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1. INTRODUCAO

O grande avanco obtido na area de biotecnologia da reproducdo tem
permitido o desenvolvimento de biotécnicas que aumentam a eficiéncia reprodutiva e
0 ganho genético em rebanhos bovinos, bem como, permitem o estudo e
aperfeicoamento de técnicas de reproducdo assistida. Entretanto, os protocolos e
métodos utilizados ainda requerem aperfeicoamentos [1]. Neste ambito a puncao
folicular (PF) guiada por ultra-som, apesar dos progressos que vem obtendo, tem
baixa eficiéncia da producdo de embrides transferiveis [15].

Estes baixos resultados tém sido atribuidos as condi¢cbes de maturacdo e
fertilizacdo in vitro, porém existem indicacbes de que este fato esteja mais
relacionado com a qualidade dos ovécitos do que com as condicdes de fertilizacao e
cultivo in vitro e/ou devido ao método de maturacéo in vitro dos ovocitos coletados
[9]. Alguns estudos indicam que ovdcitos oriundos de foliculos que tiveram seu
desenvolvimento na fase de diestro do ciclo estral sdo de melhor qualidade,
sugerindo que ovocitos desenvolvidos em um ambiente com maior concentracédo de
progesterona (P4) seriam de melhor qualidade [3,9]. Alguns trabalhos sugerem que
a progesterona tem importante funcéo na qualidade embrionaria [10,2].

Este estudo teve o objetivo de avaliar o numero de foliculos aptos a PF, a
quantidade e a qualidade de ovécitos, bem como a producdo de embrides in vitro de
vacas doadoras de ovdcitos submetidas a diferentes tratamentos com dispositivos
liberadores de progesterona (CIDR®).

2. MATERIAIS E METODOS

Para a realizacéo deste experimento foram utilizadas 15 vacas mesticas (bos
taurus x bos indicus), com condi¢do corporal (CC) entre 3 e 3,5, em regime de
pastagem (Brachiaria brizanta) recebendo suplementacédo mineral (sal proteinado —
EMBRAPA Cerrados). Antes do inicio do experimento, todas as vacas receberam
um CIDR® (dispositivo de silicone em forma de T liberador de progesterona) (1,9 g
de progesterona/dispositivo) por 8 dias. Dois dias antes da retirada dos dispositivos,
todas as vacas receberam 0,150 mg de D-cloprostenol. No dia da retirada dos
CIDR®s todas vacas foram submetidas & PF, para haver a padronizacdo do
crescimento folicular. Apos esta 1° PF as vacas foram divididas aleatoriamente em 3
grupos (n = 5, cada) distintos e todas submetidas a PF a cada 4 dias totalizando 6
sessoOes. Os trés grupos receberam a cada 8 dias 0,150 mg de D-cloprostenol.

G1: recebeu 1 CIDR usado, para obtencdo de baixos niveis de progesterona
sérica. Como este grupo ja estava a 8 dias com um dispositivo, permaneceu com o
mesmo CIDR por mais 8 dias. O CIDR foi trocado no intervalo entre 2 PFs de forma



que foram utilizados 3 CIDRs por vaca durante as 6 PFs. As outras 2 trocas de CIDR
foram feitas utilizando os dispositivos que haviam sido usados pelas vacas dos
outros grupos no inicio dos tratamentos.

G2: os animais deste grupo, apdés a retirada do CIDR, receberam 2
dispositivos, para obtencdo de niveis mais altos de progesterona. Os CIDRs foram
trocados a cada 8 dias juntamente com as aplica¢cées de D-cloprostenol.

G3: os animais deste grupo ndo foram submetidos a tratamentos com
progesterona e somente receberam D-cloprostenol, a cada 8 dias.

A PF foi realizada via transvaginal com um aparelho de ultrassonografia. Os
ovocitos foram aspirados em tubo Corning de 50 mL e o material obtido filtrado (filtro
millipore para embrido) para facilitar a procura dos ovocitos.

Os ovocitos obtidos eram classificados em 4 categorias com base na
integridade da camada do cumulus e uniformidade e coloragéo do citoplasma.

Os protocolos utilizados para maturacéo, fertilizacdo e cultivo embrionario in
vitro foram adaptados de Dode et al. (2002) [7].

Para maturacdo os CCOs foram lavados e transferidos para uma placa
contendo 2 ml de meio de maturacdo coberto com 2 ml de 6leo de parafina e
incubados por 22 horas a 39°C e 5% de CO2 em ar.

Apos os ovocitos foram lavados e transferidos para gotas de 200 pl de meio
de fecundacao, para que se realizasse a FIV. ApoOs a avaliagdo da concentragdo, o
sémen foi adicionado a gota de fecundacdo em uma concentracéo final de 1 x 106
espermatozdides/ml. Os ovdcitos e 0s espermatozoides sdo co-incubados por 22
horas em estufa a 39°C e 5% de CO2 em ar.

Para o cultivo in vitro foi utilizado o meio SOFaa, 0,34 mM de sodium tri citrato
(Sigma®), 2,77 mM myo-inositol (Sigma®) e 5% de soro fetal bovino (SFB).

A analise estatistica dos resultados foi realizada através do programa
estatistico SAS® (1991) [14].

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Um total de 702 foliculos foram puncionados durante as 6 sessfes de PF
realizadas no experimento, sendo registrado 271, 253 e 178 foliculos para o G1, G2
e G3, respectivamente. A taxa de recuperacdo ovocitaria média foi de 60,11%. A
taxa de clivagem foi de 62,16% (184) do total de CCOs submetidos a FIV (296), com
um numero total de blastocistos de 20,60% (61).

Foi observado um aumento (p<0,01) na meédia de foliculos pequenos, com
didmetro de até 5 mm, no G1 (9,44) e G2 (9,44) em relagdo ao G3 (6,12). J& para o
namero de foliculos entre 5 e 10 mm e maiores que 10 mm, ndo foi detectada
diferenca (p>0,05).

A média de foliculos totais por vaca por puncéo foi de 10,84, 10,12 e 7,12
para o G1, G2 e G3, respectivamente, sendo que o G1 e G2 néo diferiram (p>0,05)
entre si apresentando, porém, uma média superior (p<0,0001) de foliculos em
relacdo ao G3. A média de ovdcitos coletados/vaca/puncéo foi superior (p<0,01) no
G1 (6,56) e no G2 (6,96) em relacéo ao G3 (3,36).

A taxa de recuperacdo ovocitaria, ou seja, numero de ovodcitos
coletados/namero de foliculos disponiveis foi de 60,51%, 68,77% e 47,19%, para o
Gl, G2 e G3, respectivamente. Nao houve diferenca (p>0,05) na taxa de
recuperacgéo entre 0 G1 e G2 e entre 0 G1 e o G3, porém, houve, entre 0 G2 e G3
(p<0,05). A taxa de recuperacao foi influenciada pelo fator individual do animal, pelo
tratamento e pela coleta (p<0,05).



A média superior de ovocitos coletados/vaca/puncéao do G1 e G2 para o G3,
assim como o aumento dos ovacitos coletados em sessdes de PF registrados por
Campos [5] indicam que a presenca de diferentes niveis de progesterona pode
influenciar na foliculogénese, o que pode ser observado através da diferenca no
namero de foliculos registrados nas vacas que receberam P4 em relacdo as vacas
do G3, as quais, provavelmente, apresentavam baixos ou até mesmo niveis
plasmaticos ndo detectaveis de P4. O fato da progesterona determinar uma
pulsatilidade de LH de baixa frequéncia [12], de acordo com o recrutamento folicular
apresentado nas vacas que receberam CIDR®, indica que os foliculos podem estar
somente sob agcdo do FSH. O mecanismo de estimulo de pequenos foliculos antrais
ainda ndo é bem conhecido [6,13], sendo que a maioria dos foliculos que se
apresentavam no momento das PFs eram de foliculos antrais menores que 5 mm, o0s
guais possuem pouca influéncia das gonadotrofinas.

Em relagdo a qualidade dos CCOQO’s foi registrada diferenga (p<0,05) na média
de ovécitos de qualidade | e Il por puncéo entre os grupos, sendo 13+0,5 para G1,
5,6+0,5 para o G2 e 2,6+0,5 para o G3. Para ovécitos de qualidade Il e IV observou-
se uma maior (p<0,05) recuperacdo de ovocitos no G2 (5,84+2,77) quando
comparado ao G1 (3,96+2,77) e ao G3 (3,08+2,77). Porém, ndo foi observada
diferenca (p>0,05) entre 0 G1 e 0 G3.

Foi registrado diferenca (p<0,05) na taxa de clivagem dos ovécitos de
qualidade | e Il entre o0 G1 e os demais grupos, ndo havendo diferenca (p>0,05) do
G2 para o G3, sendo de 80% (10,4%+2), 75% (4,2+2) e 61,5% (1,6%2),
respectivamente. Ndo houve diferenca (p>0,05) na taxa de clivagem dos ovécitos de
qualidade Il entre os grupos, sendo de 52% (5,4+1,87), 59,3% (10,8+1,87) e 47%
(4,4+1,87), para o0 G1, G2 e G3, respectivamente. Ja a taxa de clivagem total foi
maior (p<0,05) para o G1, 67,5% (15,8%£2,39) e G2, 63% (15+2,39), em relacéo ao
G3, 50% (6£2,39). Sendo que nao houve diferenca (p>0,05) entre 0 G1 e G2.

Foi registrado um aumento (p<0,05) na taxa de blastocistos oriundos de
ovocitos de qualidade | e Il apenas do G1 para o G3, 46,15% (6£2,03) e 15,38%
(0,4+2,03), respectivamente. Sendo que o G2 néo apresentou diferenca (p>0,05),
32,14% (1,8+2,03), dos demais grupos. Sendo que, em relacdo a taxa de
blastocistos de ovdcitos de qualidade 1ll, ndo houve diferenca entre 0s grupos
(p>0,05), sendo de 6% (0,6+0,88), 11% (2+0,88) e 15% (1,4+0,88), para o0 G1, G2 e
G3, respectivamente. Nao foi detectada diferenca (p>0,05) na taxa total de
blastocistos entre os grupos G1, G2 e G3, sendo: 28,20% (6,6+2,15), 16%
(3,8+£2,15) e 15% (1,8%£2,15), respectivamente.

A partir destes resultados é possivel inferir sobre a existéncia de um nivel de
P4 adequado, capaz de influenciar a qualidade ovocitaria mesmo que de forma
indireta. Este fato pode estar relacionado com a frequiéncia dos pulsos de LH e dos
niveis de atresia de cada tratamento. O G1, possivelmente apresenta um padrao
pulsatil de LH maior do que o G2, indicando uma moderada atresia causada por
estes pulsos de LH. Este aspecto € discutido por alguns estudos [11,4] que sugerem
melhoria da competéncia ovocitaria em fungcdo de um baixo nivel de atresia. Greve
et al. [8] mencionam que a progesterona permite que o foliculo seja exposto por um
maior periodo a pequenos pulsos de LH podendo melhorar a qualidade ovocitaria.

4. CONCLUSAO

A partir destes resultados foi possivel verificar que vacas tratadas com
implantes de progesterona apresentam aumento da quantidade de ovdcitos, bem
como da disponibilidade de foliculos na PF, aumentando também a média de



ovocitos de qualidade | e Il recuperados e a taxa de producédo de blastocistos nas
doadoras do G1. A taxa de clivagem total foi maior quando as vacas foram expostas
a progesterona, porém ndo houve diferenca na taxa de blastocistos total entre os
grupos.
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