técnica bem estabelecida e que tem sido amplamente aplicada na UGltima década
(PONTES et al., 2011).

Neste contexto, o Brasil é o grande responsavel pela consolidacdo e
disseminacdo da PIVE devido as caracteristicas inerentes ao proprio sistema de producéo
nacional que possui um rebanho composto majoritariamente por animais Bos indicus
(THIBIER, 2006), possibilitando assim, a producdo de embrides em larga escala. E sabido
que fémeas desta subespécie apresentam maior nimero de ondas de crescimento folicular por
ciclo estral (FIGUEIREDO, 1997; VIANA, 2000), assim como, maior numero de foliculos
recrutados por onda quando comparadas as fémeas Bos taurus (SEGERSON et al., 1984;
CARVALHO et al., 2008). Sao recuperados em média entre 18 a 25 odcitos por sessdo de
aspiracdo folicular guiada por ultrassonografia (Ovum pick up/OPU) nas fémeas Bos indicus
(THIBIER, 2004; WATANABE, 2017).

Como dito anteriormente, as técnicas de OPU/PIVE sdo procedimentos bem
estabelecidos, a taxa de produgdo embrionaria final permanece em torno de 35 a 40%
(MAYES e SIRARD, 2001; SIRARD et al., 2006) e dos blastocistos produzidos apenas 30%
chegam a termo apds transferéncia para a receptora (WARD et al., 2002; PARK et al., 2005).
Visto que j& se possui 0 dominio das técnicas, para alcangar um incremento nos resultados,
buscam-se agora pequenos ajustes que estdo mais relacionados a qualidade do odcito
recuperado.

E importante considerar que o crescimento do o6cito incluso no ambiente
folicular, assim como a viabilidade e competéncia deste para o desenvolvimento in vitro, sdo
diretamente influenciados por fatores relacionados a fisiologia da doadora. Dentre tais fatores
tem-se: dia do ciclo estral, tamanho do foliculo, presenca do corpo luteo (CL), estagio de
desenvolvimento folicular (crescimento/dominéncia) e nivel de atresia (FERREIRA, 2014;
HAJARIAN et al., 2016; MELLO et al., 2016).

Fisiologicamente o odcito fecundado na fémea provem de um foliculo
maduro em um momento especifico do ciclo estral, por outro lado, na recuperagdo por meio

da OPU os odcitos sdo obtidos de foliculos em diferentes etapas da onda de crescimento
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folicular. Portanto, estdo expostos a variadas concentracbes hormonais e de fatores de
crescimento que podem prejudicar sua competéncia para o desenvolvimento in vitro (WIT et
al., 2000). Em um estudo no qual a aspiracdo folicular foi realizada em um momento aleatério
do ciclo estral, foi verificado que mais de 85% dos foliculos ovarianos sdo atrésicos (SIRARD
et al., 1999). Tal resultado reforca as evidéncias de que a origem do foliculo é importante para
determinar a qualidade oocitaria. Recentemente foi observado que a sincronizacdo da onda
folicular anterior a OPU proporciona um incremento nas taxas de producdo embrionéria e
concepgdo pos-transferéncia para as receptoras (CAVALIERI et al., 2018).

Neste contexto, algumas estruturas ovarianas podem auxiliar na identificagao
do melhor momento para recuperacao dos odcitos de boa qualidade e evitar aqueles inclusos
em foliculos ja em processo de atresia. O corpo lateo, por exemplo, é formado apo6s a
ocorréncia da ovulacao e por isso pode ser considerado um indicador do estagio reprodutivo
da fémea (PENITENTE-FILHO et al., 2014). Além disso, a presenca do CL no ovério tem se
mostrado um critério de selecdo para a recuperacdo de odcitos em bovinos, uma vez que tal
estrutura esta envolvida na manutencdo da gestacdo e regulacdo do ciclo estral (PIRESTANI
et al., 2011; PENITENTE-FILHO et al., 2014; HAJARIAN et al., 2016). Adicionalmente,
estudos demonstraram que os foliculos em desenvolvimento adjacente ao CL ativo possuem
maior diametro e perfusdo sanguinea que leva ao estabelecimento mais eficaz da dominéancia
(GINTHER et al., 2019).

Outra importante estrutura a ser avaliada é o foliculo ovariano. Sabe-se que a
competéncia oocitaria ¢ adquirida concomitantemente ao desenvolvimento folicular e que a
maturacdo nuclear e citoplasmatica do odcito deve ser efetiva para que este seja capaz de
gerar e estocar mRNA para garantir a producdo de proteinas necessarias ao seu
desenvolvimento inicial como zigoto, até 0 momento em que 0 genoma embrionario seja
ativado (CAIXETA et al., 2013). Desta forma, a boa qualidade do odcito esta diretamente
relacionada ao momento da onda em que estes sdo obtidos, dado que a ocorréncia do processo
de divergéncia folicular desencadeia niveis de atresia nos foliculos subordinados devido a
presenca do foliculo dominante (HAGEMANN, 1999a; HAGEMANN et al., 1999b;
GINTHER et al., 2003).

Portanto, para melhor compreender qual o impacto do momento da onda de
crescimento folicular sobre a qualidade oocitéria e a capacidade do o6cito em desenvolver-se
em um embrido, o presente estudo visa estabelecer a relacdo entre caracteristicas morfoldgicas
ovarianas das estruturas foliculares e luteinicas com a fase do ciclo estral das doadoras Bos

indicus. Assim, tornar a técnica de producdo in vitro de embrides bovinos mais rentavel,



© 00 N o o b~ w N B

10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31

19

principalmente possibilitando o uso racional dos ovarios provenientes de abatedouro, uma vez
que estes sdo utilizados na area da pesquisa e por laboratérios comerciais durante a realizagdo

de testes, padronizacg6es e controle de qualidade das rotinas da PIVE.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 PRODUCAO IN VITRO DE EMBRIOES BOVINOS

A producdo in vitro de embrides (PIVE) foi desenvolvida na Inglaterra na
década de 1970 quando nasceu Louise Brown, o primeiro bebé de proveta, no ano de 1978
(STEPTOE e e EDWARDS, 1978). Alguns anos mais tarde, em 1982 nos Estados Unidos da
América, nasceu o primeiro bezerro bovino produzido por fecundagédo in vitro (BRACKETT
et al., 1982). Na espécie bovina, a PIVE é uma biotécnica que vem sendo amplamente
utilizada em larga escala na Ultima década e muito tem colaborado com o aumento da
produtividade nos rebanhos, tornando mais eficiente as cadeias produtivas da carne e do leite
(PONTES et al., 2011; VIANA, 2012).

Esta biotécnica consiste na obtencdo de odcitos (gameta feminino) para o uso
em laboratorio, onde tais estruturas passam pelas etapas da maturacdo, fecundacéo e cultivo in
vitro, sendo esta Ultima a responsavel pelo desenvolvimento embrionario até os estagios de
morula e blastocisto, momento em que os embriBes serdo transferidos para as receptoras ou
criopreservados (VARAGO et al., 2008). Dentre as vantagens proporcionadas pelo uso da
PIVE podem-se citar a multiplicacdo e disseminacdo de animais com alto potencial
zootécnico, por meio da escolha do reprodutor e da doadora para o cruzamento, bem como, a
aceleragdo do ganho genético entre as geraces que tem tornado esta biotécnica cada vez mais
acessivel (PONTES et al., 2009; MOROTTI et al., 2017 ).

Por fim, cabe ressaltar que os embribes podem proporcionar melhores
resultados de prenhez nos periodos mais quentes do ano para o gado de leite, tendo em vista
gue sdo mais resistentes ao estresse térmico quando comparado aos gametas. Também,
possibilitam a maior eficiéncia do sémen sexado e, consequentemente, 0 uso racional e
estratégico das receptoras por meio da transferéncia de embrido do sexo feminino para gado
leiteiro e embrido do sexo masculino para gado de corte, tornando-se assim, importante
ferramenta para o desenvolvimento no contexto da pecudria (PONTES et al.,, 2010;
MOROTTI et al., 2014).

2.1.1 Maturacao In Vitro de Odcitos

A maturacdo do odcito é considerada condicdo fundamental para que esta

estrutura se torne competente para a fecundacdo e para o desenvolvimento embrionario
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inicial. Este evento compreende a maturacdo nuclear e a maturacdo citoplasmatica; caso
ambas ndo ocorram de maneira adequada a fecundacdo € inviabilizada, podendo ocorrer
partenogénese, polispermia ou até bloqueio do desenvolvimento embrionario (MINGOTI,
2005).

A maturacdo nuclear ocorre quando o odcito retoma a primeira meiose, que
teve inicio ainda na fase fetal, e progride para as fases de metafase I, anafase I, telofase I. E
caracterizada pela quebra da vesicula germinativa, desaparecimento do nucleolo, condensacéo
da cromatina, desintegracdo do nucleo, extrusdo do primeiro corpusculo polar e o bloqueio da
segunda meiose em metafase Il. A ativacdo do odcito secundario e a conclusdo da segunda
meiose ocorrem somente no momento da fecundacdo e culminam na extrusdo do segundo
corpusculo polar, a partir dai o zigoto continua seu desenvolvimento por divisdo mitética
(GORDON, 1994; MEINECKE et al., 2001; JONES, 2004).

Por outro lado, a maturacéo citoplasmatica engloba alteracGes bioquimicas e
estruturais, dentre elas, a redistribuicdo de organelas intracelulares, como a migracdo das
mitocondrias para a regido perinuclear e o depdsito dos granulos corticais sob a membrana
vitelina. Adicionalmente, ocorre a maturagdo dos mecanismos de liberacdo do calcio e
eventos moleculares para a estocagem de transcritos e proteinas responsaveis pelo
desenvolvimento embrionario inicial, anterior a ativacdo do genoma do embrido (CRAN,
1989; MERMILLOD et al., 2000; STOJKOVIC et al., 2001).

Na fémea, fisiologicamente, o odcito torna-se competente para a fecundagéo
e desenvolvimento em um periodo concomitante a fase de desenvolvimento folicular
(LONERGAN et al., 2003). Este periodo compreende a onda do horménio luteinizante (LH) e
a ovulagdo (VAN DEN HURK e ZHAO, 2005; SANCHEZ e SMITZ, 2012). Sabe-se que 0
ambiente folicular possui fatores inibitérios da maturacéo e que ao retirar o odcito do foliculo
da-se inicio a tal processo (EDWARDS, 1962; 1965). Portanto, in vitro é possivel promover a
maturacao oocitaria com a remocdo desta estrutura do interior do foliculo e posterior cultivo
em meio e condigOes ambientais adequados.

O tempo méximo para esta etapa em laboratdrio é de 24 horas (SIRARD,
1989; WEHREND e MEINECKE, 2001); os odcitos maturados em periodo maior que o
recomendado apresentam reducdo na competéncia apos a fecundacdo in vitro, efeito negativo
do envelhecimento oocitario sobre a producdo de embriGes (GORDON, 1994). Apos a etapa
da maturacdo é esperado que o odcito apresente as camadas de células do cumulus de cor
clara e expandida, aqueles que tiverem estas caracteristicas tendem a apresentar melhores
resultados ao serem fecundados (SIRARD e LAMBERT 1985, 1986; HYTTEL et al., 1986).
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2.1.2 Fecundacéo In Vitro

Para a formacdo do embrido é necessario que ocorra a fecundagdo do odcito
maturado pelo espermatozoide capacitado. In vivo, a capacitagdo espermatica acontece no
trato reprodutivo da fémea (ASSUMPCAO et al., 2002), sendo que neste processo os fatores
decapacitantes do plasma seminal sdo removidos. Basicamente acontecem alteracdes
bioquimicas para aumentar a fluidez da membrana espermatica, entre tais alteracfes tem-se a
remocdo do colesterol, entrada de Ca2+ intracelular, mudanga na atividade enzimatica da
proteina quinase C (PKC) e o aumento da concentracdo de AMP ciclico, desencadeando
assim, uma hiperativacdo transitéria na motilidade espermatica (YANAGIMACHI, 1994;
FLESCH e GADELLA, 2000). Em seguida, o espermatozoide hiperativado se liga por
interagdo receptor-proteina a zona pellcida do odcito para induzir a reagdo acrossdémica
(FLORMAM e FIRST, 1988). Nesta reacdo ocorre a liberacdo de enzimas hidrofilicas,
presentes no acrossoma, por meio de exocitose para degradar a zona peldcida e permitir a
penetracdo do espermatozoide no odcito por uma fusdo das membranas (SHIDU e GURAYA,
1989).

Na técnica in vitro, o uso da heparina é a forma mais eficiente para induzir a
capacitacdao espermatica, uma vez que esta substancia é um glicosaminoglicano que durante o
estro estd presente em altas concentrag@es no trato reprodutivo da fémea (GORDON, 1994).
A heparina se liga & membrana plasméatica do espermatozoide e ativa canais idnicos,
permitindo o aumento do fluxo de Ca2+ para o espaco intracelular, aumento do pH e a
capacitacao do gameta masculino (BAVISTER, 2002).

Em laboratorio, apds o descongelamento do sémen ¢é realizada a selecdo dos
melhores espermatozoides para a fecundacgéo in vitro, sendo que os métodos existentes sdo o
gradiente de Percoll, sistema swim-up e lavado espermatico; dentre estes 0 mais utilizado € o
primeiro citado (GALLI e LAZZARI, 1996). O Percoll é uma substancia composta por
particulas de silica recobertas com polivinilpirrodona e preparado em gradientes de diferentes
concentracdes (90%, 45%, 30%) para a formacao de duas ou trés fases, pelas quais irdo passar
0s espermatozoides a serem selecionados (GONSALVES et al., 2002).

Para a fecundacdo dos odcitos, estes sdo colocados em co-cultivo com 0s
espermatozoides sob condigdes ambientais ideais (temperatura 39°C, atmosfera 5% CO2, ar e
umidade saturada) por um periodo médio de 24 horas (GORDON, 1994; GONSALVES et al.,
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2002; MINGOTI, 2005). A concentragdo espermatica geralmente utilizada é de 1x10°
espermatozoides viaveis/mL, calculada de acordo com o nimero de espermatozoides obtidos
apos a centrifugacdo em gradiente de Percoll e a motilidade destes (GONSALVES et al.,
2002).

Com a fusdo dos dois gametas e a retomada da segunda meiose o nucleo
espermatico é descondensado e transformado no pré-nucleo masculino, este entdo migra para
a regido central do odcito e com a desintegracdo do envelope nuclear, ocorre a unido dos

cromossomos para a primeira divisdo mitética do zigoto.

2.1.3 Cultivo In Vitro de Embrides

Com duracdo de até sete dias, a partir da fecundacdo in vitro, a etapa do
cultivo é a mais longa (MINGOTI, 2005). E neste momento que 0 zigoto por meio de
sucessivas divisfes (clivagens) associadas com alteracBes estruturais se desenvolve até os
estagios de mérula e blastocisto (YANAGIMACHI, 1994). No entanto, para a espécie bovina,
0 quarto ciclo da divisdo celular (quando o embrido est4 no estagio de oito células) é um
momento critico em que pode ocorrer 0 bloqueio do desenvolvimento devido a ativagdo do
genoma embrionario (SCHULTZ et al., 1999; WRENZYCKI et al., 2005). Neste contexto, 0
sistema de producdo in vitro busca suprir as necessidades ambientais e nutricionais do
embrido para possibilitar a continuidade e concluséo de seu desenvolvimento (MELLO et al.,
2016).

O meio de cultivo que demonstra ser mais eficiente até o momento é o
Synthetic Oviductal Fluid (SOF), desenvolvido por Tervit et al. (1972) e modificado por
Takahashi e First (1992). Este meio pode ser suplementado ou ndo com fontes proteicas
como, o soro fetal bovino ou albumina sérica bovina para a estimulacdo da diferenciacéo e
proliferacdo celular embrionadria (LIM et al., 1999; MINGOTI, 2005). As condicdes
atmosféricas do cultivo passam para 5% de CO2, 5% de 02, 90% N2, a temperatura de 39°C e
umidade saturada (MINGOTI, 2005). Isto porque, altos niveis de O2 podem aumentar a
concentracdo de espécies reativas de oxigénio e induzir a apoptose em células embrionarias
(YUAN et al., 2003; HARVEY, 2007). Por outro lado, a baixa tensdo de O2 nesta fase pode
aumentar o didmetro embrionario e a massa celular interna, possibilitando a formagdo de um
embrido de melhor qualidade (LIM et al., 1999). Ao final, a taxa de producdo embrionaria in
vitro para bovinos é em média de 25% a 40%, sendo esta espécie a que apresenta melhor
desempenho no uso desta biotécnica (KASSENS et al., 2015).
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2.2 CicLO ESTRAL

A fémea bovina entra em um periodo de ciclicidade logo apds a puberdade
que persistird ao longo de toda sua vida reprodutiva. Sdo ciclos de atividade ovariana que
consistem numa série de mudancas dinamicas envolvendo o crescimento e regressao dos
foliculos e do corpo lateo (SARTORI et al., 2017). O ciclo estral bovino € dividido em quatro
fases de acordo com a ocorréncia de eventos fisioldgicos e enddcrinos sendo: proestro, estro,
metaestro e diestro (CAETANO e CAETANO Jr., 2015). As duas primeiras (proestro e estro)
também podem ser denominadas fase folicular, quando ocorre o desenvolvimento dos
foliculos culminando na ovulacéo. As duas ultimas (metaestro e diestro) séo referentes a fase
litea, caracterizada pelo desenvolvimento do corpo lGteo e secrecdo de progesterona. Caso
ndo ocorra a fecundacao, o corpo luteo formado apods a ovulacdo regride por volta do 15° ao
17° dia, e inicia-se uma nova fase folicular. Assim, o intervalo médio entre dois ciclos estrais
é de 21 dias (WILTBANK et al., 2002).

O dia do estro € considerado o dia zero do ciclo estral, quando a fémea
apresenta receptividade sexual seguida por ovulacdo. Neste dia também ocorre a emergéncia
da primeira onda de crescimento folicular (AERTS e BOLS, 2010). A onda folicular é uma
sequéncia de eventos que compreende o recrutamento e crescimento de um grupo de foliculos
antrais, seguido pela selegdo de um foliculo dominante concomitante a regressao dos foliculos
subordinados (BARUSELLI et al., 1997). A regulacdo da onda folicular é realizada por
mecanismos de retroalimentacdo envolvendo principalmente os horménios GnRH, FSH, LH,
estradiol e progesterona (MELLO et al., 2014).

O ndmero de ondas de crescimento folicular por ciclo estral pode variar entre
as subespécies, em Bos taurus normalmente sdo manifestadas somente duas enquanto as
fémeas Bos indicus manifestam trés ondas (GINTHER et al., 1989; FIGUEIREDO et al.,
1997). Cabe ressaltar que fatores intrinsecos a fémea como nutricdo, condicdo corporal,
lactacéo, idade, ragca e ambiente exercem influéncia sobre o nimero de ondas foliculares por
ciclo estral (GINTHER et al., 1996).

Em animais com ciclos de duas ondas, a emergéncia da segunda ocorre no 9°
ou 10° dia do ciclo, enquanto que nos animais que apresentam trés ondas a segunda emerge no
8° ou 9° dia e a terceira no 15° ou 16° dia do ciclo estral. A regressdo do corpo luteo inicia-se
por volta do 16° dia nas fémeas com ciclo de duas ondas e por volta do 19° dia nas que

apresentam ciclo de trés. Desta forma, pode-se dizer que existem o ciclo estral curto (duas
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ondas) com duracao de 19 a 20 dias e o ciclo estral longo (trés ondas) que dura de 22 a 23

dias, tendo em média 21 dias o ciclo estral bovino (ADAMS et al., 2008),
Figura 1.

Figura 1 — Dinamica folicular em fémeas com ciclo estral de duas ou

crescimento folicular.
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foliculares. Regressao (P <005) do corpo lateo comegou entre os dias 18 e 20 para intervalos
de trés ondas e entre os dias 15 e 16 para intervalos de duas ondas. OV = ovulacdo. Fonte:
Ginther et al., 1989.

2.3 DINAMICA FoLICULAR

A dindmica folicular é o processo de crescimento e regressdo dos foliculos
que leva ao desenvolvimento de um foliculo pré-ovulatorio, ja o padrdo de ocorréncia da
dindmica folicular em um grupo de foliculos é denominado onda de crescimento folicular
(LUCY et al., 1992). Em bovinos, os foliculos sdo formados ainda na fase fetal por meio de
dois processos que sdo denominados oogénese e foliculogénese, assim, ao nascimento as
fémeas ja possuem um estoque folicular definido que serd consumido ao longo da vida
durante as ondas de crescimento folicular (SAUMANDE, 1991).

2.3.1 Oogénese e Foliculogénese

A oogénese refere-se a formacdo do oocito (RUSSE, 1983), quando as
células germinativas primordiais, originadas no endoderma embrionério, tornam-se ovogonias
e posteriormente o0citos primarios, por meio de uma sequéncia de eventos envolvendo o
desenvolvimento e a diferenciacdo celular. No momento da ovulagdo, o oocito primério
conclui sua primeira divisdo meidtica liberando o primeiro corpusculo polar e torna-se um
odcito secundario. Este processo € finalizado somente com a fecundacéo do odcito secundario
e a liberagdo do segundo corpusculo polar (ADONAAB et al., 2013).

Concomitantemente a oogénese ocorre a foliculogénese, com a formacéao dos
foliculos primordiais que progridem para foliculos primarios, secundarios, terciarios, pré-
ovulatorios e culmina com a ovulacdo de um od6cito maduro (secundario; SAUMANDE,
1981). As alteragdes na morfologia folicular que caracterizam as etapas anteriormente citadas
estdo relacionadas ao crescimento do odcito, a multiplicacdo e diferenciacdo das células da
granulosa que o circundam, ao surgimento da zona pelucida e a formacdo do antro folicular
(BRISTOL-GOULD e WOODRUFF, 2006). Os foliculos sédo entdo, classificados em pré-
antrais (primordiais, primarios e secundarios) e antrais (tercidrios e pré-ovulatérios;
MATSUDA et al., 2012).

Os foliculos primordiais sdo compostos por um o06cito envolto por uma
membrana basal e rodeado por uma Unica camada de células da pré-granulosa de formato

achatado (CHOWDHURY et al., 2016). Nos foliculos primérios o o0cito passa a ser
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circundado por uma camada de células da granulosa em formato cuboide (ARAUJO et al.,
2014). Os foliculos secundarios adquirem zona pellcida e séo caracterizados por possuirem
duas ou mais camadas de células da granulosa que sdo circundadas por uma camada de
células da teca (FIGUEIREDO et al., 1997; ARAUJO et al., 2014). Porfim, os foliculos
terciarios e pré-ovulatorios sdo constituidos de um odécito envolto pela zona pellcida, vérias
camadas de células da granulosa, recobertas por duas camadas de células tecais (interna e
externa), além de possuir cavidade antral contendo fluido folicular (GORDON, 1994;
FIGUEIREDO et al., 2008). As etapas envolvidas na formacdo dos odcitos e foliculos estdo
representadas na Figura 2.

Figura 2 — Esquema simplificado da oogénese e foliculogénese.
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Fonte: Gongalves et al., 2008.
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2.3.2 Recrutamento

No inicio da onda de crescimento folicular, um grupo de foliculos
primordiais em estado de quiescéncia desde a idade fetal é ativado e inicia seu crescimento ao
receber o estimulo do horménio foliculo estimulante (FSH), por um periodo médio de trés
dias (GINTHER et al., 2001). A proliferacdo celular destes foliculos permite um aumento

gradual na sintese de estradiol e inibina por estas estruturas (ADAMS et al., 1992). Nesta fase,
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a taxa de crescimento é quem ira determinar qual sera o foliculo selecionado para exercer a
dominancia sobre os demais (BARUSELLI et al., 1997; AERTS e BOLS, 2010). E importante
ressaltar que a inibina e o estradiol secretado pelo foliculo dominante sdo substancias que
suprimem a liberacdo do FSH pela hipofise, apesar do crescimento folicular ainda ser
dependente deste horménio (AERTS e BOLS, 2010).

2.3.3 Dominéancia Folicular

A divergéncia folicular € o momento no qual o maior foliculo da onda
continua se desenvolvendo até sua maturacdo e ovulacdo, enquanto o foliculo secundario
passa a regredir (BARUSELLI et al., 2007). O foliculo dominante exerce um mecanismo de
blogueio no crescimento dos foliculos menores que envolve a supressdo dos niveis de FSH,
dado que este consegue dar continuidade ao seu desenvolvimento mesmo em niveis basais do
horménio em questdo (AERTS e BOLS, 2010). Na espécie bovina, os foliculos antrais
adquirem receptores para 0 hormonio luteinizante (LH) quando apresentam aproximadamente
8 mm de didmetro (AERTS e BOLS, 2010), assim, o crescimento do foliculo dominante
deixa de ser dependente do FSH e passa a depender do LH (MIHM et al., 2006). O desvio
folicular em Bos taurus acontece quando o maior foliculo atinge um diametro de 8 a 10 mm,
enguanto que em Bos indicus seu tamanho é de 5 a 7.5 mm (SARTORI et al., 2001). Desta
forma, pode-se considerar que o crescimento folicular depende do FSH até 0 momento da
divergéncia, quando ocorre o surgimento do foliculo dominante o crescimento passa a ser LH
dependente (FORTUNE et al., 2001; BURATINI Jr., 2007).

2.3.4 Ovulagdo e Formacao do Corpo Luteo

Quando o crescimento do foliculo dominante se da na ultima onda de
crescimento folicular do ciclo estral, o ambiente ovariano apresenta baixo aporte de
progesterona (P4) devido a regressdo do corpo luteo oriundo da ovulagdo anterior. Desse
modo, hd o aumento da concentracdo de estradiol que por um mecanismo de feedback
positivo desencadeia a secrecdo do GnRH pelo hipotdlamo que, por sua vez, promove a
liberacdo de pulsos de LH pela hipofise, possibilitando a ocorréncia da ovula¢do (FORTUNE,
1994). A ruptura da membrana folicular e a expulsdo de um o6cito maduro s6 € possivel
devido a acdo destes pulsos pré-ovulatorios de LH. Além de estimular a producdo da

prostaglandina E (PGE) necessaria para o rompimento do foliculo, o LH também atua na
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maturacao oocitaria e na luteinizacdo das células granulosas e tecais (FILION et al., 2001;
AERTS e BOLS, 2010).

Apbds a ovulacdo forma-se o corpo luteo hemorragico, estrutura resultante do
colabamento da parede folicular e da invasdo cavitaria por sangue e linfa provenientes do
préprio foliculo ovulado. Posteriormente, com a diminuicdo da enzima P450 aromatase e 0
auxilio de fatores angiogénicos, as células das camadas granulosa e tecal se reorganizam para
a formacdo do corpo luteo, o qual deixa de sintetizar estradiol e passa a sintetizar
progesterona (VOSS e FORTUNE, 1993; BERTAN et al., 2006; SALES e ARAUJO, 2010).

Durante a fase luteal o corpo liteo aumenta em tamanho, sendo que o
volume da célula luteal funcional chega a ser 50 vezes maior que o volume apresentado pela
célula da granulosa antes do pico de LH (WILTBANK et al., 2002). A capacidade de liberar
progesterona também aumenta com o crescimento do CL, sendo esta estrutura a responsavel
por evitar a ocorréncia de pulsos adequados de LH e uma nova ovulagdo. Por fim, a involucdo
do corpo lateo acontece por volta do 17° dia do ciclo estral, na auséncia de substancias
sinalizadoras do reconhecimento materno, quando o endométrio libera a prostaglandina F2a
(PGF2a) que ocasionara a lutedlise e consequente redugdo dos niveis de progesterona,

permitindo a volta da pulsatilidade do LH e a ovulagdo (MORAES et al., 2001).

2.3.5 Atresia Folicular

Cerca de 99,9% dos foliculos primordiais da reserva ovariana sofrem um
processo denominado atresia antes de chegar a ovulacdo (IRELAND, 1987). Isso porque o
foliculo dominante bloqueia o desenvolvimento dos foliculos menores que o acompanham
(GINTHER et al., 2003). Por outro lado, quando os foliculos dominantes sdo provenientes de
ondas com presenca de corpo luteo ativo e adequado aporte de progesterona no ambiente
ovariano, estes ndo recebem as concentracfes de LH necessarias para o seu desenvolvimento
final e também s&o impedidos de chegar a ovulacdo (MELO, 2009).

A atresia é um processo degenerativo ou apoptético que ocorre quando 0s
fatores paracrinos, endocrinos e autocrinos estdo em desajuste (HSU e HSUEH, 2000;
ARAUJO et al., 2010). Os tecidos que sofrem algum estimulo fisioldgico ou lesdo ativam
uma programacdo de morte celular denominada apoptose (HUGHES e GOROSPE, 1991,
WONG, 2011). Este processo é regulado por expressdo génica e inicia-se quando existe um
desequilibrio entre a expressdo de genes pro-apoptoticos e anti-apoptoticos (MAGALHAES
etal., 2009).
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Os niveis de apoptose sdo caracterizados por condensacdo da cromatina,
clivagem do material genético, agregacdo e desorganizacdo das organelas no citoplasma,
retracdo da membrana plasmatica e rompimento celular com a formacdo de corpos
apoptéticos (HUGHES e GOROSPE, 1991; TILLY, 1996; KAIPIA e HSUEH, 1997). Nos
foliculos ovarianos o processo de atresia se manifesta de modo diferente conforme o estagio
de desenvolvimento. Em foliculos pré-antrais a apoptose tem inicio no oocito e raramente €
observada nas células da granulosa; as caracteristicas principais da atresia folicular pré-antral
sdo a retracdo da cromatina nuclear e a fragmentacdo oocitéria. Ja nos foliculos antrais o
odcito adquire maior resisténcia e a apoptose se inicia nas células da granulosa que passam a
apresentar nucleo picnético, condensacao da cromatina e retracdo nuclear. Com a progressao
da atresia folicular antral é observada a diminuicdo do nimero de camadas de células da
granulosa até que, nos estagios finais, o odcito sofre pseudomaturacdo e se fragmenta
(HUGHES e GOROSPE, 1991; MORITA e TILLY, 1999; MATSUDA et al., 2012).

Entre os fatores que influenciam a ativacdo da morte celular nos diferentes
estagios de crescimento folicular podem-se citar o FSH, LH, kit-ligante, fator de crescimento
semelhante a insulina tipo 1 (IGF-1), fator de crescimento epidermal (EGF), fator de
crescimento fibroblastico basico (FGFb), ativina e as proteinas morfogenéticas 6sseas (BMPS)
(ARAUJO et al., 2010). Em todos os estagios da onda folicular as gonadotrofinas FSH e LH
sdo importantes inibidores da apoptose nos foliculos antrais, atuando na viabilidade dos
pequenos foliculos em recrutamento até aqueles em estagios finais da maturacdo e pré-
ovulatorios (MARKSTROM et al., 2002). Os efeitos anti-apoptoticos do FSH e do LH s&o
intermediados pela acdo dos fatores de crescimento locais (IGF-1, EGF, FGF-2, TGF-a e
KGF). Além de mediadores, estes fatores podem atuar diretamente na reducgdo dos niveis de
apoptose nas células da granulosa de foliculos pré-ovulatérios (TILLY et al., 1992; CAROU
et al., 2017). Do mesmo modo, o estradiol também exerce o bloqueio na ativacdo da atresia
folicular (BILLIG et al., 1993). Por outro lado, as proteinas semelhantes ao GnRH, a
interleucina-6, os andrégenos, o fator de necrose tumoral-a (TNF-a) e o Kit-ligante sdo fatores
pré-apoptéticos, pois quando ligados a receptores especificos ativam os mecanismos de
apoptose e atresia folicular (CAROU et al., 2017).

Em suma, as diferentes fases do ciclo estral expdem os foliculos a variacao
nas concentragGes hormonais e de fatores de crescimento. Eventos como a divergéncia e a
dominancia folicular podem modificar a relagdo na expressdo dos fatores anti e pro-

apoptoticos. Desse modo, determinar a continuidade do desenvolvimento ou a ocorréncia da
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atresia no foliculo e, assim, afetar a competéncia oocitaria para o desenvolvimento in vitro de
embrides (HSU e HSUEH, 2000; WIT et al., 2000).

2.4 INFLUENCIA Do CicLo ESTRAL SoBRE A PIVE

A compreensdo da fisiologia do ciclo estral bovino, assim como das etapas
envolvidas na PIVE, permitiu o surgimento de estudos que investigassem o efeito da
sincronizagdo da onda de crescimento folicular sobre a obtencdo de odcitos, visando o
incremento da producdo embriondria ao fim do processo. Tem sido demonstrado que a
aspiracdo folicular quando realizada na emergéncia da onda, resulta em melhores taxas de
recuperacdo oocitaria e melhor qualidade destas estruturas, devido a auséncia de eventos
atrésicos (BACELAR et al., 2010; GIMENES et al., 2015).

Em fémeas Bos indicus que foram submetidas ao protocolo hormonal para a
sincronizacao da emergéncia da onda folicular e aspiradas por meio da OPU no quinto dia do
protocolo, foram relatados a obtencdo de maior taxa de producdo embrionéria (45.8% X
38.5%; P=0.001) e maior taxa de concepcdo com a transferéncia destes embrides (2.2 £ 0.2 x
1.6 £ 0.2; P=0.07), quando comparadas as fémeas ndo protocoladas (CAVALIERI et al.,
2018).

Do mesmo modo, em ovarios de fémeas que foram sincronizadas anterior ao
momento do abate, os odcitos recuperados entre os dias 14 a 16 do ciclo estral apresentaram
melhor competéncia para o desenvolvimento embrionario in vitro quando comparados aqueles
aspirados entre os dias 7 a 9 e 19 a 20 (24,3% x 13,0% x 6,6%, respectivamente; P < 0,05). As
menores taxas de producdo sdo referentes aos dias do ciclo estral nos quais havia a presenca
do foliculo dominante (MACHATKOVA et al., 1996). Estes resultados reforcam a
necessidade de encontrar o melhor momento da onda de crescimento folicular para a
recuperacdo de odcitos com melhor qualidade, ao invés de continuar realizando a aspiracao
folicular em dias aleatorios do ciclo estral.

Neste contexto, existem estruturas ovarianas que podem auxiliar nesta
investigacdo. Tem sido relatado maior taxa de blastocistos (30,3% x 14,9%; P <0:01) e maior
namero médio de embrides por doadora (8.0 £ 1.2 x 3.8 £ 2.4; P = 0: 012) a partir de odcitos
provenientes de foliculos na fase de crescimento, em relacdo aos foliculos na fase de
dominancia da onda (MACHATKOVA et al., 2004). Considerando o efeito negativo que o

foliculo dominante exerce sobre a competéncia oocitaria dos foliculos subordinados, é
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possivel ressaltar a importancia de avaliar as estruturas foliculares para determinar o melhor
momento para recuperacdo dos odcitos (HENDRIKSEN et al., 2000).

Por outro lado, o corpo lateo também estd diretamente envolvido na
regulagédo do ciclo estral, dado que esta estrutura sofre uma dindmica mudanga estrutural e
funcional que se manifesta pelo aumento gradual da secrecdo de progesterona, seguido por
uma diminuicédo ao final do ciclo (FIELD e FIELD, 1996). Desta forma, Ireland et al. (1980),
estipularam uma previsdo do ciclo estral em fémeas Bos taurus a partir da aparéncia do corpo
liteo em ovérios pés mortem. Os quatro estadgios de desenvolvimento do corpo Idteo
classificados pelo autor foram: Estagio | (caracteristicas morfolégicas referentes aos dias 1 a 4
do ciclo estral), Estagio Il (caracteristicas morfoldgicas referentes aos dias 5 a 10), Estagio 11l
(caracteristicas morfoldgicas referentes aos dias 11 a 17) e Estagio IV (caracteristicas
morfoldgicas referentes aos dias 18 a 20 do ciclo estral).

Tendo como base o conhecimento obtido até o momento, o presente estudo
visa avaliar as estruturas luteinicas e foliculares presentes no ovario de fémeas Bos indicus e
estabelecer uma relacdo com a fase do ciclo estral das doadoras desta subespécie. Assim,
estabelecer o momento mais adequado para a recuperacdo dos o0citos que proporcionardo o
incremento nos resultados da PIVE e justificar o custo com o uso de protocolos hormonais em

fémeas doadoras para a sincronizacao da onda folicular.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Determinar o melhor momento da onda de crescimento folicular para a
recuperacdo de odcitos em ovarios de abatedouro, visando um incremento na taxa de

producdo embrionaria in vitro.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Criar e estabelecer um padrédo de avaliacdo dos pares ovarianos que
correlacione a presenca de estruturas ovarianas (corpo luteo e foliculo dominante) com o

momento da onda de crescimento folicular;

- Comparar as taxas de clivagem e blastocisto obtidas a partir de odcitos
provenientes de pares ovarianos com corpo lateo inicial e auséncia de foliculo dominante
(grupo 1), com corpo luteo e auséncia do foliculo dominante (grupo 2), com corpo lateo
inicial e a presenca do foliculo dominante (grupo 3), e com corpo luteo e presenca do foliculo

dominante (grupo 4).
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4 ARTIGO PARA PUBLICACAO

INFLUENCIA DO MOMENTO DA ONDA DE CRESCIMENTO FOLICULAR EM
OVARIOS DE ABATEDOURO SOBRE A PRODUCAO IN VITRO DE EMBRIOES
BOVINOS

INFLUENCE OF FOLLICULAR GROWTH WAVE MOMENT ON SLAUGHTER
OVARIES ON THE IN VITRO PRODUCTION OF BOVINE EMBRYQOS

RESUMO

O presente estudo teve como objetivo investigar qual o impacto do momento da onda de
crescimento folicular sobre a producdo in vitro de embrides bovinos. Para isto, ovarios de
fémeas Bos indicus (N = 196) foram coletados em abatedouro local e transportados ao
laboratorio em recipiente térmico contendo solucdo de NaCl 0,9% aquecida a temperatura de
36°C. Em seguida, no laboratério, foi realizada a avaliacdo de cada par de ovarios
individualmente. As estruturas analisadas foram os foliculos, quanto a ocorréncia ou ndo da
divergéncia folicular (sendo considerado foliculo dominante — FD - aquele >6mm), e o corpo
luteo (CL), quanto a sua presenga/auséncia e estagio de desenvolvimento. Posteriormente, 0s
pares ovarianos (N = 196) foram alocados entre os seguintes grupos experimentais: G1 — CL
inicial e auséncia de foliculo dominante; G2 — CL e auséncia de foliculo dominante; G3 — CL
inicial e presenca de foliculo dominante; G4- CL e presenca de foliculo dominante. O grupo
controle ndo passou por avaliacdo e classificacdo, todos os ovarios foram aspirados
aleatoriamente (n= 13 pares). Os odcitos foram recuperados por aspiragdo folicular, em
seguida foram maturados, fecundados e cultivados in vitro, cada grupo individualmente. As
taxas de clivagem e blastocisto foram analizadas por teste de regressao logistica binaria (P <
0,05). A taxa de clivagem obtida, em ordem decrescente entre os grupos, foi de 50,22% para o
grupo G4 (CL e presenca de FD); 45,65% grupo G3 (CL inicial e presenga de FD); 44,06%
grupo G2 (CL e auséncia de FD); 36,23% grupo Controle e 35,19% grupo G1 (CL inicial e
auséncia de FD). Por outro lado, a melhor taxa de blastocisto obtida em D7 foi de 37,62%
pertencente ao grupo G2; seguida por 29,62% referente ao grupo G1 e 26,81% do grupo
controle; sendo que as menores taxas de blastocisto foram dos grupos G4 e G3; 10,09% e
9,24%, respectivamente. Como conclusdo, podemos sugerir que a selecdo pos abate de pares
ovarianos com a presenca de corpo lateo funcional associada a auséncia de foliculo dominante
proporciona a recuperacdo de oocitos com maior competéncia para a producgdo in vitro de
embrides.

Palavras-chave: PIVE; Onda de crescimento folicular; Bos indicus, Ciclo estral.



Ooo~NoooThwWwN

51

ABSTRACT

The present study aimed to investigate the impact of follicular growth wave moment on the in
vitro production of bovine embryos. For this, ovaries of Bos indicus females (N = 196) were
collected in the local slaughterhouse and transported to the laboratory in a thermostatic
container containing NaCl 0,9% solution heated to 36 ° C. Then, in the laboratory, the
evaluation of each pair of ovaries individually was performed. The structures analyzed were
the follicles, whether or not follicular divergence was considered (dominant follicle - FD -
that >6mm), and the corpus luteum (CL), in terms of their presence/absence and stage of
development. Subsequently, ovarian pairs (N = 196) were allocated between the following
experimental groups: initial G1 - CL and absence of dominant follicle; G2 - CL and absence
of dominant follicle; G3 - initial CL and presence of dominant follicle; G4-CL and presence
of dominant follicle. The control group did not undergo evaluation and classification, all
ovaries were randomly aspirated (n = 13 pairs). The oocytes were recovered by follicular
aspiration, then matured, fertilized and cultured in vitro, each group individually. The
cleavage and blastocyst rates were analyzed per binary logistic regression test (P < 0,05). The
cleavage rate obtained, in decreasing order among the groups, was 50.22% (229/456) for the
G4 group (CL and presence of FD); 45.65% (252/552) G3 group (initial CL and presence of
FD); 44.06% (89/202) G2 group (CL and absence of FD); 36.23% (50/138) Control group and
35.19% (120/341) G1 group (initial CL and absence of FD; P < 0,0001). On the other hand,
the best blastocyst rate obtained in D7 was 37.62% (76/202) belonging to the G2 group;
followed by 29.62% (101/341) for the G1 group and 26.81% (37/138) for the Control group;
with the lowest rates of blastocyst being in groups G4 and G3; 10.09% (46/456) and 9.24%
(51/552), respectively (P < 0,0001). As a conclusion, we can suggest that follicular aspiration
after the slaughter of ovarian pairs with the presence of functional corpus luteum associated
with the absence of dominant follicle provides the recovery of oocytes with higher quality and
increase in the results of in vitro production of embryos.

Key words: IVPE; Follicular growth wave; Bos indicus; Estrous cycle.
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4.1 INTRODUGAO

O aumento da eficiéncia produtiva na pecuaria tem sido possivel devido ao
uso das biotécnicas da reproducdo, as quais tém possibilitado avancos no melhoramento
genético e desempenho reprodutivo dos planteis (HANSEN, 2014). Na ultima década houve
uma ascensdo mundial na producéo in vitro de embrides (PIVE), chegando a ser produzido
um total de 666.215 embrides somente no ano de 2016 (VIANA, 2012; WATANABE et al.,
2017; PERRY, 2017).

No entanto, apesar da consolidacdo do uso desta biotécnica em larga escala, a
taxa de producdo embrionéria ao final do procedimento permanece na média de 30 a 40%
(GALLI et al., 2014; LONERGAN et al., 2016). E importante considerar que a capacidade
oocitaria para a fecundacédo e desenvolvimento in vitro é inferior ao desempenho obtido na
fémea in vivo (BLONDIN et al, 2002). Isto porque, 0 momento da onda de crescimento
folicular durante a recuperacdo dos odcitos exerce influéncia sobre a qualidade dos mesmos,
visto que a competéncia oocitéria é adquirida gradualmente com o desenvolvimento folicular
(SIRARD et al., 1999).

Durante a aspiracdo folicular guiada por ultrassonografia (Ovum pick up;
OPU) é possivel recuperar oocitos em dias aleatérios do ciclo estral, ou seja, foliculos que se
encontram em diferentes estagios do desenvolvimento (WIT et al., 2000). Nestas condigdes,
mais de 85% dos foliculos ovarianos aspirados apresentam algum grau de atresia devido ao
processo de apoptose (HENDRIKSEN et al., 2000). A ocorréncia da divergéncia folicular e o
estabelecimento de um foliculo dominante durante a onda causam o bloqueio no
desenvolvimento dos foliculos subordinados levando a regressdo dos mesmos (GINTHER et
al 2003). Além disso, as fémeas bovinas apresentam em media trés ondas de crescimento
folicular por ciclo estral e somente na Gltima a lutedlise permitira os pulsos adequados de LH
para que ocorra a ovulagdo (MORAES, et al., 2001).

Neste contexto, algumas estruturas ovarianas podem auxiliar na identificagao
do melhor momento para recuperacdo dos odcitos de boa qualidade. O foliculo ovariano, por
exemplo, é formado durante a embriogénese e se desenvolve somente apds a puberdade por
meio da atuacdo de fatores enddcrinos e paracrinos, tendo por funcdo fornecer um ambiente
adequando para o crescimento e maturacdo do odcito (MCGEE e HSUEH, 2008;
FIGUEIREDO et al., 2008). Ao longo de cada onda os foliculos passam pelas fases de
recrutamento, selecdo, dominancia até chegar a ovulacdo. Estes periodos sdo regulados por
fatores hormonais como o FSH, LH, estradiol, progesterona, e por outros fatores de
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crescimento (DRIANCOURT et al., 2000). Desta forma, a viabilidade e competéncia oocitaria
para o desenvolvimento in vitro é afetada por fatores como o dia do ciclo estral, presenca do
foliculo dominante e niveis de atresia folicular (PIRESTANI et al., 2011; PENITENTE-
FILHO etal., 2014; MELLO et al., 2016).

O corpo lateo, por sua vez, é formado apds a ocorréncia da ovulacdo e por
isso pode ser considerado um indicador do estagio reprodutivo da fémea (PENITENTE-
FILHO et al., 2014). E importante considerar que o CL sofre uma dindmica mudanca
estrutural e funcional ao longo do ciclo. Estudos demonstram que ha um aumento seguido de
regressdo do CL em relacdo ao seu tamanho e capacidade de secretar progesterona ao longo
do ciclo estral (FIELD e FIELD, 1996). Portanto, a presenca do CL no ovario tem se
mostrado um critério de selecdo para a recuperacdo de odcitos em bovinos, uma vez que tal
estrutura estd envolvida na manutencdo da gestacdo e regulacdo do ciclo estral (PENITENTE-
FILHO et al., 2014; HAJARIAN et al., 2016).

Neste contexto, ha indicios de que os foliculos e o corpo luteo séo estruturas
ovarianas que interferem na aquisicdo da competéncia oocitaria. Além disso, a sincronizacéo
da onda folicular anterior a sessdao de OPU tem demonstrado efeitos positivos sobre a PIVE,
melhorando a taxa de producdo embrionaria (45,8% para fémeas sincronizadas vs. 38,5% para
fémeas ndo sincronizadas; P = 0,001; CAVALIERI et al., 2018). Porém, ndo basta somente
sincronizar a onda, também é necessario conhecer o melhor momento para a recuperacao dos
odcitos de boa qualidade. Neste contexto, a alta oferta de ovarios de abatedouro surge como
oportunidade para investigacfes na area da pesquisa basica que possam tornar o uso dos
protocolos de sincronizacdo da onda folicular realmente viavel nas doadoras submetidas a
OPU.

Tendo em vista as relagbes acima citadas, o presente estudo tem como
objetivo estabelecer uma relacdo entre as estruturas foliculares e luteinicas ovarianas com a
fase do ciclo estral das doadoras Bos indicus, para assim melhor compreender qual o impacto
do momento da onda de crescimento folicular sobre o desempenho da PIVE. Desta forma,
propor 0 momento ideal para a recuperacdo de odcitos, possibilitando o uso racional da

aspiracdo folicular, seja por OPU ou em ovarios de abatedouro.

4.2 MATERIAL E METODOS

5.2.1 Classificacdo dos Pares Ovarianos de Acordo com o Momento da Onda Folicular
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Ovérios de fémeas Bos indicus (N = 196) foram coletados em abatedouro
local e transportados ao laboratério em recipiente térmico contendo solucdo de NaCl 0,9%
aquecida a temperatura de 36°C. No laboratério foi realizada a avaliagdo de cada par de
ovarios individualmente, onde a manipulagcdo ocorreu com os ovarios dentro do becker
contendo solucdo NaCl 0,9% aquecida a mesma temperatura de transporte, em tempo menor
que 30 segundos para que ndo houvesse o comprometimento da qualidade oocitaria.

As estruturas analisadas estdo representadas na Figura 3, sendo os foliculos
avaliados quanto & ocorréncia ou ndo da divergéncia folicular, foi considerado foliculo
dominante aquele maior ou igual a 6 mm (SARTORI et al., 2016; Figura 4), e o corpo luteo

avaliado quanto a sua presenca/auséncia e estagio de desenvolvimento.

Figura 3 — Esquema da metodologia utilizada para avaliagdo das estruturas ovarianas.

Avaliagao do par ovariano

A — Foliculos menores que 6mm C — Corpo luteo; D — Corpo luteo inicial
B — Foliculo dominante (>6mm)

Fonte: Autor.
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Figura 4 — Caracterizacdo do diametro folicular no momento do desvio em fémeas da raca
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Days after ovulation

Fonte: Sartori et al., 2016.

utilizou-se as caracteristicas de aparéncia do corpo Iiteo propostas no Quadro 1.

Para a classificacdo dos pares ovarianos segundo a fase do ciclo estral

Quadro 1 - Precisdo dos estagios de previsdo do ciclo estral bovino pela aparéncia bruta do

corpo Il]teq. ’
ESTAGIO DE DIAS DO CICLO CARACTERISTICAS

DESENVOLVIMENTO ESTRAL OVARIANAS

Estagio | 1 a4dias Intervalo da ovulagio e
crescimento do epitélio a ponto
da ruptura do foliculo e
formacéo do Corpo lateo

Estagio 11 5a 10 dias Corpo luteo de cor
vermelha/marrom e

vascularizacdo periférica




Estagio 111 11 a 17 dias Corpo lateo laranja/ amarelo e
vascularizacdo do apice
Estagio IV 18 a 20 dias Corpo lateo regredindo sem

vascularizacdo e presenca de

foliculo dominante

© 00 N oo OB~ W N P

AusénciaFD

10

(Corpo luteo e Foliculos).

|~ AusénciaFD
NEW EGR

Appearance of the Corpus Luteum.

= 196) foram alocados entre 0s grupos experimentais representados na Figura 5.
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Fonte: Ireland et al., 1980 . Accuracy of Predicting Stages of Bovine Estrous Cycle by Gross

No presente estudo, foram consideradas somente as estruturas luteinicas

classificadas nos estdgios Il e 11l de desenvolvimento. Posteriormente, os pares ovarianos (N

Figura 5 — Grupos experimentais de acordo com as caracteristicas das estruturas ovarianas

11  CL = Corpo liteo; FD = Foliculo dominante; G1: presenca de CL inicial (estagio Il) e
12 auséncia do FD (>6mm); G2: presenca de CL (estagio I11) e auséncia de foliculo dominante
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(>6mm); G3: presenga de CL inicial (estagio Il) e presenca de FD (>6mm); G4: presenca de
CL (estagio Il1) e presenca de FD (>6mm); Fonte: Autor.

Como controle, foram produzidos embrides a partir de pares de ovarios
aspirados aleatoriamente (n= 13 pares), ou seja, sem prévia avaliacdo e classificacdo ovariana

em um dos grupos experimentais estabelecidos.

4.2.2 Producao In Vitro de Embrides Bovinos

4.2.2.1 Maturacéo in vitro (MIV)

Os foliculos antrais ovarianos foram aspirados com agulha hipodérmica 21-
gauges (30x8 mm) acoplada a seringa de 10 mL para a recuperagdo dos COC’s, cada grupo
experimental foi trabalhado individualmente. Em seguida, os COC’s grau I, II e III de
qualidade (SENEDA et al., 2001) foram submetidos a maturacdo in vitro, por um periodo de
22 a 26 horas em 100 pL de meio de maturagdo, temperatura de 38.5°C, atmosfera de 5% de
CO,, em ar e umidade saturada. O meio de maturagédo utilizado é composto por TCM-199
bicarbonato, suplementado com 10% (v/v) de soro fetal bovino, 5 pg de hormoénio
luteinizante, 0,5 pug de horménio foliculo estimulante, 1 pg de estradiol, 2,2 g de piruvato e
50 pg de gentamicina/mL de meio (Meio de Maturacdo, In Vitro Brasil Ltda, Mogi Mirim,
SP, Brasil).

4.2.2.2 Fecundacdo in vitro (FIV)

Os COC’s maturados foram lavados em meio TCM-199 tamponado com
Hepes e realocados em gotas de 100 pL do meio de fecundacdo, composto por Tris-buffered
medium (TBM) suplementado com 8 mg/mL de albumina sérica bovina (BSA) livre de acidos
graxos e 1 mM de glutamina (Meio de Fertilizacdo, In Vitro Brasil Ltda, Mogi Mirim, SP,
Brasil) e cobertas por 6leo mineral. Para a fecundagdo, o sémen de um Unico touro
previamente testado foi descongelado a temperatura de 36° C por um tempo de 30 segundos e
selecionado por gradiente de Percoll (PARRISH et al., 1995). Posteriormente, cada gota do
meio de fecundagdo contendo os COC’s maturados (minimo 10 e maximo 30 odcitos por
gota) foi fecundada com 3 mL de sémen (concentracdo espermética final ajustada para 1x10°

sptz vivos/gota), entdo, os gametas foram incubadas por um periodo de 20 a 24 horas a
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temperatura de 38.5° C, tensdo atmosférica 5% de CO, em ar e umidade saturada. O dia da

fecundacéo foi considerado como o dia zero (DO0) do protocolo.

4.2.2.3 Cultivo in vitro (CIV)

Os provaveis zigotos foram desnudados com movimentos de pipetagens,
lavados em meio TCM-199 tamponado com Hepes e cultivados in vitro por um periodo de
sete dias em meio SOF (Synthetic oviduct fluid; In Vitro Brasil Ltda, Mogi Mirim, SP, Brasil)
suplementado com 8 mg/mL de BSA livre de acidos graxos, sob éleo mineral, a 38.5° C, com
5% de CO2 em ar e umidade saturada.

No terceiro dia de cultivo (D3) foi realizada a substituicdo de 50% do
volume de cada gota por meio SOF novo (1° feeding), além disso, foi feita a avaliacdo da taxa
de clivagem para cada grupo experimental. No quinto dia de cultivo (D5) realizou-se
novamente a substituicdo de 50% do volume de cada gota por meio SOF novo, desta vez,
suplementado com glicose (2° feeding). No sétimo dia (D7) os embrides foram avaliados

quanto a taxa de blastocisto.

4.2.3 Analise Estatistica

O efeito da presenca de estruturas ovarianas no momento da aspiracao
folicular ovariana foi analisado por um modelo de regressdo logistica binéria, incluindo a
presenca de CL inicial / CL, associados ou ndo com a presenca do foliculo dominante, como
variaveis fixas no modelo. Na presenca de um efeito significativo, as taxas de clivagem e de
blastocisto foram comparadas pelo teste de Qui-quadrado para o ranking dos tratamentos.
Para andlise descritiva, os dados estdo apresentados como porcentagem (%). Todas as analises
estatisticas foram realizadas no programa estatistico Minitab®, versdo 18.1. O nivel de
significancia para rejeitar HO foi de 5%, portanto, foi considerado valor de p < 0,05 para
indicar um efeito das varidveis categoricas e suas interagdes. Valor de p < 0,10 foi

considerado como tendéncia estatistica.

4.3 RESULTADOS

A presenca das estruturas ovarianas (CL inicial ou CL, associados ou nao

com a presenca do foliculo dominante) no momento da aspiracdo folicular ovariana
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determinou um efeito significativo (P < 0,0001) sobre as taxas de clivagem e de blastocisto.
Desta maneira, 0 numero de COC’s recuperados pela aspiragdo folicular ovariana, assim
como as taxas de clivagem e blastocisto para cada grupo estdo descritos na Tabela 1.

No terceiro dia de cultivo (D3), a taxa de clivagem obtida, em ordem
decrescente entre os grupos, foi de 50,22% para o grupo G4 (CL e presenca de FD); 45,65%
grupo G3 (CL inicial e presenca de FD); 44,06% grupo G2 (CL e auséncia de FD); 36,23%
grupo Controle e 35,19% grupo G1 (CL inicial e auséncia de FD).

Por outro lado, a maior taxa de blastocisto obtida em D7 foi de 37,62%
pertencente ao grupo G2; seguida por 29,62% referente ao grupo G1 e 26,81% do grupo
controle; sendo que as menores taxas de blastocisto foram dos grupos G4 e G3; 10,09% e
9,24%, respectivamente (P < 0,0001).

Considerando o efeito isolado da presenca do foliculo dominante no
momento da aspiracao, houve um efeito significativo para variacdo na taxa de blastocisto (P <
0,05), como demonstrado na Figura 6. No entanto, ao avaliar o efeito isolado do corpo luteo
foi observado que o grupo controle apresentou melhor desempenho que todos 0s outros
grupos com CL e dentro destes, ndo houve diferenga na taxa de blastocisto (26,81% Controle;
17,02% CL inicial; 18,54% CL; P = 0,067), como demonstrado na Figura 7.

4.4 DISCUSSAO

Em animais Bos indicus, foi possivel observar que as taxas de producéo
embrionaria in vitro foram influenciadas pela presenca das estruturas ovarianas (CL inicial ou
CL, associados ou ndo com a presenca do foliculo dominante) no momento da aspiracdo
folicular (Tabela 1). Sendo assim, no presente estudo 0s pares ovarianos que apresentaram
corpo luteo na fase funcional juntamente com a auséncia de um foliculo dominante (grupo
G2) foram os que obtiveram maior taxa de producdo in vitro de embrifes. 1sso demonstra o
beneficio de selecionar ovarios com tais caracteristicas para a aspiracdo folicular e aumento
da eficiéncia da PIVE.

Com base nos estagios de previsdo do ciclo estral bovino pela aparéncia do
corpo luteo proposto por Ireland et al. (1980), acredita-se que os ovarios do grupo G2 (CL e
auséncia de FD) foram provenientes de fémeas que se encontravam aproximadamente no 11°
dia do ciclo estral (Figura 8). Neste momento o corpo lGteo atinge seu maior tamanho e
desempenha sua funcdo secretéria da maneira mais eficiente, mantendo altos niveis de

progesterona. Além disso, fisiologicamente, uma fémea Bos indicus estard em sua segunda
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onda de crescimento folicular, mais especificamente em um momento antecedente ao desvio
folicular. Desta forma, pressupde-se que 0s 00citos recuperados por aspiracdo dos ovarios e
destinados a producdo in vitro de embrides foram provenientes de foliculos que ainda néo
haviam recebido nenhum estimulo apoptdtico, por isso apresentaram boa competéncia em
serem fecundados e desenvolver-se em embrides.

Em seguida, os ovarios que ndo apresentaram foliculo dominante mas que
continham corpo lateo na fase inicial (grupo G1) foram os que obtiveram a segunda maior
producdo de embribes in vitro. Tal ocorréncia pode ser atribuida as fémeas que estavam
aproximadamente no 5° dia do ciclo estral, isto &, previamente ao desvio da primeira onda de
crescimento folicular.

Em contrapartida, os ovarios que apresentaram corpo lGteo nas fases
funcional e inicial com a presenca do foliculo dominante, foram os que menos produziram
embrides, respectivamente, obtendo taxas inferiores ao grupo controle. Isto porque, 0s ovarios
do grupo G4 (presenca de CL e FD) provavelmente pertenceram a fémeas que estavam perto
do 17° dia do ciclo estral, momento em que ja havia ocorrido a divergéncia da terceira e
ultima onda de crescimento folicular e os foliculos subordinados haviam recebido o estimulo
para apoptose, acarretando no menor desempenho oocitario para a producdo embrionéria in
vitro. Da mesma forma, acredita-se que os ovarios do grupo G3 (presenca de CL inicial e FD),
sejam oriundos de fémeas que ja haviam passado pela divergéncia da primeira onda de
crescimento folicular e estavam por volta do 7° ao 10° dia do ciclo estral.

O maior resultado do grupo controle em relacdo aos obtidos a partir de
ovarios com presenca de foliculo dominante (grupos G4 e G3) deve-se a inclusdo de ovarios
em todos os momentos da onda de crescimento folicular neste grupo. Assim, os oécitos com
baixa qualidade, provenientes de foliculos atrésicos, foram somados aos odcitos de boa
qualidade, oriundos de foliculos saudaveis, e destinados a producdo in vitro de embrides.
Cabe ressaltar que em estudo anterior foi demonstrado que apesar de foliculos em atresia
fornecerem odcitos grau Il e 1V, com baixa ou nenhuma competéncia para a PIVE, estes ndo
interferem no desenvolvimento dos odcitos grau | e 1l oriundos de foliculos saudaveis, quando
colocados em conjunto para a maturacdo (ZEUNER et al., 2003).

Em ovarios de fémeas sincronizadas anteriormente ao abate, 0S 00citos
recuperados entre os dias 14 a 16 do ciclo estral apresentaram melhor competéncia para o
desenvolvimento embrionario in vitro quando comparados aqueles aspirados entre os dias 7 a
9, (24,3% x 13,0% P < 0,05, respectivamente; MACHATKOVA et al., 1996). Este resultado

converge para o0 encontrado no presente estudo, onde uma taxa inferior de producdo
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embrionaria também foi obtida por oocitos provenientes dos ovarios de fémeas que estavam
aparentemente entre os 7° ao 10° dia do ciclo estral (grupo G3; 9,24% P < 0,0001).

Adicionalmente, ao investigar a interferéncia que as diferentes fases da onda
folicular (crescimento/ dominancia) exercem sobre a qualidade do odcito incluso no foliculo,
Hendriksen et al. (2000) descreveram um efeito negativo do foliculo dominante na
competéncia oocitaria dos foliculos subordinados, assim como, Machatkova et al. (2004)
também relataram taxa de blastocisto significantemente superior com o uso de odcitos
aspirados na fase de crescimento folicular. Tais resultados corroboram com o do presente
estudo, pois ao analisar o efeito isolado da presenca do foliculo dominante no momento da
aspiracdo folicular sobre a taxa de blastocisto, os pares de ovarios que ndo continham foliculo
dominante produziram 26,75% de embribes, ao passo que aqueles com a presenca dessa
estrutura produziram 11,82% (P < 0,05; Figura 6). De maneira geral, pode-se dizer que os
ovarios com auséncia de foliculo dominante obtiveram um melhor desempenho na producéo
in vitro de embrides quando comparados aos ovarios em que estes estavam presentes.

Em relacdo ao efeito isolado da presenca do corpo liteo em suas diferentes
fases de desenvolvimento sobre a produgdo embrionaria in vitro, ndo houve diferenca na taxa
de blastocisto entre os grupos de ovarios com CL inicial ou com CL. Além disso, o grupo
controle apresentou maior taxa de producdo quando comparado aos demais grupos (17,02%
CL inicial; 18,54% CL; 26,81% Controle; P = 0,067; Figura 7).

No entanto, os estudos envolvendo o efeito do CL sobre a qualidade oocitaria
e eficiéncia da PIVE apresentam dados controversos. Tem sido relatado que a presenca do CL
no ovario traz vantagens para o numero de odcitos recuperados, assim como na qualidade
dessas estruturas e namero final de embrides produzidos (REIS et al., 2006). Por outro lado,
recentemente Santos et al. (2017) demonstraram que a taxa de recuperacdo, 0 nimero de
odcitos por ovario e a qualidade oocitaria ndo sdo afetados pela presenca do CL, tanto na OPU
guanto na aspiracao de ovarios post mortem, porém, a avaliacdo realizada pelo autor utilizou
somente critérios morfoldgicos e ensaio de azul cresil brilhante (ACB) para determinar a
competéncia oocitéria.

Desta forma, novas investiga¢des ainda s@o necessarias para esclarecer a real
interferéncia do corpo liteo no desempenho oocitario para a producdo de embrido. Com 0s
resultados obtidos até 0 momento pode-se propor que o corpo liteo é um indicador do ciclo
estral também para fémeas Bos indicus, apontando com boa precisdo qual a onda de

crescimento folicular e 0 momento desta em que a doadora se encontra. Assim, a partir desta
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informacdo pode-se chegar ao momento ideal para a recuperacdo de oocitos com maior
qualidade e competéncia, visando o incremento nos resultados da PIVE.

Apesar da taxa de blastocisto ter apontado com clareza a condi¢do ovariana
mais indicada para a recuperacdo dos odcitos a serem destinados a PIVE, os resultados na
taxa de clivagem ndo foram tdo claros. No terceiro dia do cultivo in vitro, ndo houve diferenca
para as taxas de clivagem obtidas pelos grupos G4 (50,22% - CL e FD); G3 (45,65% - CL
inicial e FD) e G2 (44,06% - CL com auséncia de FD). Além disso, as menores porcentagens
de provaveis zigotos foram do grupo Controle (36,23%) e G1 (35,19% - CL inicial com
auséncia de FD), respectivamente (P < 0,0001). De maneira geral, pode-se observar que os
grupos com menor producdo de blastocisto em D7 foram os que apresentaram maiores taxas
de clivagem em D3, a mesma relacdo vale para ao contrario.

E necessario ressaltar que apesar da taxa de clivagem designar a proporgéo
de odcitos que foram fecundados, ela ndo é um indicador preciso da producdo final de
embrides. Isto porque, esta taxa é calculada durante a fase das primeiras divisdes celulares, na
qual ocorre a ativacdo gendmica do embrido. A transicdo do genoma materno-embrionario é
um momento critico para o0 zigoto que poderd continuar seu desenvolvimento / ou ndo de
acordo com sua competéncia. Além disso, o tempo para o desenvolvimento difere entre as
estruturas de acordo com a capacidade individual. Tais fatores podem ocasionar a variacdo
entre as taxas de clivagem e blastocisto (SARTORI e DODE, 2008).

Enfim, acredita-se que é possivel fomentar os resultados da producao in vitro
de embrides e tornar esta biotécnica ainda mais eficiente. Recentemente, Cavalieri et al.
(2018) verificaram efeitos positivos da sincronizacdo da emergéncia da onda folicular
ovariana sobre a PIVE. As doadoras que receberam o tratamento de sincroniza¢do pré-OPU
apresentaram maior numero de embrides (5,9 £ 0,5 x 4,5 = 0,4; P = 0,037), maior taxa de
producdo embrionaria (45,8% x 38,5%; P = 0,001) e maior média de concepgdes por grupo
(22 +£0,2x 1,6 +0,2; P=0,07) em relacdo as doadoras que nao receberam tratamento
hormonal. Do mesmo modo, Goodhand et al. (1999) relataram maiores taxas de recuperacao
oocitaria e blastocisto com a realizacdo da OPU a cada 3 a 4 dias em comparacéo a frequéncia
semanal, pois, desta forma € possivel prevenir o estabelecimento de um foliculo dominante.

Neste enquadramento, o presente estudo demonstrou a existéncia de um
momento da onda de crescimento folicular o qual é mais indicado a realizacdo da aspiracéo
folicular para a recuperacdo de o6citos mais competentes. Desta forma é possivel justificar a
sincronizacdo da onda folicular como um método para direcionar a obtencdo de odcitos

selecionados para a PIVE. Assim, o tratamento hormonal das doadoras antecedente a OPU ou
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pré-abate torna-se uma alternativa viavel (BACELAR et al., 2010; FERNANDES et al., 2014;
ONGARATTO et al., 2015).

Além disso, 0 padrdo de avaliacdo dos pares ovarianos aqui proposto que
relacionou a presencga de estruturas ovarianas (CL e FD) com o ciclo estral e 0 momento da
onda de crescimento folicular em fémeas Bos indicus torna mais eficiente o uso de ovéarios
apos o abate para os setores da pesquisa e comércio, possibilitando a obtencdo dos melhores

o0citos a serem destinados para a producdo in vitro de embrides bovinos.

4.5 CONCLUSAO

Pode-se concluir que a selecdo pds abate de pares ovarianos com a presenca
de corpo lateo funcional associada a auséncia de foliculo dominante proporciona a
recuperacdo de odcitos com maior eficiéncia para a producdo in vitro de embrides. Tais
caracteristicas sdo referentes ao inicio da segunda onda de crescimento folicular do ciclo
estral, momento mais indicado para a aspiracdo folicular e para a obtencdo de um acréscimo
nos resultados da PIVE. Vale ressaltar que novas investigagdes ainda sdo necessarias para o

aprimoramento e expansdo dos métodos apresentados.
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1 Tabela 1 - Dados da producéo in vitro de embrides bovinos obtidos a partir da aspiracéo
2  folicular ovariana contendo diferentes estruturas lateas (corpo ldateo inicial/corpo IUteo),

3 associados ou ndo a presenca do foliculo dominante.

N° de COC’s Taxa de clivagem Taxa de blastocisto
Grupos recuperados % (n) % (n)
(N)
Controle 138 36,23 (50) ™ 26,81 (37)°
G1 (CL inicial sem FD) 341 35,19 (120) © 29,62 (101) °
G2 (CL sem FD) 202 44,06 (89) ® 37,62 (76) ®
G3 (CL inicial com FD) 552 45,65 (252) 9,24 (51) ©
G4 (CL com FD) 456 50,22 (229) ® 10,09 (46) °
Total/Valor de p 2101 <0,0001 <0,0001

4  Taxas seguidas de letras minusculas sobrescritas (a, b, ¢) dentro de uma mesma coluna,

5 representa diferenca entre os grupos estudados; CL = corpo luteo; FD = foliculo dominante.
6
7
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Figura 6 - Taxa de blastocisto a partir de ovarios com presenca ou auséncia de foliculo

dominante no momento da aspiracéo folicular ovariana em bovinos (P<0,05).
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Letras minusculas sobrescritas (*°) representam diferenca entre os grupos.
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Figura 7 — Taxa de blastocisto a partir de ovarios contendo corpo luteo em diferentes estagios

de desenvolvimento no momento da aspiracao folicular ovariana em bovinos (P = 0,067).
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Figura 8 — Indicagdo do momento da onda de crescimento folicular em que se encontram os
grupos experimentais: G1 (Corpo luteo inicial e auséncia de foliculo dominante), G2 (Corpo
luteo e auséncia de foliculo dominante), G3 (Corpo luteo inicial e presenca de foliculo

dominante), G4 (Corpo llteo e presenca de foliculo dominante).
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Fonte: Adaptado de Baruselli et al., 2003.
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5 CONCLUSOES

Pode-se concluir que a selecdo pos abate de pares ovarianos com a presenca
de corpo lateo funcional associada a auséncia de foliculo dominante proporciona a maior
eficiéncia da producao in vitro de embrides bovinos. Possivelmente tais caracteristicas sdo
referentes ao inicio da segunda onda de crescimento folicular do ciclo estral, 0 momento mais
indicado para a aspiracdo folicular e obtencéo de o6citos com maior competéncia para serem
fecundados e desenvolver-se em embrides.

Deste modo, a auséncia do foliculo dominante no momento da aspiracdo
resultou em maiores taxas de blastocisto. No entanto, a presenca do CL em diferentes estagios
de desenvolvimento ndo exerceu nenhum efeito sobre a taxa de produgdo embrionaria. Assim,
novos estudos visando a compreensao dos efeitos individuais que o corpo luteo e o foliculo
dominante exercem sobre a qualidade oocitaria ainda sdo necessarios para o aprimoramento e

validacdo do método de classificacdo apresentado.



