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RESUMO

BEDOYA. H.J.N. Efeito de norgestomet na sincronizacdo da onda folicular e
producdao in vitro de embrides de vacas da raca Gir e Holandesa. 2013. 95 f.
Tese (Doutorado em Ciéncia Animal) — Faculdade de Medicina Veterinaria e
Zootecnia, Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro, Campos dos
Goytacazes, RJ, 2013.

O objetivo do presente estudo foi avaliar o efeito da aplicacdo de um implante
auricular de norgestomet reutilizado ou dois implantes novos na sincronizacao da
onda folicular e producéo in vitro de embrides de vacas da raca Gir (Bos indicus) e
Holandesa (Bos taurus). Um total de 12 vacas pluriparas, ndo lactantes, foram
selecionadas, seis da raca Gir e seis da raca Holandesa, submetidas a 6 sessdes
consecutivas de aspiracao folicular com intervalo de 14 dias. Foi realizado um
delineamento “crossover” e a cada sessédo de aspiracdo folicular as vacas foram
alternadamente submetidas a cada um dos tratamentos hormonais: tratamento
controle — animais que nao receberam implante auricular de norgestomet, tratamento
norgestomet baixo — animais que receberam um implante auricular de norgestomet
reutilizado e tratamento norgestomet alto — fémeas que receberam dois implantes
auriculares novos (6 mg de norgestomet combinado). Os trés tratamentos hormonais
foram conformados por 4 fémeas (2 vacas Gir — 2 vacas Holandesas). Para
sincronizar a emergéncia da nova onda folicular, administrou-se em todas as vacas 3
mg de benzoato de estradiol mais 150 pg de D-cloprostenol, para eliminar a
presenca de corpo luteo e a influéncia de progesterona enddgena nos tratamentos.
A aspiracéo folicular foi realizada sete dias ap0s o inicio dos tratamentos hormonais,
utilizando ultrassom Mindray com transdutor microconvexo com frequéncia 7,5 MHz.
Os implantes auriculares foram removidos 24 horas apos a OPU. Foram
puncionados foliculos = 3 mm de didmetro, os odcitos recuperados foram avaliados
morfologicamente, selecionados, maturados, fertilizados e cultivados in vitro. Os
dados foram analisados com auxilio do Software Analysis and Experimentation
Group (SAEG, versdao 9.1). Foram considerados no modelo estatistico o0s
tratamentos, 0s grupos genéticos e as sessdes de aspiracdo folicular, sendo
verificadas as influéncias destes fatores e a interacdo mediante ANOVA, e nos casos

em que foi obtido efeito significativo (P<0,05), foram comparadas as meédias pelo



teste de Tukey. Houve efeito significativo nas vacas da raca Gir no niamero de
oocitos grau | do tratamento norgestomet baixo em relagdo ao controle e
norgestomet alto (4,0 + 0,6 vs 1,1 + 0,5 e 2,4 *+ 0,8, respectivamente) e no numero
de blastocistos no dia sete do tratamento norgestomet baixo (5,1 + 0,5) quando
comparado com os tratamentos controle (3,0 £ 0,7) e norgestomet alto (2,7 = 0,6).
Conclui-se que a insercado de um implante auricular de norgestomet de segundo uso
em vacas da raca Gir, melhora o niumero de odcitos grau | e de embrides no dia

sete.

Palavras-chave: progestagenos, dinamica folicular, OPU, Bos indicus, Bos taurus.



ABSTRACT

BEDOYA. H.J.N. Effect of norgestomet in synchronization follicular wave and in
vitro embryo production in Gir and Holstein breeds. [Efeito de norgestomet na
sincronizagao da onda folicular e producgéao in vitro de embrides de vacas da raca Gir
e Holandesa]. 2013. 95 f. Tese (Doutorado em Ciéncia Animal) — Faculdade de
Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy
Ribeiro, Campos dos Goytacazes, RJ, 2013.

The aim of this study was to determine the effect used in auricular norgestomet
implant or two new norgestomet implants in synchronized follicular wave and in vitro
embryo production of Gir (Bos indicus) and Holstein (Bos taurus) breeds. A total of
12 pluriparous, non-lactating cows were selected in this study, 6 Gir and 6 Holstein.
The animals were subjected to six consecutive ovum pick-up (OPU) with fourteen
days of interval. The study was performed in crossover desing and at each OPU
session the cows were subjected alternately to one of the hormonal treatment,
control — animals that did not receive auricular implant, low norgestomet — animals
receiving used auricular implant of norgestomet, high norgestomet — cow treated with
two new norgestomet implant (6 mg of norgestomet combined). Hormonal treatments
were conformed for four animals (two cows Gir — two cows Holstein). For synchronize
the emergence of a new follicular wave, all cows received 3 mg of estradiol benzoate
and 150 pg D-cloprostenol to eliminate the presence of corpus Iluteum and
endogenous progesterone influence in the treatment. The OPU was performed 7
days after the beginning of hormonal treatment using 7.5 MHz probe microconvex
transvaginal. The ear devices were removed 24 hours after OPU. All follicles = 3 mm
were aspirated and the oocytes recovered were morphologically evaluated, selected,
maturated, fertilized and cultured for in vitro embryo production. Data were analized
using Software Analysis and Experimentation Group (SAEG, version 9.1). The effects
the treatments, genetic group and OPU sessions and interaction were evaluated by
ANOVA. The means were compared by Tukey test (P<0.05). There was a difference
for the Gir cows number oocyte grade 1 of the low norgestomet treatment that control
and high norgestomet (4.0 £ 0.6 vs 1.1 + 0.5 and 2.4 £+ 0.8, respectively) and
number of embryos on day seven of the low norgestomet treatment (5.1 £ 0.5) that

control (3.0 = 0.7) and high norgestomet (2.7 = 0.6). In conclusion, the present study



demonstrated that using an auricular implant of norgestomet previously used in Gir

cows, increase the number oocyte grade 1 and number embryo on day seven.

Keywords: progestagens, follicular dynamics, OPU, Bos indicus and Bos taurus.
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1. INTRODUCAO

O desenvolvimento do setor agropecuario tem sustentado grande parte o
crescimento econdmico do Brasil nos dltimos anos. O enorme patrimdnio
representado pelo rebanho bovino nacional com estimativa de 212,8 milhdes de
cabecas (Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica — IBGE, 2012), justifica
plenamente o continuo investimento em pesquisa e desenvolvimento de novas
tecnologias que possibilitem maior produtividade do setor agroindustrial.

No entanto, o mundo vem enfrentando uma série de preocupacdes referentes a
mudancas climaticas, seguranca alimentar e crescimento populacional, onde se
estima que para o ano de 2050 o numero de habitantes esteja em 9,1 bilhdes
(MURPHY, 2012). Portanto, a producao de alimentos precisa ser dobrada e uma das
medidas que podem ser adotadas € a selecdo de racas mais produtivas, sistemas
gue permitam maior producdo em menor area, menor uso de agua e melhora na
qualidade dos alimentos que sdo proporcionados aos animais, utilizando modelos
ambientalmente sustentaveis (MURPHY, 2012).

A utilizacdo das técnicas de reproducdo assistida € considerada a base da
producdo pecuaria mundial, tornando-se cada vez mais importante para enfrentar
parte dos desafios presentes nas proximas décadas. Devido a isso, a utilizacdo da
técnica de aspiracéao folicular associada a producéo in vitro de embrides (OPU-PIV),
possibilita aumentar o niamero de nascimentos por fémea de alto valor genético,
melhorando o ganho genético anual de 2% proporcionado pela inseminacéo artificial
para 2,5% aproximadamente quando aplicado em programas de OPU-PIV
(VISHWANATH, 2003).

Segundo a Sociedade Internacional de Transferéncia de Embribes (IETS) em
2010, o Brasil foi responsavel por 58,7% da producdo mundial de embrides in vitro,
consolidando-se como lider absoluto na aplicacdo da técnica (STROUD e
CALLESEN, 2012). Esse otimo desempenho apresentado no pais € atribuido
principalmente as racas zebuinas, com uma participacdo de 84,6% e 15,4% de
contribuicdo das ragas taurinas e mesticas (VIANA, 2012).

Apesar do progresso obtido nos ultimos anos nos programas OPU-PIV, as taxas

de producdo de blastocistos sdo consideradas baixas, em torno de 30 a 40%
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(HASLER et al., 1995; 1998) e com um numero reduzido de embrides transferiveis
(MERTON et al., 2003).

Existem multiplos fatores que afetam o sucesso dos programas OPU-PIV. Entre
eles é possivel citar a realizacdo da técnica em fase aleatéria do ciclo estral, a
obtencado de odcitos em diferentes etapas de desenvolvimento ou em fase de atresia
(HENDRIKSEN et al., 2000; VASSENA et al., 2003), além da variabilidade de
resposta dos animais e dos sistemas de cultivo in vitro empregados (LONERGAN e
FAIR, 2008). A influéncia destes fatores pode diminuir a competéncia dos o0citos
para o desenvolvimento in vitro, afetando a producdo e qualidade dos embribes,
causando perdas de material genético e perdas econbémicas nos programas OPU-
PIV (BLONDIN e SIRARD, 1995).

Diversos trabalhos foram desenvolvidos com o intuito de aumentar a eficiéncia da
técnica de aspiracéo folicular associada a producéo in vitro de embrides, através da
sincronizacdo da onda de crescimento folicular junto a aplicacdo de gonadotrofinas,
visando melhorar a taxa de recuperacdo, a qualidade dos odcitos colhidos e o
namero de embrides produzidos (BLONDIN et al., 1997a;b; SIRARD et al., 1999;
GOODHAND et al., 2000; CHAUBAL et al.,, 2007; PFEIFER et al., 2009a; EL-
SHERRY et al., 2010).

Poucos relatos da literatura indicam que a administracdo exogena de
progesterona ou progestagenos, como o0s implantes auriculares de norgestomet
aplicados antes da OPU, podem estar relacionados com a melhora da qualidade dos
odcitos, influenciando provavelmente a producdo de embrides in vitro (BORCHERT
et al., 1999; PFEIFER et al.,, 2009a). Sabe-se que baixas concentracdes de
progesterona (1 a 2 ng/mL) ou a utilizagcao de implantes auriculares de norgestomet,
aumentam a frequéncia dos pulsos de LH, estimulando a atividade da aromatase
nas células da granulosa e consequentemente incrementa-se a producdo de
estradiol intrafolicular. Estudos observaram que o estradiol estimula o hipotadlamo
secretando o horménio liberador do horménio do crescimento (GHRH), liberando em
resposta o horménio do crescimento (GH) (EL-SHERRY et al., 2010). Por sua vez, o
GH e o estradiol tém capacidade de estimular a secrecédo hepatica de IGF-1, sendo
este fator relacionado com proliferacdo das ceélulas da granulosa (SPICER et al.,
1993), esteroidogénese, crescimento folicular (EL- SHERRY et al., 2010), qualidade
oocitéria (GRIMARD et al., 2012) e reserva ovariana (EVANS et al., 2012).
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Além disso, uma vantagem da utilizacdo de implantes auriculares de norgestomet
em protocolos para aspiracdo folicular quando comparado aos implantes
intravaginais de progesterona, estaria relacionado a que os implantes intravaginais
podem causar em alguns animais secre¢ao vaginal mucoide. Sendo esta secrecao
geralmente com consisténcia viscosa e asséptica, decorrente de um processo
irritativo que pode dificultar o procedimento de aspiragdo folicular, por causar
acumulo de muco na agulha e no circuito diminuindo a recuperacdo dos odcitos
(SENEDA et al., 2006).

Desta forma, em raz&o a importancia de progesterona na reproducado, o presente
estudo foi realizado a fim de estudar o efeito dos implantes auriculares de
norgestomet (Crestar®) em bovinos das racas Gir (Bos indicus) e Holandesa (Bos
taurus) no desempenho da producéo in vitro de embrides.
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2. HIPOTESE

A utilizagdo de implantes auriculares de norgestomet durante protocolos de
sincronizacgéo da onda folicular antes da OPU melhora a qualidade oocitéria e a
producdo de embrides in vitro em vacas da raga Gir (Bos indicus) e Holandesa
(Bos taurus).
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3. REVISAO DE LITERATURA

3.1 OOGENESE E FOLICULOGENESE EM BOVINOS

Nos mamiferos, a oogénese tem inicio durante o desenvolvimento embrionério,
sendo as cristas germinativas, também denominadas como cristas gonadais, as
estruturas precursoras das génadas (AERTS e BOLS, 2010). Em embrides bovinos,
as cristas genitais se desenvolvem aproximadamente no 35° dia de gestacéo
(ERICKSON, 1966a). As gbnadas sao invadidas por células germinativas primordiais
(CGP), oriundas da endoderme do saco vitelinico, formando os cordfes sexuais
(ADAMS et al., 2008). Durante o processo de migracdo das CGP e invasdo das
cristas germinativas (em bovinos ocorre entre os dias 30 e 64 de gestacado), estas
células se multiplicam por mecanismo de divisdo celular mitética (ADAMS et al.,
2008). O numero maximo de CGP é alcancado no momento da transicdo das
divisGes mitéticas para o inicio da meiose com um numero estimado de 2.100.000 a
2.700.000 (ERICKSON, 1966a; SMITZ e CORTVRINDT, 2002), sendo que antes do
nascimento esse numero de CGP é reduzido drasticamente por mecanismos
apoptoticos para 130.000 (ERICKSON, 1996b; AERTS e BOLS, 2010).

ApOs o processo de invasao das cristas germinativas pelas CGP o mecanismo de
mitose cessa (ADAMS et al., 2008) e os corddes sexuais se desagregam formando
um grupo de células que desenvolvem o rete ovarii € 0 estroma vascular ovariano
(LIN et al, 2002). Desta maneira, as celulas germinativas passam a ser
denominadas de oogbnias, sendo estas circundadas por células somaticas
achatadas, formando os foliculos primordiais (van den HURK e ZHAO, 2005).

Em determinado periodo da vida fetal (75 a 80 dias de gestacdo) (ADAMS et al.,
2008) as oogobnias passam a se dividir por meio da meiose até a profase I, tornando-
se o0citos primarios, permanecendo blogueados por meses ou anos até a
puberdade. Esta fase € conhecida também como estadio de vesicula germinativa
(VG) (LEAL e ADONA, 2006; ADAMS et al., 2008). A retomada da meiose somente
€ iniciada em resposta ao pico pré-ovulatério de LH (AERTS e BOLS, 2010),

progredindo até o estagio de metafase Il (MIl), quando é bloqueada novamente. A



23

meiose sO sera completada apds a fecundacdo do odcito, iniciando-se os ciclos
mitéticos do desenvolvimento embrionario (LEAL e ADONA, 2006).

A foliculogénese refere-se ao crescimento dos foliculos ovarianos envolvendo
uma seérie de eventos ou mudancgas sequenciais no crescimento e desenvolvimento
dos foliculos até a ovulagdo de um odcito maduro. A foliculogénese inicia-se com a
formacdo dos foliculos primordiais, verificando-se um crescimento regular no
diametro dos odcitos, assim como mudancas na conformacdo das células da
granulosa (AERTS e BOLS, 2010). BINELLI e MURPHY (2010) observaram que o
crescimento dos foliculos primordiais sofre um processo de ativacao folicular que
incrementa gradualmente o didmetro do od0cito, apresentando proliferacdo das
células foliculares e mudancas na conformacédo das células da granulosa que
passam de um formato achatado para, esta mudanca no tipo de células permite o
passo de foliculos primordiais a primarios. A medida que o nimero de camadas de
células da granulosa aumenta e a formacdo das células da teca e zona pellcida
inicia-se, os foliculos passam a ser denominados secundarios (HIRSHFIELD, 1991).
A fase seguinte do foliculo terciario ou antral é considerada o estagio mais evoluido
do desenvolvimento folicular, quando se forma uma cavidade preenchida por fluido
folicular, o antro. O crescimento destes foliculos é absolutamente dependente das
gonadotrofinas (ADAMS et al.,, 2008; AERTS e BOLS, 2010). A ultima fase da
foliculogénese ocorre com a formacdo do foliculo pré-ovulatério (HIRSHFIELD,
1991).

Na fase de ativacdo dos foliculos primordiais, destaca-se a participacdo de
fatores de crescimento, tais como a proteina morfogenética 6ssea — 4, 7 e 15 (BMP-
4, BMP-7 e BMP-15) e o fator de crescimento diferencial - 9 (GDF-9) (FORTUNE,
2003; BINELLI e MURPHY, 2010; FAIR, 2010). Esses fatores produzidos pelos
oocitos regulam e estimulam a proliferacdo das células da granulosa (BURATINI,
2007). No entanto, o crescimento dos foliculos secundarios é regido pelo fator de
crescimento similar a insulina — 1 e 2 (IGF-1 e IGF-2) (FORTUNE, 2003; SILVA et
al., 2009). J4 na formacdo dos foliculos antrais tem-se a participagdo do fator de
crescimento fibroblastico — 8 (FGF-8), IGF-1, IGF-2, além da participacdo das
gonadotrofinas, como o FSH que induz a formacgéo do antro e o LH mais relacionado
a fase pré-ovulatéria (FORTUNE, 2003; BINELLI e MURPHY, 2010; FAIR, 2010).
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3.2 CICLO ESTRAL DOS BOVINOS

Em fémeas bovinas, o intervalo entre dois estros de maneira consecutiva &
denominado ciclo estral. O ciclo estral bovino € um ritmo funcional dos 6rgéos
reprodutivos das fémeas que se estabelece a partir da puberdade. Compreende
modificacdes ciclicas na fisiologia e morfologia dos o6rgédos reprodutivos e
principalmente mudancas nas concentracdes dos horménios da reproducédo. As
fémeas bovinas sd@o consideradas poliéstricas ndo estacionais, que apresentam
ciclos estrais com uma duracdo média de 21 dias, com variagdo de 17 a 24 dias,
tanto em racas zebuinas (PINHEIRO et al., 1998; GAMBINI et al., 1999) quanto em
racas europeias (BO et al., 2000).

O ciclo estral é regido por interacbes e antagonismos endocrinolégicos de
hormonios secretados pelo hipotalamo, hipdéfise, gbnadas e utero (MACMILLAN e
BURKE, 1996). Durante o ciclo estral existe um longo periodo denominado fase
luteal, caracterizado pelo desenvolvimento e manutencdo do corpo luteo (CL), com
secrecdo de progesterona (RATHBONE et al.,, 2001) e um periodo mais curto
denominado fase folicular, caracterizado pelas baixas concentracfes plasmaticas de
progesterona e aumento na concentracdo de estradiol, horménio secretado pelo
foliculo dominante (MACMILLAN e BURKE, 1996). O aumento da concentracao de
estradiol € responsavel pelo comportamento de estro, evento de receptividade
sexual que tem uma duracdo entre 30 minutos e 27 horas em vacas taurinas
(LOPEZ et al., 2004) e entre 1,3 a 20 horas em vacas zebuinas (BO et al., 2002).

A regulacao do ciclo estral é feita por mecanismos enddcrinos e neuroendocrinos
por meio do eixo porta-hipotalamico-hipofisario, com a sintese e liberagcdo de
horménio liberador das gonadotrofinas (GnRH) secretado pelo hipotalamo, o qual
atinge a adenohipdfise e estimula a producdo de FSH e LH. A emergéncia da onda
folicular € acompanhada por um pico transitério de FSH, sendo responsavel pelo
crescimento dos foliculos recrutados em cada onda até a divergéncia folicular. O
FSH também é responsavel pelo crescimento do foliculo dominante e expanséo das
células do cumulus dos odcitos (GINTHER et al., 2003). O FSH estimula a producéo
de estradiol, inibina, activina e IGF-1 (GINTHER et al.,, 2003). O aumento na
circulacdo de LH esta relacionado com o mecanismo da divergéncia folicular, por

meio da expressao dos seus proprios receptores (LHR) nas células da granulosa do
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futuro foliculo dominante. Além de outras fungdes tais como o estimulo na producéo
de esteroides e fatores de crescimento intrafoliculares que estdo envolvidos na
divergéncia folicular e posteriormente, no mecanismo da ovulacdo (GINTHER et al.,
2003).

Apés a ovulacdo, as células da teca e da granulosa passam por alteracdes
morfolégicas e sdo responsaveis pela formacdo do corpo lateo, estrutura
responsavel pela secrecdo de progesterona durante a maior parte do ciclo estral
(SANGHA et al., 2002). A liberacédo de progesterona restringe a secrecao de LH com
pulsos de baixa frequéncia durante a fase luteal do ciclo estral, exercendo um
mecanismo de retroalimentagcéo negativa sobre o horménio GnRH (RATHBONE et
al., 2001). Caso o odcito ovulado ndo seja fertilizado ou ocorra alguma falha no
desenvolvimento embrionario inicial, havera liberacéo de prostaglandina F2a (PGF2a)
pelas células endometriais entre o 15° e 17° dia do ciclo estral, dando inicio ao
mecanismo luteolitico (FORDE et al., 2010). Apés a lutedlise ocorre diminuicdo nas
concentracfes plasmaticas de progesterona, que ocasiona o fim do mecanismo de
retroalimentacdo negativa sobre a secre¢cdo de GnRH. Em consequéncia ocorre
aumentando dos pulsos de LH, hormonio responséavel pelo crescimento do foliculo
ovulatério, maturacdo do od6cito e inducdo da ovulacdo, apresentando-se
posteriormente, um novo ciclo estral (RATHBONE et al., 2001).

3.3 DINAMICA FOLICULAR OVARIANA

Por meio de ultrassonografia foi possivel comprovar que o crescimento dos
foliculos durante o ciclo estral ocorre em ondas foliculares (FORTUNE et al., 1988;
SAVIO et al., 1988; PIERSON e GINTHER, 1988; SIROIS e FORTUNE, 1988). Em
bovinos, ha variagdo de uma (SAVIO et al., 1988) a quatro ondas (SIROIS e
FORTUNE, 1988), embora, seja mais frequente a ocorréncia de duas a trés ondas
foliculares (SIROIS e FORTUNE, 1988; SAVIO et al., 1988). Cada onda envolve o
desenvolvimento sincrono de um grupo de foliculos (KASTELIC, 1994), que sé&o
geralmente entre 10 a 50 estruturas responsivas as gonadotrofinas, com um
diametro de 2 a 3 mm. Uma parte desses foliculos continua o crescimento e pelo
menos um torna-se o foliculo dominante (BONDENSTEINER, 1996).
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A dindmica folicular ovariana em fémeas zebuinas da raca Nelore é caracterizada
pela formagédo de trés ondas de crescimento folicular em novilhas e duas ondas em
vacas (BARROS et al.,, 1995; GAMBINI et al., 1999). Este padréo de crescimento
folicular também foi observado por SAVIO et al. (1988) em fémeas de racas taurinas.

As fases do desenvolvimento folicular foram definidas primeiramente por
HODGEN, (1982) em primatas, sendo divididas em: recrutamento, selecdo e
dominancia. Posteriormente, as mesmas definicbes foram adaptadas no ciclo estral
dos bovinos (SIROIS e FORTUNE, 1988; GINTHER et al., 1989).

Em fémeas bovinas a emergéncia da primeira onda de crescimento folicular
ocorre no dia da ovulacédo (AERTS e BOLS, 2010), sendo que cada onda folicular
vem acompanhada por um pico transitério de FSH, até o maior foliculo atingir um
tamanho de 4 — 5 mm (BONDENSTEINER, 1996). Em animais com duas ondas de
crescimento folicular a onda seguinte ocorre do 9° a 10° dia do ciclo estral. Ja em
fémeas com trés ondas foliculares, a emergéncia da segunda onda ocorre do 8° ao
9° dia do ciclo estral, enquanto a terceira onda ocorre entre o 15° e 16° dia
(GINTHER et al., 1989; AERTS e BOLS, 2010).

Segundo BO et al. (1994), parte dos foliculos recrutados cresce entre 4 a 6 mm,
sendo que 2 a 5 dos maiores foliculos continuardo o crescimento enquanto 0s
demais, denominados como foliculos subordinados regridem. Dos foliculos que
continuam o crescimento um torna-se o futuro foliculo dominante, fase denominada
como divergéncia folicular. Por volta do terceiro a quarto dia apos a emergéncia da
onda folicular a concentracao plasmatica de FSH reduz para niveis basais e o futuro
foliculo dominante é selecionado (GINTHER et al., 2000).

Em bovinos da raca Holandesa, a divergéncia tem inicio ao redor do dia 2,8 apos
a emergéncia da onda folicular, e o foliculo dominante nesta fase atinge em média
um tamanho de 8,5 mm e 7,2 mm para o segundo foliculo maior (GINTHER et al.,
1996). Ja em novilhas da raca Nelore, a divergéncia apresenta-se por volta de 2,5 a
2,7 dias p6s-ovulacdo, com o tamanho do foliculo dominante que pode variar entre
5,4 mm (SARTORELLI et al., 2005), 5,9 mm (CASTILHO et al., 2006) e 6,2 mm
(GIMENES, 2006) enquanto, o diametro do segundo foliculo maior teve uma
variacdo entre 5,3 mm (SARTORELLI et al., 2005) a 5,8 mm (GIMENES, 2006).

Poucas horas antes da divergéncia folicular (16 horas), a concentragao
plasmatica de FSH declina (ADAMS et al., 1992; GINTHER et al., 1997; 1998; 1999)

cessando o crescimento dos foliculos subordinados. O intervalo entre 0 pico e o
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decréscimo dos niveis plasméaticos de FSH tem uma duracdo de aproximadamente 3
dias, sendo o declinio necessario para a estabilizacdo da divergéncia folicular
(GINTHER et al., 2003).

A alteracdo no padrdo de secrecdo do horménio liberador de gonadotrofinas
(GnRH) leva ao declinio de FSH pela adenohipdfise, sendo mediado pela acdo do
estradiol que é secretado pelo foliculo dominante, junto com a producédo de outros
horménios que influenciam diretamente o desenvolvimento folicular como a inibina,
activina e a folistatina (BONDENSTEINER, 1996; GINTHER et al., 1996; 1997).
Estes hormbnios agem de maneira conjunta e sdo produzidos pelas células da
granulosa dos foliculos. A activina estimula a producdo dos receptores de FSH
presentes nas células da granulosa (GLISTER et al., 2006), ja a inibina estimula o
aumento dos andrégenos produzidos pelas células da teca, e a folistatina é
considerada como o regulador negativo da activina (PATEL et al., 2007).

A activina estd presente nos foliculos, nas fases de recrutamento, selecéo e
dominancia, pois estes foliculos estdo em constante crescimento, influenciados pela
presenca de FSH (BEG e GINTHER, 2006). J4 a inibina e a folistatina estédo
presentes no foliculo dominante, exercendo um efeito inibitério sobre o
desenvolvimento dos foliculos subordinados (GLISTER et al., 2006).

A estreita relacdo entre o FSH e os foliculos no mecanismo do desvio folicular,
pode ser considerada um componente de grande importancia, envolvendo outros
mecanismos, assim como a producao de fatores pelo foliculo dominante que inibem
diretamente os outros foliculos de ambos os ovérios (GINTHER et al., 2003). Desta
maneira, o foliculo dominante permanece funcional por alguns dias ap0s atingir o
tamanho maximo e entdo sofre atresia. A perda da funcionalidade do foliculo
dominante resulta em um aumento transitorio de FSH, o qual estimula a emergéncia
de uma nova onda folicular (ADAMS et al., 1992; GINTHER et al., 1996; 1997).

A expressao dos receptores das gonadotrofinas e as enzimas esteroidogénicas,
estdo associadas principalmente, com o desenvolvimento dos foliculos (BAO et al.,
1997; ABDENNEBI et al., 1999). Os receptores para FSH foram localizados
especificamente nas células da granulosa (BAO et al., 1997; BAO e GARVERICK,
1998; ABDENNEBI et al.,1999), no entanto, a ligacdo do FSH com o0s seus
receptores, induz a expressdo dos receptores de LH na membrana das células da

granulosa.
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Apos as mudancas na dependéncia gonadotrdéfica dos foliculos selecionados, os
mecanismos envolvidos na funcdo do LH estdo associados a fase final do
crescimento do foliculo dominante (GINTHER et al., 1996) e na maturacao folicular
(DODE, 2006). As concentracfes de LH apresentam uma elevacéao transitoria entre
24 a 32 horas antes da divergéncia folicular (GINTHER et al., 1998; KULICK et al.,
1999), mantendo-se elevadas até por um periodo de 48 horas apdés o desvio
(BERGFELT et al., 2000; GINTHER et al., 2001).

O aumento da concentracdo de LH ativa as células da teca, estimulando a
sintese dos andrégenos que serdo aromatizados posteriormente em estradiol pelas
células da granulosa (GINTHER et al., 2001; MIHN e BLEACH, 2003). O aumento na
secrecdo de estradiol no momento da divergéncia folicular, leva a uma diminuicdo na
circulacao de FSH, facilitando a dependéncia intrafolicular do foliculo dominante pelo
LH (GINTHER et al., 1996). Por isso, considera-se que uma das funcbes do LH esta
relacionada a esteroidogénese e liberacdo de fatores de crescimento (GINTHER et
al., 2003).

Estudos anteriores verificaram que a supressao na secrec¢ao de LH ndo permite o
crescimento dos foliculos entre 7 — 9 mm, indicando a necessidade deste hormdnio
para o crescimento e desenvolvimento dos foliculos pds-desvio (GONG et al., 1995;
1996).

O aumento do LH na circulacdo estimula as células da granulosa dos foliculos
grandes a partir de 8 mm de diametro, na expressdo do RNAm para receptores de
LH (LHR) (XU et al., 1995; BAO et al., 1997; AERTS e BOLS, 2010). Outros estudos
observaram que a expressao dos receptores apresenta-se entre 2 a 4 dias apoés a
emergéncia da onda de crescimento folicular ou ovulacdo (BONDENSTEINER,
1996). BEG et al. (2001) e GINTHER et al. (2001) mostraram que a expressao de
LHR ocorre 8 horas antes do inicio da divergéncia folicular, sendo sugerido por estes
autores que a expressao precoce de LHR, poderia ser causa da dominancia folicular.

Além das diferencas citadas anteriormente, no numero de ondas foliculares
presentes no ciclo estral, ja foi descrito também, que fémeas de ragas zebuinas
apresentam um recrutamento maior de foliculos quando comparado com fémeas de
racas taurinas (33,4 £ 3,2 vs 25,4 + 2,5, respectivamente) (CARVALHO et al., 2008).
Essas particularidades na dinamica ovariana podem influenciar diretamente a
eficiéncia dos programas de transferéncia de embrides e a aplicagdo da técnica de
aspiracdo folicular associada a producdo in vitro de embribes, proporcionando
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vantagem quando utilizadas fémeas de racas zebuinas (BARUSELLI et al., 2007).
Por tal motivo, é importante realizar uma adequada escolha das doadoras para

alcancar maxima eficiéncia na aplicacdo de programas de reproducao assistida.

3.4 IMPORTANCIA DE PROGESTERONA NA REGULACAO DO
CICLO ESTRAL

A progesterona é um horménio esteroide secretado pelas células luteinicas,
placenta e glandula adrenal. Na maioria dos mamiferos, apds a ovulagédo as células
da granulosa remanescentes formam as células luteais grandes que produzem altas
guantidades de progesterona (SANGHA et al., 2002) e ocupam aproximadamente,
70% da area total do corpo luteo e secretam mais de 85% da progesterona (SALLES
e ARAUJO, 2010). Ja as células da teca d&o origem as células luteais pequenas que
liberam baixas quantidades de progesterona (SANGHA et al., 2002) e constituem
aproximadamente, 20 a 30% do volume do corpo lGteo (SALLES e ARAUJO, 2010).

Os principais efeitos de progesterona produzida pelo CL sdo observados no
sistema reprodutivo e no eixo hipotalamico-hipofisario exercendo um mecanismo de
retroalimentacdo negativa, controlando a secre¢cdo de GnRH e LH (MIHM et al.,
2002). As funcbes de progesterona no trato reprodutivo estdo relacionadas com a
ovulacdo de um odcito de boa qualidade, manutencéo da inatividade uterina para a
preparacao deste, caso haja gestacdo, desenvolvimento do concepto, sobrevivéncia
do embrido e do feto, parto normal (INSKEEP, 2004) e manutencéo da fase luteal do
ciclo estral (FORDE et al., 2010). A progesterona regula o desenvolvimento folicular,
através do controle da retroalimentagéo negativa sobre a secre¢do dos pulsos de LH
(KINDER et al., 1996), inibindo assim a ovulacdo e permitindo a emergéncia das
ondas foliculares (SAVIO et al., 1993). No entanto, a progesterona n&o tem
capacidade de suprimir a secrecao de FSH, o que permite a continuidade das ondas
foliculares em presenca de um corpo Iuteo funcional (ADAMS et al., 1992).

Em fémeas bovinas, o CL funcional esta presente em média do 4° ao 17° dia do
ciclo estral. Caso ndo sejam detectados sinais de reconhecimento materno da
gestacdo em quantidades suficientes, devido a alguma falha no desenvolvimento

inicial embrionério ou por auséncia de fertilizagdo do odcito, torna-se necesséria a
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regressdo do CL como consequéncia a liberacdo de PGF2a (FORDE et al., 2010).
Tal processo fisiologico determina uma diminuicdo na concentracdo plasmatica de
progesterona, possibilitando assim aumento na frequéncia dos pulsos de LH, o que
estimula a continuidade do crescimento do foliculo dominante que passa
posteriormente, a ter capacidade de secretar estradiol e inibina para finalmente
ocorrer a ovulacdo (IRELAND et al., 2000).

O aumento progressivo que a progesterona apresenta durante a fase luteal, tem
a capacidade de regular a expressdo dos seus proprios receptores no epitélio
endometrial (KIMMINS e MACLAREN, 2001), apresentando também, acéo
luteotréfica por modular sua propria sintese mediante um mecanismo de
retroalimentacdo positiva (KOTWICA et al., 1998). A ligacdo de progesterona aos
seus receptores € considerada maior nas células luteinicas grandes que nas
pequenas, indicando que a progesterona apresenta funcdo paracrina/autécrina na
fase luteinica (GIOMETTI et al., 2009).

A progesterona em conjunto com a ocitocina e estradiol, regulam a secrecéo de
PGF2a liberada pelas células endometriais, desencadeando o mecanismo luteolitico
(GOFF, 2004). Durante a primeira metade do ciclo estral, altos niveis de
progesterona inibem a expressdo de genes que sintetizam o estradiol e os
receptores de ocitocina localizados no endométrio, evitando a liberacdo prematura
de PGF2q, evento associado ao ciclo estral de curta duracdo, devido a lutedlise
prematura (SPENCER et al., 2004). Entretanto, nesta primeira fase do ciclo estral, a
alta exposicdo de progesterona estimula o acumulo de &cido araquidénico,
substancia que pode ser transformada em prostaglandina G2, precursor imediato da
PGF2a pela acdo da enzima ciclooxigenase 2 (COX-2), mecanismo que pode
antecipar também a lutedlise (GOFF, 2004). Ja durante a segunda metade do ciclo
estral, apresenta-se diminuicdo gradual na circulacdo de progesterona, devido a
propria regulacdo que a progesterona exerce aos seus receptores, levando assim, a
um incremento da secrecdo de ocitocina, o que permite ao endométrio passar a ter
capacidade de secretar PGF2a e desencadear o mecanismo luteolitico (SPENCER a
BAZER, 1995). Além disso, foi descrito que a progesterona tem uma participacédo no
estimulo da sintese de prostaglandina E2 (KOTWICA et al., 1998), substancia
considerada como fator luteotrofico e antiluteolitico na primeira metade da fase luteal
(XIAO et al., 1998).
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De acordo a concentracdo plasmatica de progesterona, foi observado no dia do
estro valores < 1 ng/mL, aumentando a partir do terceiro dia, atingindo valores
maximos de 4,2 ng/mL no 12° dia do ciclo estral (SANTIAGO, 2001). Outros
trabalhos acharam concentracfes de progesterona nos trés primeiros dias apds a
ovulacédo < 1 ng/mL, sendo observado um aumento progressivo na concentragédo de
3 ng/mL no 6° do ciclo estral, enquanto, a concentracdo maxima foi registrada com
valores > 4 ng/mL entre 0 10° e 14° dia p6s-ovulacdo (ADAMS et al., 2008).

Em vacas da raca Nelore foram registrados concentracbes médias de
progesterona de 7,5 ng/mL, variando de 3,6 a 7,6 ng/mL entre o 7° e 15° do ciclo
estral (ADEYEMO e HEATH, 1980; JIMENEZ et al., 1988). J4 BORGES (2003)
observou valores de progesterona variando entre 3,5 a 5,9 ng/mL no 12° e 14° do
ciclo estral

Do mesmo modo, em novilhas e vacas da raca Holandesa, foram encontradas
concentracbes de progesterona < 1 ng/mL nos trés primeiros dias do ciclo estral,
enguanto, o pico maximo foi registrado para ambas as categorias de animais no 14°
do ciclo estral (4 ng/mL para as vacas e 6 ng/mL para as novilhas) (SARTORI et al.,
2004).

FAIR e LONERGAN (2012) observaram, que a diminuicdo dos niveis plasmaticos
de progesterona leva ao pico de liberacdo de LH, horménio responsavel pela
inducdo da luteinizacdo das células da granulosa e da teca, expansdao do complexo
cumulus-o6cito, maturacao oocitaria, ovulacdo e mudancas no ambiente enddcrino
folicular, onde as células da granulosa deixam de secretar estradiol e passam a
secretar progesterona no liquido folicular (DIELEMAN et al., 1983), constituindo
cerca de 90% do total dos esteroides intrafoliculares (OSBORN e MOOR, 1983).

CERRI et al. (2011b) determinaram o efeito da variagdo na concentragao
plasmatica de progesterona durante o crescimento do foliculo ovulatorio sobre as
concentracbes de LH, estradiol, metabolitos de PGF2a (PGFM) e concentracdo no
fluido folicular de IGF-1. A reducdo da concentracdo de progesterona durante o
desenvolvimento do foliculo ovulatorio teve maiores efeitos sobre a dinamica
folicular, provavelmente mediado pelas mudancas na concentracdo plasmatica de
LH, aumentando os niveis de estradiol, e diminuindo a concentracdo de IGF-1 no
fluido folicular. Além disso, os autores descrevem que a reducdo dos niveis de
progesterona induz o efeito prematuro de retroalimentagdo positiva sobre os

receptores de estradiol, aumentando a sintese de PGF2a através de mudancas na
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liberacdo de ocitocina, incrementando desta maneira, os riscos de lutedlise
prematura. O estudo também sugere que os o0dcitos que se desenvolvem sob baixas
concentracfes de progesterona, sdo expostos a altas concentracdes de estradiol, o

gue pode afetar a qualidade oocitéaria.

3.5 ASSOCIACAO DE PROGESTERONA OU PROGESTAGENOS EM
PROTOCOLOS DE SINCRONIZACAO DE ESTRO E DA
OVULACAO

O controle farmacoldgico do ciclo estral é baseado na manipulacdo endocrina e
alteracdes hormonais simulando eventos fisiolégicos que ocorrem nas fémeas. Este
controle é baseado em trés abordagens principais: regressao folicular pela aplicacédo
de estradiol, inducdo da lutedlise pela aplicacdo de anélogos de PGF2a e
administracdo de progesterona ou seus derivados sintéticos, simulando a funcéo do
corpo lateo. O uso de progesterona exdgena mimetiza eventos fisiolégicos, tais
como, bloqueio do pico pré-ovulatério de LH e supressdo de estro, porém, sua
administracdo simula a fase luteinica do ciclo estral, regula a secre¢éo pulsatil de LH
e permite a ocorréncia das ondas foliculares (LARSON e BALL, 1992).

A importancia de progesterona na reproducdo bovina foi primeiramente descrita
por FONSECA et al. (1983), os quais descreveram que elevadas concentracdes de
progesterona durante 12 dias antes da inseminacao, foi relacionado com altas taxas
de concepgdo em vacas leiteiras. Assim, foi indicado que elevados niveis de
progesterona antes da inseminagéao artificial tiveram um efeito positivo na melhora
da fertilidade de vacas leiteiras e uma das possiveis causas de baixa fertilidade,
pode ser, devido a concentragdes reduzidas de progesterona antes da inseminacgao
(INSKEEP, 2004; WILTBANK et al., 2011). O estudo mostrou a importancia de altos
niveis de progesterona durante o crescimento do foliculo ovulatério. Os animais que
iniciaram o protocolo Ovsynch com alta concentracdo de progesterona (>1 ng/mL)
apresentaram maior taxa de prenhez (43,0%) quando comparado com os animais de
baixa concentracdo de progesterona (<1 ng/mL) (31,3%) (BISINOTTO et al., 2010).

Estes resultados mostraram que altos niveis de progesterona durante o crescimento
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do foliculo ovulatorio, aumentam a fertilidade em vacas leiteiras em mais de 10%
apos a inseminacéo artificial (FAIR e LONERGAN, 2012; WILTBANK et al., 2012).

Apesar do efeito positivo observado em varios trabalhos que descrevem que altos
niveis de progesterona melhoram o crescimento folicular e consequentemente,
aumentam a fertilidade dos animais, PFEIFER et al. (2009b) ndo observaram
diferenca nas taxas de gestacao de vacas e novilhas Bos taurus, submetidas a altas
ou baixas concentracdes de progesterona (3,8 = 0,41 vs 1,1 = 0,41 ng/mL,
respectivamente) durante o crescimento do foliculo ovulatério. Contudo, o estudo
relatou que baixos niveis de progesterona aumentam o didmetro do foliculo pré-
ovulatério em resposta ao aumento na frequéncia dos pulsos de LH, hormdnio
responsavel pelo crescimento do foliculo dominante.

Estudos realizados em bovinos utilizaram progesterona sintética norgestomet
(17a-acetoxy-11-B-methyl-19-nor-preg-4-ene-3,20-dione), para sincronizacdo do
ciclo estral. Os resultados mostraram alta eficiéncia deste progestdgeno na
supressdo do comportamento estral e ovulacdo (McGUIRE et al., 1990; HILL et al.,
1992; MOFFATT et al., 1993; KESLER et al., 1995; MACHADO e KESLER, 1996;
KESLER, 1997a;b).

A estrutura quimica de norgestomet é considerada idéntica a progesterona, com
excecdo de um grupo metil na posicédo 19 (Figura 1). Mas, o norgestomet apresenta
duas modificacdes: a presenca de um grupo metil na posi¢cdo 11 e de um acetato na
posicdo 17 (MACHADO e KESLER, 1996).

Norgestomet Progesterona

Figura 1. Estrutura quimica de norgestomet e de progesterona.
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O norgestomet ¢é considerado um horménio de rapida metabolizacao,
biologicamente ativo e excretado através da urina e fezes. GILBERT et al. (1974)
revisado por MACHADO e KESLER, (1996) relataram que o norgestomet € 15 vezes
mais biologicamente ativo que a progesterona quando administrada por via oral em
coelhos e 216 vezes mais ativo que a progesterona quando aplicada por via
subcutdanea em camundongos. WISHART (1972) revisado por MACHADO e
KESLER (1996) mostrou que 137 a 140 pg de norgestomet ou 45 mg de
progesterona aplicados diariamente sdo requeridos para suprimir o estro em
novilhas, motivo pelo qual os autores sugerem que o norgestomet consegue ser 321
vezes mais potente em bovinos quando comparado a progesterona.

Em um estudo mais recente foi constatado que os receptores de progesterona
apresentam maior afinidade de ligagdo ao norgestomet em relacdo a propria
progesterona (14,2 + 0,9 vs 1,1% + 0,9, respectivamente). Os autores relatam que
essa propriedade apresentada pelo norgestomet é devido a uma eficiente
competéncia de ligacédo aos receptores de progesterona (PERRY et al., 2005).

Os primeiros trabalhos realizados entre as décadas de 70 e 80 (revisado por
TAYLOR et al., 1993) relataram o uso de norgestomet em bovinos em associacéo ao
valerato de estradiol para o controle e a sincronizagdo do ciclo estral. Sendo nesses
primeiros estudos detectadas baixas taxas de gestacdo. TAYLOR et al. (1993)
avaliaram o uso de norgestomet em novilhas Holandesas na fase luteal e na fase
folicular do ciclo estral. Os resultados mostraram que o norgestomet mantém o
crescimento do foliculo ovulatério, sem afetar a emergéncia das ondas foliculares.
De igual maneira, o norgestomet ndo afetou o padrdo de secrecao de LH durante a
fase luteal e folicular, sendo observado na primeira fase pulsos de baixa frequéncia
e alta amplitude. Entretanto, na fase folicular o padrdo de secre¢cao de LH
apresentou-se com pulsos de alta frequéncia e baixa amplitude.

Em novilhas de corte Bos taurus, avaliaram o efeito de um, dois, quatro e oito
implantes de norgestomet sobre a frequéncia de secrecdo dos hormoénios LH e
estradiol. Os autores observaram que as novilhas que receberam dois, quatro e oito
implantes de norgestomet tinham os pulsos de LH suprimidos. Ja em relacdo a
concentracdo plasmatica de estradiol os resultados mostraram que o0 grupo com um
implante de norgestomet teve maiores concentragdes do hormdnio esteroide,
aumentando a taxa de crescimento e o tamanho do foliculo dominante (SANCHEZ et
al., 1995).
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GARCIA et al. (2004) verificaram que novilhas Holandesas submetidas a
protocolos de sincronizagdo de estro e da ovulacdo, associando norgestomet e
GnRH, foram efetivos na inducdo de uma nova onda de crescimento folicular. SA
FILHO et al. (2005) verificaram que a dinamica folicular de novilhas Bos indicus
tratadas com implantes auriculares de norgestomet, promoveu incremento na taxa
de crescimento folicular e no didmetro do foliculo dominante, aumentando a taxa de
ovulacdo e sincronia das ovulagdes, quando comparado a dispositivos intravaginais

de progesterona.

3.6 IMPORTANCIA DE PROGESTERONA NA PRODUCAO DE
EMBRIOES IN VITRO

Com o intuito de melhorar a producdo de embribes in vitro, estudos foram
realizados adicionando 300 nmol/L progesterona ao meio de maturagédo (SILVA e
KNIGHT, 2000). Os resultados do estudo indicaram que a adicdo de progesterona
diminui a competéncia para o desenvolvimento dos o4citos apds a clivagem, sendo a
taxa de blastocisto menor em relacdo ao grupo nao tratado (21,0 + 3 vs 35,0% + 4).
Por conseguinte, o trabalho ressalta que a adicdo de progesterona na maturacao in
vitro aumenta significativamente a secrecdo enddgena de inibina-a, hormdnio que
tem a capacidade de inibir o potencial de desenvolvimento dos odcitos.

APARICIO et al. (2011) acrescentaram ao meio de maturacédo 50 ou 100 ng/mL
de progesterona, mas, ndo foi obtido efeito significativo no desenvolvimento
embrionario (taxa de blastocisto no D8) quando comparado com 0 grupo controle
(40,0 = 45, 39,0 £ 4,0 e 42% * 2,6, respectivamente). Além disso, 0s autores
identificaram a expressao de receptores de progesterona nos complexos cumulus—
oocitos (PGR-A e PGR-B) durante o periodo de maturacdo, sugerindo uma
importante acdo local da progesterona e dos seus receptores no mecanismo de
maturagdo oocitaria com o reinicio da meiose. O estudo também destaca que os
horménios FSH, LH e progesterona, regulam a expressao dos receptores da prépria
progesterona durante a maturacdo in vitro. De maneira similar aos resultados

citados anteriormente, AKISON e ROBKER (2012) descreveram que tanto a
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progesterona quanto 0s seus receptores, contém um impacto positivo sobre a
competéncia para o desenvolvimento dos o6citos em atingir o estagio de blastocisto.

PELUSO e PAPPALARDO, (1998) cultivaram células da granulosa de
camundongos utilizando meio suplementado com progesterona. Os autores
descreveram pela primeira vez que a adi¢cao de progesterona no cultivo deste tipo de
células e a expressdo dos seus proprios receptores, podem estar relacionadas a um
efeito antiapoptotico das células da granulosa, regulando assim varias outras
funcdes ovarianas. Pesquisas recentes verificaram que o periodo que corresponde a
maior atividade na secrecdo de progesterona pelos complexos cumulus-oécitos esta
entre 10 a 22 horas de maturacao in vitro, periodo no qual ocorrem os eventos de
expansdo das células do cumulus e apoptose (SALHAB et al., 2011). O trabalho
mostrou, que apos 10 horas da maturagao in vitro ocorre a expressao dos receptores
de progesterona e liberacdo da proteina denominada clusterina, apresentando
atividade antiapoptoética durante as primeiras horas da maturacéo in vitro. Contudo, o
estudo propde que a producdo de progesterona esta relacionada a inibicdo da
apoptose das células do cumulus e a alta competéncia dos odcitos, através de vias
associadas com a fosforilacdo das proteinas tais como: SMAD2, JNK e AKT
(SALHAB et al., 2011). De acordo com FAIR e LONERGAN (2012), provavelmente o
efeito antiapoptético da progesterona ndo estad relacionado a uma Unica via
(processos morfolégicos ou bioguimicos), mas pode ser atribuido a regulacdo de

varias vias ou processos que ocorrem durante a maturacao oocitaria.

3.7 INFLUENCIA DO GRUPO GENETICO NOS PROGRAMAS OPU-
PIV

O primeiro relato do uso da técnica de aspiracdo folicular de odcitos bovinos foi
realizado mediante uma abordagem transcutanea, descrita por CALLESEN et al.
(1987).

PIETERSE et al. (1988) modificaram a técnica de recuperacdo de odcitos para
ser empregada na espécie bovina, por via transvaginal com auxilio de ultrassom,
denominada de aspiracéo folicular guiada por ultrassonografia, com o objetivo de

produzir um numero maior de embrides e mais gestacdes por doadora do que
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através de protocolos de superovulacdo (DELLENBACH et al., 1984; COHEN et al.,
1986; LENZ et al., 1987). Posteriormente, PIETERSE et al. (1991) denominaram a
técnica de “ovum pick-up” (OPU). A partir desse ano a puncéo de foliculos imaturos
de ovarios de doadoras vivas apresentou uma rapida difusdo e trouxe novas
perspectivas aos programas de reproducéo assistida, pois uma maior quantidade de
oocitos tornou-se disponivel para a producéo in vitro de embrides (BOLS et al.,
2005).

Dentre as reconhecidas vantagens da OPU esta o fato da obtencdo de odcitos
em qualquer fase do ciclo estral sem tratamento hormonal (MERTON et al., 2003),
possibilitando realizar repetida recuperacdo de odcitos de animais vivos sem trauma
aparente do trato reprodutivo. Por ser uma técnica pouco invasiva, permite a
producdo de embrides oriundos de vacas senis (BROGLIATTI e ADAMS, 1996), com
patologias reprodutivas adquiridas (LOONEY et al., 1994; BUNGARTZ et al., 1995),
vacas prenhes (BUNGARTZ et al., 1995) e em novilhas pré-puberes (BROGLIATTI e
ADAMS, 1996). Outra reconhecida vantagem na aplicacdo da técnica junto a FIV é a
maximizacdo no uso do sémen, permitindo maior producdo de embrides com uma
Unica dose, que pode ser de alto valor econdmico e inclusive sémen sexado (FABER
et al., 2003). No entanto, uma das principais desvantagens da técnica refere-se ao
seu alto custo. Mesmo assim, 0 seu uso é plenamente justificado quando realizado
em animais de alto mérito genético e valor comercial (GALLI et al., 2001). Segundo
van WAGTENDONK-de LEEUW (2006), o custo de um embrido por OPU-PIV é
aproximadamente duas vezes maior em relagédo aos embrides por TE convencional.

Através da associacdo da OPU-PIV, os resultados obtidos em relacdo a taxa de
clivagem oscilam entre 60 e 80% (CHAUHAN et al.,, 1999) e 30 a 40% tem a
capacidade de atingir o0 estagio de blastocisto (HASLER et al.,, 1995; 1998).
Contudo, o progresso conquistado nos ultimos anos pode ser considerado baixo,
assim, as atuais pesquisas buscam encontrar mecanismos que proporcionem
melhores condigcbes em relagdo a qualidade dos odcitos coletados e sistemas de
cultivo, que visem aumentar a competéncia para o desenvolvimento dos odcitos
utilizados na producao in vitro de embrides.

O numero de odcitos recuperados por doadora sofre uma grande variacao
individual por fatores biol6gicos e mecanicos. Segundo KRUIP et al. (1994), existe
uma variacao entre doadoras com uma oscilacdo de 9 a 26%, entretanto, HASLER
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et al. (1995) relataram uma variagéo de 4 a 33% e DAYAN (2001) obteve variacéo
entre 14 e 54%.

Entre os fatores que podem influenciar os programas OPU-PIV é possivel
considerar fatores mecanicos tais como: aparelho de ultrassom (BOLS et al., 1995;
2004; GALLI et al., 2001), dominio da técnica de aspiracéo pelo operador (SCOTT et
al., 1994), pressao da bomba de vacuo (BOLS et al., 1995; HASHIMOTO et al.,
1999), tipo de agulha utilizada (BOLS et al., 1995; 2004; HASHIMOTO et al., 1999;
GALLI et al., 2001) e frequéncia de aspiracdo (KRUIP et al., 1994; REICHENBACH
et al., 1994; HASLER et al., 1995; MERTON et al., 2003). Entre os fatores biol6gicos
€ possivel destacar a raca (LOONEY et al., 1994; DE ARMAS et al., 1994), a idade
(GALLI et al., 2001; MERTON et al., 2003), o estado reprodutivo (BUNGARTZ et al.,
1995), a fase do ciclo estral (PIETERSE et al., 1991; MACHATKOVA et al., 1996), o
estado nutricional (OLIVEIRA et al., 2002) e o estresse térmico (WOLFENSON et al.,
1995; KRININGER Il et al., 2003, TORRES-JUNIOR et al., 2008).

Estudo realizado em vacas da raga Gir (Bos indicus), apresentou alta variagdo na
taxa de recuperacdo de odécitos em relacdo a frequéncia de aspiracéo folicular, foi
mostrado que OPU uma vez por semana teve maior taxa de odécitos colhidos quando
comparado com duas aspiragbes por semana (74,3 e 59%, respectivamente),
porém, a taxa de odcitos grau | foi melhor para o grupo com duas OPU por semana
(22,6%) em relacdo a uma aspiracdo por semana (13,3%). De modo similar, a
porcentagem de blastocistos obtidos foi maior para o grupo de duas puncdes por
semana em relacdo a uma OPU por semana (31,8 vs 21,6%, respectivamente)
(VIANA et al., 2004). Estudo mais recente em animais do mesmo grupo genético
apresentou variagdo na recuperagao de oocitos de 4,4 a 7,0 estruturas, com taxa de
odcitos grau | entre 8 e 13,6%, e taxa de odcitos viaveis entre 40 e 63,6% (VIANA et
al., 2010). Trabalhos subsequentes em vacas Nelore (PONTES et al., 2009; 2011)
obtiveram em média para cada sessdo de OPU: 30 odcitos recuperados, 23,3
oocitos viaveis e 8,1 embrides transferiveis.

Em um estudo comparativo entre fémeas Bos indicus e Bos taurus, GIMENES
(2010) observou o efeito da aspiracéo folicular realizada em 1, 3 e 5 dias apds a
emergéncia da onda folicular, em relacdo a taxa de blastocisto de novilhas da raca
Nelore e Holandesa. Os resultados mostraram melhor taxa de blastocisto em
novilhas Nelore quando comparado as Holandesas nos dias mencionados
anteriormente (28,1, 28,4 e 28,4% vs 16,6, 15,7 e 10%, respectivamente). Esses
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resultados sé@o consistentes com os obtidos por ESCALONA et al. (2008), os quais
compararam a taxa de blastocisto de odcitos oriundos de ovéarios de matadouro de
fémeas Brahman e Holandesa (28,5 vs 17,5%, respectivamente). Ambos os estudos
sao conclusivos em ressaltar a melhor capacidade de adaptacéo das racas zebuinas
ao estresse térmico, com a obtencdo de odcitos de melhor qualidade e maior
capacidade de desenvolvimento in vitro (ESCALONA et al., 2008; GIMENES, 2010).

Os primeiros trabalhos realizados em Bos taurus, relataram taxas de recuperacao
de odcitos de 2 a 3 estruturas por doadora por sessdo (PIETERSE et al., 1988).
BOUSQUET et al. (1999) recuperaram em meédia 4,7 estruturas por sessdo e
BORDIGNON et al. (1997) encontraram acima de 11 odcitos por sesséo.

Estudos posteriores em doadoras Bos taurus (GOODHAND et al.,, 2000;
SENEDA et al., 2001; PETYIM et al., 2003; RIZOS et al., 2005; DE ROOVER et al.,
2008), relataram taxas de recuperacdo de odécitos com variacdo entre 37 a 72,2%,
namero de odcitos colhidos entre 2,6 a 6,1, estruturas e taxa de blastocisto entre 19
a 46,5%. RIZOS et al. (2005) em animais da raca Holandesa, obtiveram maior
namero de odcitos grau | e Il em novilhas em relagcdo as vacas (3 vs 1,8,
respectivamente), com taxa de blastocisto maior nas vacas (46,5%) quando
comparado as novilhas (33,4%).

Embora, néo esteja esclarecida a razdo porque as fémeas da raca Nelore
produzem um namero maior de odcitos por sessdo de OPU em relacdo as fémeas
de racas Bos taurus (PONTES et al., 2011). Estudo recente (SILVA-SANTOS et al.,
2011) estimou a populacao de foliculos pré-antrais em ovarios de fémeas Bos taurus
e Bos indicus, sendo utilizados ovérios de fetos, novilhas e vacas. Os resultados do
trabalho ndo mostraram diferenca no ndmero de foliculos pré-antrais entre as
diferentes categorias de ovarios. Deste modo, uma possivel explicacdo
proporcionada por esse grupo de pesquisa, relata que mecanismos que controlam o
desenvolvimento folicular apdés o estadio pré-antral podem estar envolvidos
aumentando o numero de odcitos para fémeas de racas Bos indicus. Outra hipotese
sugerida pelo grupo de pesquisa de PONTES et al. (2011) relata que, vacas da raca
Nelore apresentam menor taxa de atresia folicular. DISKIN et al. (2003) relataram
que alguns horménios metabdlicos podem ser responsaveis pelo controle do
desenvolvimento folicular (GH, IGF-1, insulina e leptina). ALVAREZ et al. (2000)
constataram que fémeas Brahman apresentaram maiores niveis circulantes de IGF-1

em relacdo a animais da raca Angus e Senepol, sendo o IGF-1 responsavel por
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estimular a funcdo ovariana, agindo de maneira sinérgica com as gonadotrofinas,
promovendo a esteroidogénese e crescimento folicular (LUCY, 2000; EL-SHERRY et
al., 2010).

3.8 INFLUENCIA DE PROGESTERONA OU PROGESTAGENOS NA
COMPETENCIA OOCITARIA E PRODUCAO IN VITRO DE
EMBRIOES

Varios protocolos hormonais tém empregados em doadoras de odcitos a fim de
melhorar a taxa de recuperacdo dos complexos cumulus—oécitos e aquisicdo de
competéncia para a produgéo in vitro de embrides. Dentre os protocolos realizados
podem ser citados tratamentos com gonadotrofinas (BLONDIN et al., 1996;
BLONDIN et al.,, 1997a;b; GOODHAND et al., 1999; 2000; REIS et al., 2002;
CHAUBAL et al., 2007; SENDAG et al., 2008; MONTEIRO et al., 2010; EL-SHERRY
et al.,, 2010) e somatotropina bovina — bST (PIVATO et al., 1999; FERRAZ, 2008).
Outros estudos tém avaliado tratamentos com progesterona exdégena com o intuito
de aumentar o numero de foliculos e odcitos recuperados, assim como a qualidade
dos odcitos para o desenvolvimento in vitro (PFEIFER et al., 2009a).

Apesar dos protocolos de estimulacdo hormonal antes da OPU, promover
aumento de tamanho dos ovarios, tornando mais facil sua manipulacédo
(TECHAKUMPHU et al., 2004), além de estimular o crescimento folicular, sendo a
aspiracdo destas estruturas mais facil tecnicamente. No entanto, a eficiéncia da taxa
de recuperacdo € significativamente baixa quando comparado com animais néo
tratados (BOLS et al., 1997). Alguns autores justificam a baixa taxa de recuperacéo
destes o0citos a um estagio de maturacdo mais avancado e presenca de liquido
folicular mais viscoso e em maior quantidade, contendo camadas de células da
granulosa que dificultam a aspiracdo destas estruturas (GOODHAND et al., 1999;
SENEDA et al., 2001).

Normalmente, os od0citos utilizados em programas de producdo in vitro de
embrides, sdo originarios de foliculos entre 3 a 8 mm de didmetro, sendo colhidos
em diferentes estdgios de desenvolvimento e atresia. Entretanto, a fase do ciclo

estral que proporciona melhor qualidade e competéncia aos o0citos € considerada a
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fase de diestro (fase com maior influéncia de progesterona), permitindo aos odécitos
se desenvolverem melhor, em um ambiente com maior concentracdo de
progesterona. Do mesmo modo, odcitos colhidos em fase folicular do ciclo estral sdo
considerados menos competentes, devido a baixa concentracdo de progesterona
que ocorre neste estagio (MACHATKOVA et al., 2004).

Alguns trabalhos mostraram que concentragdes subluteais de progesterona séo
associadas ao aumento dos pulsos de LH, hormdnio que estimula a esteroidogénese
das células da granulosa, incrementando a atividade estrogénica e melhorando a
expressao dos genes da enzima aromatase e formacao de receptores para FSH e
LH nas células da granulosa (PFEIFER et al., 2009b).

PFEIFER et al. (2009a) comprovaram o efeito de diferentes niveis de
progesterona em doadoras mesticas (Bos taurus x Bos indicus) sobre a qualidade
dos odcitos e competéncia para o desenvolvimento in vitro de embribes. Os trés
niveis estabelecidos de progesterona foram: nivel muito baixo <1 ng/mL (sem
implante), nivel baixo entre 1 e 2 ng/mL (insercdo de um implante reutilizado) e nivel
alto >3 ng/mL (insercao de dois implantes novos). As doadoras foram sincronizadas
previamente com implante intravaginal de progesterona, aplicacdo de PGF2a e
aspiracdo de todos os foliculos maiores que 5 mm de didmetro. A taxa de
recuperacdo foi significativamente maior para o0 grupo com niveis altos de
progesterona (68,8%) em relacdo aos grupos com niveis baixos e muito baixos (60,9
e 46,6%, respectivamente). Porém, a taxa de qualidade dos odcitos colhidos (grau |
a lll) foi maior para os grupos baixa progesterona e muito baixa progesterona
quando comparado ao grupo alta progesterona (79,4, 72,3 vs 68,4%,
respectivamente). De modo semelhante, o grupo com baixa progesterona foi
significativamente maior na taxa de blastocistos (28,2%) em relagdo aos grupos alta
(16%) e muito baixa progesterona (15%). A partir desse trabalho, foi considerado a
importancia de niveis adequados de progesterona capazes de influenciar a
gualidade dos odcitos, fato que pode estar relacionado a frequéncia dos pulsos de
LH e dos niveis de atresia. Os autores sugerem que baixos niveis de progesterona
favorecem a pulsatilidade de LH e consequentemente, melhora na competéncia para
o desenvolvimento in vitro dos o0citos até o estagio de blastocisto.

Estudo subsequente (EL-SHERRY et al., 2010) avaliou altos e baixos niveis
circulantes de progesterona em vacas Holandesas, sendo verificado maior

quantidade de foliculos no 3° e 5° dia do ciclo estral para os animais com baixa
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concentracdo plasmatica de progesterona (20 e 22,8, respectivamente) em relacao
as doadoras com altos niveis plasméticos de progesterona (11,3 e 11,6,
respectivamente). Os resultados do trabalho mostraram que animais com baixos
niveis de progesterona aumentaram os pulsos de LH, o que influenciou a dinamica
folicular e a esteroidogénese, estimulando a atividade da enzima aromatase e a
secrecdo de estradiol. Em bovinos, o estradiol estimula o hipotalamo na liberacdo de
outros horménios tais como o hormonio liberador de horménio de crescimento
(GHRH), estimulando assim, a secrecdo de GH (HASSAN et al., 2001; HAYASHI et
al., 2008; SHIMIZU et al., 2008). Estudos mostraram que o GH promove a secrecéo
hepatica de IGF-1 (ALVAREZ et al., 2000; HAYASHI et al., 2008), substancia
associada a mecanismo de crescimento folicular (LUCY, 2000; EL-SHERRY et al.,
2010).

BORCHERT et al. (1999) verificaram o efeito de norgestomet em vacas Bos
taurus, durante a obtencéo de foliculos pré-ovulatérios persistentes com presenca de
norgestomet ou foliculos pré-ovulatérios normais em auséncia de norgestomet. Foi
mostrado que a qualidade dos od6citos derivados de foliculos pré-ovulatérios
persistentes ndo difere dos foliculos normais, no entanto, a expansao das células do
cumulus foi significativamente maior nos foliculos persistentes em relacdo aos
normais. Entretanto, as taxas de blastocistos ndo apresentaram diferenca entre
ambos 0s grupos (22 vs 18,9%, respectivamente).

Desta modo, poucos trabalhos avaliaram o uso de norgestomet em doadoras de
o0citos, sendo necessario verificar o efeito de norgestomet na qualidade dos odcitos
e producdo in vitro de embribes em animais submetidos a condi¢bes iguais de

manejo e ambiente.
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4. OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o efeito dos implantes auriculares de norgestomet na sincronizagéo da
onda folicular e producéo in vitro de embrides de vacas da raca Gir (Bos indicus) e

Holandesa (Bos taurus) submetidas a aspiracgéao folicular.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar o efeito dos implantes auriculares de norgestomet sobre:
o Populagéo folicular no inicio e final dos tratamentos hormonais;
o Taxa de recuperacao;
o Qualidade dos odécitos;
o Taxa de blastocistos de vacas da raga Gir (Bos indicus) e Holandesa

(Bos taurus).
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5. MATERIAL E METODOS

5.1 ANIMAIS E INSTALACOES

O experimento foi realizado na EMBRAPA Gado de Leite, Campo Experimental
Fazenda Santa Monica — CEFSM, localizada no distrito de Bar&o de Juparand, no
municipio de Valenca — RJ. O periodo experimental foi compreendido entre os
meses de marco e junho de 2012.

Foram utilizadas 12 vacas pluriparas, ndo lactantes, sendo seis fémeas da raca
Gir (Bos indicus) e seis da raca Holandesa (Bos taurus), com idades variando entre
3 e 7 anos e escore de condicdo corporal de 3,5 a 4,0 na escala de 1 a 5 pontos
(Figura 2).

Os animais foram submetidos a exame ultrassonografico para deteccdo de
ciclicidade, apresentando-se livres de Brucelose e Tuberculose, e devidamente
vacinados contra Aftosa, Leptospirose, IBR e BVD.

Durante o periodo experimental, os animais foram mantidos em condicfes
similares de pastagem (Brachiaria decumbens e Brachiaria brizantha), com

suplementacao mineral e agua ad libitum.

Figura 2. Vacas Gir (Bos indicus) e Holandesas (Bos taurus), doadoras de o6citos, Campo
Experimental Fazenda Santa Monica — CEFSM, EMBRAPA Gado de Leite,
Valenca — RJ, 2012.
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5.2 ULTRASSONOGRAFIA DAS ESTRUTURAS OVARIANAS

As doadoras foram selecionadas através de exames ultrassonograficos
transretais, realizados pelo mesmo técnico. Foi utlizado um aparelho de
ultrassonografia modelo DP 2200 (Mindray VET, China), equipado com um
transdutor endoretal linear (75L50EAV) com frequéncia 7,5 MHz. Foram realizados
dois exames de ultrassonografia consecutivos, com intervalo de sete dias para
detectar ciclicidade, registrando todos os foliculos presentes, sendo selecionadas
como doadoras aquelas que apresentaram CL.

Apoés a selecdo das doadoras, exames ultrassonograficos foram realizados no
inicio e no final de cada tratamento hormonal, registrando a variacdo da populacao
folicular durante todo o periodo experimental.

Para uma visualizacdo adequada dos ovarios, foram capturadas as imagens
utilizando-se o recurso “cineloop” para realizar o registro da populacédo dos foliculos

pequenos (< 6 mm), médios (6 a 9 mm) e grandes (> 9 mm).

5.3 TRATAMENTO HORMONAL PARA A SINCRONIZACAO DA ONDA
FOLICULAR

A emergéncia da onda folicular foi sincronizada em todos os animais por meio de
tratamento hormonal esquematizado na Figura 3.

Os animais foram distribuidos em trés tratamentos hormonais sendo aplicado 3
mg de benzoato de estradiol (RIC- BE®, Tecnopec Ltda, Brasil) no dia 0 e a fim de
eliminar a presenca dos corpos luteos e efeito de progesterona endogena, uma dose
de 150 pg de D-cloprostenol (Prolise®, Tecnopec Ltda, Brasil) foi administrada no
inicio e no final de cada tratamento hormonal (Figura 3).

e Tratamento controle — sem implante auricular de norgestomet;

e Tratamento norgestomet baixo — foi inserido um implante auricular de
segundo uso contendo norgestomet (Crestar®, Intervet, Brasil);

e Tratamento norgestomet alto — foram inseridos dois implantes auriculares

novos (3 mg de norgestomet cada implante), a uma concentracao total de
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6 mg, associado a benzoato de estradiol e PGF2a como descrito no grupo
anterior.

O procedimento de OPU foi realizado 7 dias apds o inicio do protocolo de
sincronizacdo ou 3 dias apés a emergéncia da nova onda folicular, sendo os
implantes auriculares removidos apés 24 horas.

Cada um dos tratamentos hormonais incluiram 4 doadoras de cada grupo
genético (duas vacas da raca Gir e duas da raca Holandesa) e a cada sesséo de
aspiracdo foram submetidas de forma alternada em todos os tratamentos

“crossover”.
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2 mL PGF2a OPU
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Tratamento norgestomet baixo
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DO D7 D8

Tratamento norgestomet alto

Figura 3. Representacdo esquematica dos tratamentos hormonais associados a implantes
auriculares de norgestomet (Crestar®), em vacas Gir (Bos indicus) e Holandesa
(Bos taurus), Valenca — RJ, 2012.
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5.4 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

As avaliacbes ultrassonograficas realizadas previamente no inicio do
experimento, permitiram distribuir de forma equilibrada os animais entre os
tratamentos, conforme a populacao folicular visualizada.

Todas as doadoras passaram por todos os tratamentos com a finalidade de
remover o efeito animal sobre os resultados do estudo. Desta maneira, o trabalho foi
realizado em delineamento “crossover”. Os animais de ambos 0s grupos genéticos
foram submetidos a seis sessdes de aspiragao folicular consecutivas, com intervalo
entre aspiracbes de 14 dias e a cada OPU as vacas foram alternadamente
submetidas em cada um dos tratamentos hormonais, sendo incluido neste periodo o

tratamento de ressincronizagao da onda folicular (Figura 4).



Sincronizacéo 12 OPU Sincronizacéo 22 OPU Sincronizacéo 32 OPU
y \ 4 \ 4 y
Grupo norgestomet alto Grupo norgestomet alto Grupo norgestomet alto —_—>
Grupo norgestomet baixo Grupo norgestomet baixo Grupo norgestomet baixo | —»
Grupo controle Grupo controle Grupo controle —
DO D14 D28 D35
Sincronizacao 42 OPU Sincronizacéo 52 OPU Sincronizacéo 62 OPU
y \ 4 \ 4 y
Grupo norgestomet alto Grupo norgestomet alto Grupo norgestomet alto
Grupo norgestomet baixo Grupo norgestomet baixo Grupo norgestomet baixo
Grupo controle Grupo controle Grupo controle |
|
D42 D49 D56 D63 D70 D77

Figura 4. Representacado esquematica do delineamento “crossover” alternado, com a utilizacdo de implantes auriculares de norgestomet em
vacas Gir (Bos indicus) e Holandesa (Bos taurus), submetidas a aspiracao folicular a cada 14 dias, Valenca — RJ, 2012.
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5.5 ASPIRACAO FOLICULAR GUIADA POR ULTRASSONOGRAFIA

Os animais foram contidos em brete, sendo feita a restricdo dos movimentos pelo
pescoco e flanco. Posteriormente foi realizada a remocao das fezes, seguida da
limpeza e higienizacdo da regido perineal com 4gua e sabdo e secagem da area
com papel toalha. No final deste procedimento foi realizada aspersdo da regido
perineal com alcool 70%. Anestesia epidural foi realizada no espaco entre a ultima
vértebra sacral e primeira coccigea, com uma associacao de cloridrato de lidocaina
e cloridrato de xilazina sem vasoconstritor (Bloc®, J.A Satde Animal, Brasil), em um
volume total de 4 mL.

Previamente ao procedimento de puncéao folicular foi realizada a contagem dos
foliculos de ambos os ovéarios com auxilio de um aparelho de ultrassonografia DP
2200 VET (Mindray, China), equipado com um transdutor microconvexo (65C15EAV)
com frequéncia de 7,5 MHz, acoplado a uma guia transvaginal para aspiracéo
folicular.

A puncdo dos foliculos foi realizada pelo mesmo técnico, com auxilio de uma
agulha descartavel para aspiracdo de 20 “G” (WTA-Vet, Brasil) acoplada a uma linha
de aspiracdo de teflon (1,7 mm de diametro e 110 cm de comprimento) junto a um
tubo coénico de 50 mL. Foi utilizado um tubo coénico para cada animal, contendo um
volume de 5 mL de DPBS (DPBS®, Vitrocell, Brasil), acrescido de 0,1% de heparina
(Liguemine®, Roche, Brasil), 1% de soro fetal bovino - SFB (Gibco BRL, Grand
Island, NY) e antibidticos (penicilina G — 100 Ul/mL e sulfato de estreptomicina — 100
pg/mL, Sigma-Aldrich Co, Estados Unidos). Esta solugcdo estava previamente
aguecida a 37°C. Os tubos foram conectados a uma bomba de vacuo com
aguecedor de tubos (BV-003, WTA-Vet, Brasil) com uma pressao negativa de 70
mm/Hg (entre 13 a 15 mL de liquido/minuto).

As aspiracdes foram realizadas em ambos os ovarios, em todos os foliculos com
diametro >3 mm. O fluido folicular coletado foi depositado em tubo cénico de 50 mL,
e posteriormente transferido para um filtro EmCom (Agtech, USA). Foram acrescidos
aproximadamente 100 mL de DPBS para remoc¢éo dos coagulos e células. O liquido
contendo os odcitos foi transferido para placa de petri (100 x 20 mm) e os complexos
cumulus-o6citos (CCOs), apresentando pelo menos uma camada de células do

cumulus e citoplasma homogéneo foram selecionados. As estruturas foram lavadas
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em meio 199 HEPES (Gibco BRL, Grand Island, NY) suplementado com 10% de
soro fetal bovino (Gibco BRL, Grand Island, NY), 16 ug/mL de piruvato sédico e 83,4
Mg/mL de amicacina (Instituto Biochimico, Rio de Janeiro, Brasil).

Foram considerados adequados para maturagao in vitro os CCOs de grau |, Il e
lll, enquanto as demais estruturas (desnudos, degenerados e expandidos) foram
descartadas, sendo incluidas no calculo de taxa de recuperacdo e numero de
o0citos totais.

Foi utilizado como critério de avaliacdo o0 aspecto citoplasmatico quanto a cor,
homogeneidade, integridade e numero de camadas das células do cumulus. A
classificagdo dos CCOs foi realizada conforme descrito por COSTA (1997) (Tabela
1).

Tabela 1. Descri¢do da classificagdo dos CCOs.

Categoria Descricao

Grau | Complexos cumulus-oécito compactos apresentando mais de trés
camadas de células do cumulus, o6citos com citoplasma escuro e
homogéneo ou apresentando pequenas irregularidades.

Grau Il Complexos cumulus-o6cito compactos apresentando menos de
trés camadas de células do cumulus, odcitos com citoplasma
escuro e homogéneo ou apresentando pequenas irregularidades.

Grau lll ou Complexos cumulus-o6cito compactos apresentando até uma
parcialmente camada de células do cumulus.

desnudos
Desnudos ou Odcitos apresentando a maior parte ou totalidade de sua superficie
degenerados sem células da granulosa e apresentando sinais de degeneracao,

como vacuolizagéo intensa ou desintegracdo do citoplasma.

Expandidos Complexos cumulus-odcito apresentando expansao das células do
cumulus, com aumento do volume total e aspecto gelatinoso.

Zona pelucida Zona pelucida rompida, sem contetdo citoplasmatico.

Fonte: COSTA (1997).
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5.6 PRODUCAO IN VITRO DE EMBRIOES

5.6.1 Maturacao in vitro

Os CCOs de cada doadora foram lavados trés vezes em gotas de 100 yL de
meio de lavagem (meio 199 tamponado com HEPES e 10% de SFB) e transferidos
separadamente para gotas de 100 pL (20 odcitos) de meio 199 tamponado com
bicarbonato de soédio e suplementado com 10% de SFB, 1,0 pg/mL de FSH
(Folltropin™, Bioniche Animal Health, Belleville, Canada), 50 pg/mL de hCG
(Profasi™, Serono, Sao Paulo, Brasil), 1,0 yg/mL de estradiol, 16 ug/mL de piruvato
sédico, ITS (5 yg/mL de insulina-transferrina-selénio) e 83,4 ug/mL de amicacina,
cobertas com 6leo mineral estéril (Sigma-Aldrich Co, Estados Unidos). A maturacéo
ocorreu em um periodo de 24 horas em estufa incubadora a 38,5°C, 5% CO, em ar
atmosférico e 95% de umidade.

5.6.2 Preparo dos espermatozoides

Foi utilizado sémen sexado de um Unico touro e partida da raca Gir e Holandés
Preto e Branco (HPB), ambos com fertilidade conhecida. As palhetas foram
descongeladas a 35°C durante 30 segundos, e o conteudo foi vertido
cuidadosamente sobre o gradiente de Mini-Percoll descontinuo (45 / 90) e
centrifugado por 7 minutos a 800 x g. O sedimento foi ressuspendido em 1000 pL de
meio FERT-TALP e centrifugado novamente por 5 minutos a 320 x g. Apés a
centrifugacéo, o sobrenadante foi desprezado e o sedimento ressuspendido com
meio FERT-TALP de forma a completar um volume final de 100 pL. A dose
inseminante correspondeu a 1,0 x 10° espermatozoides / mL.

O sémen do touro Gir foi utilizado para a fertilizacdo dos odcitos das vacas
Holandesas, e o sémen do touro Holandés foi usado para a fertilizacdo dos odcitos

das vacas Gir.
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5.6.3 Fertilizac&o in vitro

Apé6s a maturacdo, os CCOs (20 por cada gota) foram retirados da estufa e
lavados trés vezes em gotas de 100 pL de meio FERT-TALP. Depois foram
colocados com o0s espermatozoides em gotas de 50 pyL de meio FERT-TALP
suplementado com 0,6% de BSA, 10 yg/mL de heparina, 18 uM de penicilamina, 10
MM de hipotaurina, 1,8 uM de epinefrina e cobertos com 6leo mineral estéril.

Os CCOs permaneceram em cultivo junto com 0s espermatozoides por um

periodo de 18 a 22 horas sob as mesmas condicbes empregadas na maturacao.

5.6.4 Cultivo in vitro

ApO6s o periodo de fertilizacdo, os provaveis zigotos foram transferidos
separadamente por doadora para gotas de 100 uL de meio SOF, onde procedeu a
remocdo parcial das células do cumulus por pipetagem vigorosa. Apds este
procedimento as estruturas foram lavadas trés vezes em gotas de 100 pyL de meio
SOF e procedeu-se o cultivo dos provaveis zigotos em gotas de 100uL de meio SOF
suplementado com 2,5% de SFB e 5 mg/mL de BSA recobertas com éleo mineral
estéril por um periodo de sete dias, nas mesmas condi¢cdes empregadas nas etapas

da maturagéo e fecundagao in vitro.

5.6.5 Avaliagcao da taxa de clivagem

Em um periodo de 72 horas pés-fecundacéo, 50% do volume de cada gota foi
removido e substituido, utilizando-se o mesmo meio de cultivo citado anteriormente.

Neste momento, foi determinada a taxa de clivagem dos embribes em cultivo.
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5.6.6 Avaliacao da taxa de blastocisto

Apos sete dias da fecundacéo (D7) foi avaliada a taxa de blastocisto e avaliados
os embrides de acordo com o estagio de desenvolvimento e grau de qualidade,
segundo a classificacdo da IETS (STRINGFELLOW e GIVENS, 2010).

5.7 ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram analisados com auxilio do Software Analysis and
Experimentation Group (SAEG, versdo 9.1), através do aplicativo Sistema para
Andlises Estatisticas e Genéticas, foram obtidas as médias e erros padrdo das
variaveis: numero de foliculos pequenos, niumero de foliculos médios, nimero de
foliculos grandes, nimero de foliculos visualizados, numero de odcitos recuperados,
taxa de recuperacdo, numero de odcitos grau |, nimero de odécitos grau Il, nUmero
de odcitos grau Ill, namero de odcitos desnudos, nimero de odcitos expandidos,
namero de odcitos degenerados, nimero de o4citos viaveis, taxa de odcitos viaveis,
taxa de clivagem, numero de blastocistos no dia sete, taxa de blastocistos. Foram
considerados no modelo estatistico os 3 tratamentos (controle, norgestomet baixo e
norgestomet alto), os grupos genéticos (Gir e Holandesas) e as seis sessdes de
aspiracao folicular, sendo verificadas as influéncias destes fatores e suas interacdes
mediante a andlise de variancia, e nos casos em que foi obtido efeito significativo

(P<0,05), foram comparadas as médias pelo teste de Tukey.
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6. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os efeitos dos fatores tratamento, grupo genético e sesséo de aspiragéo folicular
e suas respectivas interacdes estdo apresentados na Tabela 2.

Houve efeito do tratamento na variavel numero de odcitos grau | (P=0,05) e
namero de blastocistos no dia sete (P=0,04). Em relacdo ao grupo genético
apresentou-se efeito nas varidveis numero de foliculos visualizados (P=0,0002),
namero de odcitos recuperados (P=0,013), numero de odcitos grau Il (P=0,0057),
namero de odcitos grau Il (P=0,0067), taxa de clivagem (P=0,02) e numero de
blastocistos no dia sete (P=0,03). Ja na sesséo de aspiracéo folicular foi observado
efeito nas varidveis numero de foliculos visualizados (P=<0,0001), nidmero de
odcitos grau | (P=0,03), numero de odcitos grau Il (P=0,006), nimero de odcitos
desnudos (P=0,04), numero de odcitos expandidos (P=0,001), numero de
blastocistos no dia sete (P=0,04) e taxa de blastocisto (P=0,006).

Entretanto, houve interacdo entre tratamento x grupo genético na variavel nimero
de odcitos grau | (P=0,05) e numero de blastocistos no dia sete (P=0,03). J& a
interacdo tratamento x sessdo de aspiracdo afetou (P<0,05) o numero de foliculos
visualizados (P=0,05), numero de odcitos desnudos (P=0,003) e numero de
blastocistos no dia sete (P=0,00002). Quanto a interacdo entre o grupo genético x
sessdo de aspiracdo, observou-se nas variaveis numero de foliculos visualizados
(P=0,04), numero de odcitos grau | (P=0,04), taxa de clivagem (P=0,02) e taxa de
blastocisto (P=0,05).



Tabela 2. Efeito das varidveis tratamento, grupo genético e sessdo de aspiracao folicular e suas interacdes, Valenca — RJ, 2012.

EFEITOS (VALORES DE P)

Grupo Sesséao Tratamento Tratamento Grupo genético
Tratamento genético de OPU X X X
Grupo genético Sessdo de OPU Sessdo de OPU
Ne° foliculos visualizados 0,29 0,0002 < 0,0001 0,19 0,05 0,04
N° o6citos recuperados 0,28 0,0013 0,33 - 0,23 -
Taxa de recuperacéao (%) - 0,28 0,12 -- 0,36 -
N° o6citos grau | 0,05 0,31 0,03 0,05 - 0,04
N° o6citos grau I -- 0,0057 -- -- 0,37 --
N° oé6citos grau lll - 0,0067 0,006 - - --
N° o6citos desnudos 0,20 0,11 0,04 -- 0,003 --
N° o6citos expandidos - 0,83 0,001 - - 0,13
N° o6citos degenerados - 0,82 0,42 0,12 0,35 -
N° odcitos viaveis - 0,01 -- -- 0,22 0,09
Taxa de odcitos viaveis (%) 0,31 0,86 0,13 -- 0,18 0,22
Taxa de clivagem (%) -- 0,02 0,19 -- -- 0,02
N° blastocistos no D7 0,04 0,03 0,04 0,03 0,00002 --
Taxa de blastocisto (%) - 0,28 0,006 - - 0,05

--Valor de P nao determinado.
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6.1 EFEITO DO TRATAMENTO HORMONAL EM RELACAO A
POPULACAO FOLICULAR E EFICIENCIA DA SINCRONIZACAO
DA ONDA

A populagéo folicular durante os tratamentos hormonais das vacas Gir e

Holandesas esta representada na figura 5, respectivamente.

Populcéo folicular

Populcéo folicular

[ Vacas Gir
18,8
2,0 15 | | 1,7 1,0 ONorgestomet
alto
18,6
1,7 0.9 _ 1,5 10 BNorgestomet
baixo
17,0
2,2 o9 [ 1,9 1,4
'''''''''''''''''''''''''' ncontrole
Fol.<6 mm |Fol.6-9mm | Fol.>9 mm Fol.<6mm |Fol.6-9mm | Fol.>9 mm
Inicio do tratamento hormonal Final do tratamento hormonal
r Vacas Holandesas
14,8 13,0
| 2,6 1,3 I—I 1,5 15 ONorgestomet
alto
14,0 12,4
_ 2,0 1,7 _ 2,5 1,0 BNorgestomet
baixo
14,3 11,0
el 2.6 11 ARRARAARARANN 2,2 1,5 BControle
Fol.<6mm |Fol.6-9mm | Fol.>9 mm Fol.<6mm |Fol.6-9mm | Fol.>9 mm

Inicio do tratamento hormaonal

Final do tratamento hormonal

Figura 5. Populacéo folicular de vacas Gir (6) e Holandesas (6), no inicio e no final dos
tratamentos hormonais.
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O nuamero total de foliculos visualizados (populacao folicular) ndo foi influenciado
(P>0,05) pelo efeito dos implantes auriculares de norgestomet no inicio e no final
dos tratamentos hormonais dos grupos controle, norgestomet baixo e norgestomet
alto, tanto nas vacas da raca Gir, quanto nas Holandesas (Figura 5). A populacéo
folicular em bovinos, ndo estd diretamente relacionada a aplicacdo de protocolos
hormonais para a sincronizagédo da onda folicular e sim a mecanismos inerentes das
ragas. Diferencas na populagéo folicular entre Bos indicus e Bos taurus, foram
relacionadas a maiores concentracdes circulantes de IGF-1 e insulina em racas
zebuinas (ALVAREZ et al. 2000). SALES (2011) verificou maiores concentracfes de
IGF-1 no liquido folicular de vacas Gir, quando comparado com vacas Holandesas.
Sabe-se que a insulina € um dos principais fatores que controlam a liberacdo e a
biodisponibilidade de IGF-1. Desta maneira, especula-se que maiores concentracées
de insulina e IGF-1 séo responsaveis pelo maior numero de foliculos recrutados em
zebuinos do que taurinos. Principalmente, por estes horménios estarem aumentados
na fase estrogénica, momento que ocorre o recrutamento dos foliculos e emergéncia
da nova onda folicular.

Outro possivel mecanismo para tal evidéncia estaria relacionado a maior
concentracdo sérica de progesterona durante o ciclo estral. Existem indicios que
vacas de corte taurinas e vacas Holandesas em lactacdo com populacéao folicular
<15 estruturas visualizadas, apresentam de 30 a 50% menor concentracado sérica de
progesterona em relacdo a vacas com alta populagao folicular (225 foliculos)
(JIMENEZ-KRASSEL et al.,, 2009). Outros estudos verificaram que o maior
metabolismo hepatico dos hormonios esteroides apresentado em vacas Holandesas
estd diretamente correlacionado a alta ingestdo de matéria seca e maior fluxo
sanguineo hepético (WILTBANK et al., 2006). Segundo GONG et al. (2002), alta
ingestdo de matéria seca pode aumentar ou até diminuir o niumero de foliculos
recrutados por onda (SARTORI et al., 2007). De acordo com esses resultados é
provavel que a baixa populacdo folicular observada nas vacas Holandesas, esteja
relacionada a maior metabolismo hepatico de progesterona durante o ciclo estral.
Outros estudos, atribuem essas diferencas a mecanismos relacionados com
menores taxas de atresia dos foliculos antrais das fémeas Bos indicus em relacédo as
Bos taurus (SILVA-SANTOS et al., 2011).



Tabela 3. Efeito da sincronizacdo da onda folicular e nimero médio de foliculos ovarianos de vacas Gir (Bos indicus) e Holandesas (Bos
taurus) tratadas com benzoato de estradiol e prostaglandina ou benzoato de estradiol e prostaglandina associado a implantes
auriculares de norgestomet, Valenca — RJ, 2012.

VACAS GIR VACAS HOLANDESAS
Controle Norgestomet Norgestomet  Valor de Controle Norgestomet Norgetomet  Valor de
baixo alto P baixo alto P
N° animais 2 2 2 - 2 2 2 -
N° animais com foliculo 0,5+0,1 0,5+0,1 0,8+0,2 0,41 0,8+0,2 0,8+0,2 0,7%+0,2 0,32
>9 mm no inicio do
tratamento
N° animais com CL no 0,2+0,1 05+0,1 0,3+0,1 0,30 04+0,1 0,3+0,1 0,5+0,1 0,35
inicio do tratamento
N° animais com CL no 0,52+0,1 0,17 +0,1 0,0 0,02 0,5%+0,1 0,72£0,1 0,08° 0,1 0,01
final do tratamento
N° foliculos pequenos 170+ 1,6 18,6 £+ 1,3 18,8+ 1,2 0,36 11,0+ 1,2 12,4+0,9 13,0+ 1,0 0,43
(<6 mm)
Ne foliculos médios 1,9+0,6 15+0,4 1,7+0,4 0,41 22+05 25+0,6 1,5+04 0,52
(6 —9 mm)
N° foliculos grandes 0,9+0,2 0,7+0,2 05+0,1 0,41 0,8+0,2 0,7+0,2 0,4+0,2 0,45
(>9 mm)
Ne foliculos visualizados 204+15 21,2+1,3 216+1,2 0,30 148+1,2 16,0+ 1,0 16,2+0,9 0,49

Os dados estdo descritos como média + EPM.
2.5 | etras mintsculas distintas, na mesma linha, diferem entre si, na variavel do mesmo grupo genético, (P<0,05).
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Os dados da Tabela 3 indicam que houve diferenca significativa (P=0,02) para o
namero de animais com corpo lateo no final do protocolo hormonal da raga Gir, do
grupo controle em relagdo aos grupos norgestomet baixo e alto (0,5 + 0,1 vs 0,1 £
0,1 e 0,0). Entretanto, nas doadoras da raca Holandesa observou-se maior niamero
de animais com corpo luteo (P=0,01) dos tratamentos controle (0,5 + 0,1) e
norgestomet baixo (0,7 £ 0,1) quando comparado ao tratamento norgestomet alto
(0,08 + 0,1). Esses achados mostraram que a aplicacdo exdgena de PGF2a no dia
do inicio dos protocolos hormonais, talvez nédo tenha sido eficiente em promover o
mecanismo luteolitico. Sendo possivel que o corpo luteo, tenha sido formado em
decorréncia a uma ovulacao recente (menor a cinco dias), considerando-se ainda
imaturo e nao responsivo ao efeito de PGF2a, apresentando-se assim, falhas na
lutedlise.

Ainda que no presente trabalho ndo tenham sido realizadas avaliagdes
ultrassonogréficas diarias, para determinar o dia da emergéncia da nova onda
folicular. De acordo com os resultados especula-se que a administracdo de estradiol
em ausséncia de norgestomet (tratamento controle de ambos 0s grupos genéticos)
pode estimular a liberacdo de GnRH/LH, causando a ovulacdo do foliculo >9 mm
presente no inicio do protocolo hormonal e como consequéncia a emergéncia da
nova onda folicular de maneira nao sincronica. GIMENES (2006) mostrou que a
capacidade ovulatéria de fémeas Bos indicus é adquirida por foliculos 27,6 mm de
didametro. Ja SARTORI et al. (2001) na espécie Bos taurus verificaram que a
capacidade ovulatéria é obtida por foliculos com diametro 210 mm.

Esta bem documentado que a aplicacdo de benzoato de estradiol tem sido
utilizado como substituto do tratamento com GnRH para induzir a ovulagdo em
bovinos. Sabe-se que a administracdo de benzoato estradiol em presenca de
foliculos FSH-dependentes, provoca atresia folicular promovendo reducdo das
concentracbes plasmaticas de FSH. Quando os niveis de benzoato de estradiol
retomam aos valores basais, ocorre a emergéncia da nova onda de crescimento
folicular em virtude do novo aumento de FSH (BO et al., 1995; 2000). Ja4 quando
aplicado em presenca de foliculos LH-dependentes, o benzoato de estradiol ndo
induz atresia folicular, mas previne a emergéncia de uma nova onda até que tenha
voltado a niveis basais. Mecanismo contrario apresenta-se quando o benzoato de
estradiol é associado a progesterona ou aos progestagenos, adquirindo capacidade

de induzir atresia dos foliculos LH-dependentes.



61

Segundo GIMENES (2010), novilhas Nelore e Holandesas, sincronizadas com
implante auricular de norgestomet mais benzoato de estradiol, o dia da emergéncia
da onda folicular foi correspondente a 4,2 £ 0,2 e 4,4 £ 0,2 dias, respectivamente. No
entanto, FERREIRA et al. (2009) observaram emergéncia da onda nos dias 3,9 *
0,2, 35 + 0,2 e 3,8 £+ 0,2, para vacas em lactacdo, vacas secas e novilhas
Holandesas, respectivamente. Os animais desse estudo foram previamente
sincronizados com associacdo de um implante auricular de norgestomet, benzoato
de estradiol e PGF2a. Mais recentemente, BASTOS (2012) constatou que a
emergéncia da onda folicular em Bos indicus e Bos taurus, é dose-dependente ao
tratamento com benzoato de estradiol, sendo a emergéncia da onda folicular
observada nos dias 3,0 + 0,1, 3,3 + 0,2 e 3,8 + 0,2, para as doses de 1, 2 e 4 mg,
respectivamente.

Dessa maneira, a adicdo de implantes auriculares de norgestomet de segundo
uso e dois implantes novos ao protocolo de sincronizagcédo da onda folicular na raca
Gir provavelmente promoveu atresia e emergéncia de uma nova onda folicular.
Relatos de literatura sdo escassos quando se trata de implantes de norgestomet de
segundo uso. ALMEIDA (2003) e MALUF et al. (2010) compararam as taxas de
prenhez de vacas Nelore lactantes sincronizadas com um implante auricular de
norgestomet novo ou um implante de segundo uso. Ambos os estudos concluiram
que as taxas de gestacdo ndo foram afetadas quando aplicados implantes de
norgestomet de segundo uso.

KESLER et al. (1995); MACHADO e KESLER, (1996) verificaram que implantes
auriculares de norgestomet novos tém capacidade de liberacdo diaria entre 137 a
140 pg, concentragdo necessaria para inibir a manifestagdo de estro em bovinos.
Embora no presente trabalho a concentragdo plasméatica de norgestomet ndo tenha
sido mensurada. Os resultados mostraram que o tratamento norgestomet baixo nas
vacas Holandesas (grupo implante de segundo uso), apresentou maior numero de
animais com corpo liteo no final do protocolo hormonal em relagdo ao grupo
norgestomet alto. Esta diferenca pode ser atribuida a que a utilizacdo de implantes
de norgestomet de segundo uso na raca Holandesa, para sincronizar a onda
folicular, provavelmente n&o liberou os niveis de norgestomet requeridos por dia
(entre 137 e 140 pg) para bloquear a secregcdo de LH e induzir a regressao dos
foliculos em associacdo com o benzoato de estradiol. Outra provavel explicacéo,

estaria relacionado a menores concentragdes circulantes de progesterona em Bos
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taurus (Angus e Holandés) em relacdo a Bos indicus (Nelore e Gir) (CARVALHO et
al., 2008). Estas menores concentragcdes circulantes de progesterona podem ser
decorrentes de um metabolismo maior dos hormonios esteroides em Bos taurus.
SARTORI et al. (2004) verificaram que vacas Holandesas em lactacdo apresentam
menor concentracdo sérica de progesterona e estradiol do que novilhas. Assim, as
concentragdes de ambos os hormonios para as vacas foram de 5,8 £ 0,6 e 7,3 £ 0,8,
respectivamente. Ja nas novilhas de 7,3 = 0,4 e 11,4 £ 0,6, respectivamente. No
entanto, BASTOS (2012) relatou que o maior metabolismo dos esteroides em vacas
Holandesas pode ser uma caracteristica inerente a raca e ndo apenas uma
consequéncia da elevada ingestao alimentar.

Quanto as vacas Holandesas do tratamento norgestomet alto € possivel ressaltar,
que a insercdo de dois implantes auriculares novos foram eficientes na
sincronizagao da onda folicular, baseado nas estruturas ovarianas encontradas no
final do protocolo hormonal. Desta forma, pode-se supor que dois implantes novos
gue contém um total 6 mg de norgestomet, podem liberar mais de 140 ug de
norgestomet ao dia, promovendo a supressédo de estro e da ovulacao.

Contudo, apesar de que nao foi observada diferenga significativa no nimero de
animais com foliculo >9 mm de didmetro no final dos protocolos hormonais em
ambos 0s grupos genéticos. E possivel supor que a presenca de foliculo dominante
foi promovida em decorréncia ao aumento da frequéncia dos pulsos LH quando
utilizados implantes auriculares de norgestomet. SANCHEZ et al. (1995)
constataram que a inser¢cdo de um implante de norgestomet novo apresenta maior
frequéncia nos pulsos de LH em um periodo de 24 horas (19,6 + 0,6) quando
comparado com dois implantes (14,0 £ 1,7) e sem implante (14,4 + 1,9). No mesmo
estudo foi verificado que a taxa de crescimento do foliculo dominante (mm/dia) foi
superior quando inserido um implante em relacdo a dois ou sem implante (1,68 *
0,04 vs 1,20 + 0,04 e 1,12 + 0,06, respectivamente). PFEIFER et al. (2009a)
detectaram maior concentracdo plasmatica de LH nos animais tratados com um
implante intravaginal usado em relagdo aos grupos de dois implantes novos e sem
implante. J& HAYASHI et al. (2008) detectaram em vacas Holandesas que o
tamanho do foliculo dominante trés dias apds a emergéncia da nova onda folicular
(p6s-ovulacao) apresentou 9,9 + 0,8 mm de didmetro, enquanto as concentragdes
plasmaticas de progesterona e LH foram <1 ng/mL e 1,6 + 0,06 ng/mL,

respectivamente. De acordo com os resultados observados por HAYASHI et al.
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(2008), outra provavel explicacdo em relacdo a presenca de foliculo dominante no
final dos tratamentos hormonais, estaria relacionada a inducdo da ovulacdo dos
foliculos >9 mm de diametro no inicio dos protocolos hormonais, mecanismo que
provavelmente favoreceu a formacdo de um corpo lateo com diametro reduzido e
diminuicdo das concentragbes circulantes de progesterona (<1 ng/mL). Esse
fendbmeno permite a liberacdo de maiores pulsos de LH que levam a estimular o
crescimento do foliculo maior.

Outro mecanismo que pode explicar os resultados obtidos em relacédo a presenca
de foliculo dominante, esta relacionado ao tratamento com PGF2a no momento da
insercao dos implantes auriculares de norgestomet (D0). Sabe-se que a PGF2a pode
reduzir os niveis circulantes de progesterona, aumentando a frequéncia dos pulsos
de LH, assim estimulando o crescimento do foliculo dominante. CARVALHO (2004)
observou em novilhas da raca Gir que o didmetro do foliculo dominante no dia da
remocgé&o do implante intravaginal de progesterona (D8) foi maior para o grupo com
PGF2a no dia 0 em relacdo a sem PGF2a (8,9 £ 0,8 vs 7,2 + 0,1, respectivamente) e
a taxa de crescimento do foliculo dominante (mm/dia) foi de 1,0 £ 0,2 vs 0,6 % 0,2,
respectivamente. Ja em novilhas Holandesas o diametro do foliculo dominante com
e sem PGF2a foi de 10,5 + 0,8 vs 6,7 £ 1,0 e a taxa de crescimento de 1,4 £ 0,1 vs

0,9 £ 0,1, respectivamente.

6.2 EFEITO DO TRATAMENTO HORMONAL E DO GRUPO
GENETICO SOBRE A PRODUCAO IN VITRO DE EMBRIOES

N&o houve efeito da associacdo de implantes auriculares de norgestomet nos
protocolos hormonais para o numero de foliculos visualizados, nimero de o00citos
recuperados e taxa de recuperagcdo em ambos 0S grupos genéticos (Tabela 4).
Possivelmente a recuperagdo dos o0citos ndo apresentou variacdo entre o0s
tratamentos do presente estudo, devido a presenca de foliculo dominante no
momento da aspiracao folicular. Sendo esta estrutura responsavel por induzir atresia
dos foliculos em desenvolvimento através da secrecao de inibina e estradiol.

PFEIFER et al. (2009a) em vacas Bos taurus x Bos indicus, apresentaram efeito

no numero de oocitos recuperados para 0S grupos progesterona baixa e alta em
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relacdo sem progesterona (6,6 + 0,8, 7,0 £ 0,8 vs 3,4 + 0,7, respectivamente), ja
para a taxa de recuperagcdo O grupo progesterona alta foi superior quando
comparado 0s grupos progesterona baixa e sem progesterona (68,8, 60,9 e 46,6%,
respectivamente). SALES (2011) em doadoras da raca Gir e Holandesa
suplementadas com dieta de alta energia e de mantenca, sincronizadas com um
implante auricular de norgestomet novo mais benzoato de estradiol (DO). Obteve
maior nimero de odcitos recuperados e taxa de recuperacdo nas vacas Gir (22,8 +
1,5 e 88,8%, respectivamente) quando comparado aos animais da raca Holandesa
(14,6 £ 0,9 e 60,4%, respectivamente).

Quanto ao numero de odcitos recuperados no presente estudo (Tabela 4), esta
variavel ndo foi afetada em presenca de corpo Iiteo no dia da OPU para o
tratamento controle da raca Gir e tratamentos controle e norgestomet baixo das
Holandesas, como descrito anteriormente. Esses resultados s&o consistentes com
os obtidos por BARBOSA (2011) que néo apresentou diferenca em vacas da raca
Nelore tratadas com implante auricular de norgestomet, benzoato de estradiol e
PGF2a, em presenca ou auséncia de corpo luteo no dia da OPU. Mas, a auséncia de
corpo luteo no momento da aspiracao folicular apresenta varios aspectos favoraveis,
destacando-se a maior facilidade de localizacao e puncéo dos foliculos, bem como a
reducdo da perfusdo vascular com menor captacdo de sangue (BACELAR et al.,
2010). Porém, SENEDA et al. (2006) relataram que a aplicacdo de PGF2a com este
propésito é ainda questionavel.

TAKUMA et al. (2010) concluiram que o numero de foliculos visualizados néo foi
afetado em ovarios com presenca ou auséncia de corpo liteo. No entanto, aumento
da frequéncia das aspiracdes pode ter uma influéncia negativa na capacidade de
producdo de progesterona pelo corpo Iluteo formado ap0s os procedimentos de
OPU.



Tabela 4. Efeito do tratamento hormonal associado a implantes auriculares de norgestomet, sobre a qualidade de odcitos de vacas da raca
Gir (Bos indicus) e Holandesa (Bos taurus), Valenca — RJ, 2012.

VACAS GIR VACAS HOLANDESAS
Controle Norgestomet Norgestomet Valor de Controle Norgestomet  Norgetomet  Valor de

baixo alto P baixo alto P

N° de animais 2 2 2 - 2 2 2 -

N° de OPUs 12 12 12 12 12 12 -
Ne° foliculos visualizados 204+15 21,2+13 216+1,2 0,20 14,8 £1,2 16,0+ 1,0 16,2+ 0,9 0,49
N° odcitos recuperados 10,0+ 1,6 145+ 27 13,7+14 0,23 78+1,3 85+1,8 8,1+0,7 0,42
Taxa de recuperagéo (%) 49,0+7,0 68,3+ 7,7 63,4 +6,6 0,22 52,7+8,0 53,1+8,1 50,0+ 6,4 0,23
N° o6citos grau | 1,1°+05 4,02+ 0,6 24”408 0,05 1,8+0,5 2,0+0,6 1,5+0,4 0,26
N° odcitos grau |l 3,1+0,8 3,6+0,8 34+0,8 0,27 20+£0,5 1,5+0,7 20+04 0,40
N° odcitos grau Il 26+0,7 3,2+0,8 3,3£0,7 0,22 20+£0,6 1,4+0,7 1,3+0,3 0,49
N° od4citos desnudos 1,8+0,6 1,8+0,4 1,9+0,6 0,21 0,6 +0,3 1,0+04 1,8+0,6 0,28
N° odcitos expandidos 0,6+0,4 0,8+0,3 0,7+0,3 0,13 0,6 £0,2 1,1+0,3 0,7+£0,4 0,28
N° odcitos degenerados 0,8+0,2 1,1+04 2,0£0,9 0,26 0,8 0,3 15+0,6 0,8+0,2 0,25
N° odcitos viaveis 70+£1,3 109+£2,6 9,1+14 0,21 59+£1,0 50+1,8 50+04 0,39
Taxa de odcitos viaveis (%) 70,0+ 6,4 751+ 4,7 66,4 + 6,9 0,31 75,6 +5,7 58,8+ 6,7 61,7 +5,6 0,31

Os dados estéo descritos como média + EPM.
P etras minusculas distintas, na mesma linha, diferem entre si, na variavel do mesmo grupo genético, (P<0,05).
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De acordo com a qualidade dos odcitos, os dados estdo apresentados na Tabela
4. Foi observada diferenca significativa (P=0,05) no numero de odcitos grau | para o
tratamento norgestomet baixo das vacas Gir em relagédo aos tratamentos controle e
norgestomet alto (4,0 + 0,6 vs 1,1 £ 0,5 e 2,4 + 0,8). Entretanto, nos animais da raca
Holandesa n&o foi detectada a mesma influéncia. E possivel que os baixos niveis de
norgestomet liberados em decorréncia a insercdo de implantes auriculares
previamente usados, influenciaram a qualidade dos odcitos atraves do sistema IGF.
Sabe-se que baixas concentracdes circulantes de progesterona tém efeito sobre a
secrecdo hepatica de IGF-1. Sendo este fator relacionado com qualidade oocitaria
em bovinos. Em relacdo as vacas Holandesas, provavelmente o maior metabolismo
hepatico dos horménios esteroides associado a implantes auriculares com baixa
concentracdo de norgestomet ndo influenciou o sistema IGF e a qualidade oocitaria.
Ja foi descrito que zebuinos apresentam maior concentracao plasmatica de IGF-1 do
que taurinos (22,9 £ 0,9 vs 10,0 = 0,8 ng/mL, respectivamente) (ALVAREZ et al.,
2000), o que pode contribuir para a obtencdo de odcitos de melhor qualidade
(GRIMARD et al., 2012).

Devido ao fato de que no presente estudo o tratamento norgestomet baixo de
ambos 0s grupos genéticos apresentou corpo lGteo no dia da OPU. E possivel
determinar que estes animais foram expostos aos efeitos de progesterona enddégena
e de norgestomet.

No entanto, estudo verificou que a administracdo de norgestomet entre 0 5° ao
21° dia do ciclo estral, ndo afetou a secrecdo de progesterona enddgena, nem a
funcionalidade do corpo luteo (revisado por KESLER, 1993). Em contraste com
esses resultados, SANCHEZ et al. (1995) observaram que a aplicacdo de um, dois,
guatro e oitos implantes de norgestomet no 7° dia do ciclo estral diminuiu a
concentracéo plasmatica de progesterona, sendo verificado que apos a remocao dos
implantes houve aumento nos niveis circulantes de progesterona. Ja na espécie
bubalina, PANDEY et al. (2012) observaram que animais tratados com implantes
auriculares de norgestomet pds-ovulagdo, a concentracdo plasmatica de
progesterona aumentou sem afetar a funcionalidade do corpo Iiteo apds a remocgao
dos implantes. Estudo in vitro, em concordancia com os trabalhos relatados
anteriormente, verificaram que a concentracdo de progesterona foi diminuida apos
48 horas de cultivo de células luteais quando adicionado norgestomet ao meio
(BOLDEN-TILLER, 2002).
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PFEIFER et al. (2009a) concordando em parte com o0s resultados obtidos no
presente estudo, obtiveram maiores porcentagens de odcitos grau I, Il e Il nos
grupos sem progesterona e baixa progesterona quando comparado com alta
progesterona (72,3 e 79,4 vs 68,4%, respectivamente). BORCHERT et al. (1999) em
vacas mesticas Bos taurus sincronizadas com implantes de norgestomet,
observaram maior porcentagem de od4citos com mais de trés camadas de células do
cumulus, em relac&o aos odcitos obtidos em auséncia de norgestomet.

O numero de odcitos viaveis e a taxa de odcitos viavies ndo diferiram entre os
tratamentos de cada grupo genético (Tabela 4). Segundo BARBOSA (2011), a taxa
de odcitos viavies ndo foi afeta em doadoras Nelore sincronizadas com implante de
norgestomet em presencga ou auséncia de corpo liteo no momento da OPU (82,1 +
11,8 vs 78,2 £ 17,3, respectivamente). Resultado diferente foi obtido por SALES
(2011) em vacas Gir e Holandesas, sincronizadas com um implante novo de
norgestomet. Os autores observaram maior nimero de odcitos viaveis e maior taxa
de odcitos viaveis (P=0,01) nas vacas Gir (19,3 + 1,2 e 84,9%, respectivamente) em
relagdo as Holandesas (10,8 + 0,7 e 74,1%, respectivamente).

N&o foram identificadas diferencas entre os tratamentos hormonais das vacas Gir
e das Holandesas para o numero de estruturas clivadas e taxa de clivagem (Tabela
5). Porém, PFEIFER et al. (2009a) obtiveram maior taxa de clivagem dos grupos
progesterona baixa e alta do que o grupo sem progesterona (67,5, 63,0 vs 50,0%,
respectivamente).

Em relacdo ao numero de blastocistos no dia sete (Tabela 5), verificou-se efeito
significativo (P=0,04) na raga Gir do tratamento norgestomet baixo quando
comparado aos tratamentos controle e norgestomet alto (5,1 +0,5vs 3,0+ 0,7e 2,1
* 0,6, respectivamente). No entanto, na raca Holandesa néo foi observada diferenca
entre os tratamentos. De acordo com os resultados apresentados anteriormente no
namero de odcitos grau |, provavelmente esse efeito favoreceu a producdo de maior
namero de embrides no dia sete. Relatos de literatura determinaram que baixos
niveis de norgestomet favoreceram a liberagdo de pulsos de LH, responsavel por
estimular a producéo de estradiol (SANCHEZ et al., 1995), sendo o estradiol capaz
de induzir a liberacdo de IGF-1, melhorando a qualidade oocitaria e producdo de

embrides.



Tabela 5. Efeito do tratamento hormonal associado a implantes auriculares de norgestomet, sobre a recuperacdo de odcitos e producao in
vitro de embrifes de vacas da raca Gir (Bos indicus) e Holandesa (Bos taurus), Valenca — RJ, 2012.

VACAS GIR VACAS HOLANDESAS

Controle Norgestomet Norgestomet  Valor Controle Norgestomet Norgetomet Valor
baixo alto de P baixo alto de P

N° OPUs 12 12 12 - 12 12 12 -
N° estruturas clivadas 56+0,6 89+1,2 7,8+0,8 0,27 4,1+0,2 3,4+0,6 3,3£0,2 0,33
Taxa de clivagem (%) 80,0+5,1 816+5,1 85,7+8,1 0,22 69,4 +5,8 68,0+ 9,9 66,0+ 7,9 0,47
N° blastocistos no D7 3,0b +0,7 5,1%+0,5 2,7b +0,6 0,04 1,6+0,3 1,3+0,6 16+05 0,37
Taxa de blastocisto (%) 428+74 46,7 + 8,4 29,6 + 8,2 0,26 27,1+£9,7 26,0 £ 10,2 32,0+£95 0,27

Os dados estao descritos como média + EPM.
ab | etras mintsculas distintas, na mesma linha, diferem entre si, na variavel do mesmo grupo genético, (P<0,05).

68



69

Este mecanismo hormonal provavelmente foi determinante nos resultados
observados das doadoras do grupo associado a um implante de norgestomet de
segundo uso. Resultados similares foram apresentados por PFEIFER et al. (2009a),
gue obtiveram maior numero de blastocistos para o grupo baixa progesterona (1,3 +
0,4) em relagdo aos grupos sem progesterona (0,4 £ 0,4) e alta progesterona (0,8 £
0,4). Entretanto, BARBOSA (2011) ndo apresentou melhora na taxa de embrides
viaveis para 0s animais com presenca ou auséncia de corpo lateo tratados com
implantes de norgestomet (36,1 vs 29,4%, respectivamente).

A Hipotese do presente estudo foi confirmada em parte nas vacas da raca Gir,
uma vez que um implante auricular de norgestomet de segundo uso, associado aos
protocolos de sincronizacdo da onda folicular promoveu melhora no namero de
o0citos grau | e no numero de blastocistos no dia sete. No entanto, os animais da
raca Holandesa nédo foram afetados no desempenho da producdo de embrides in

vitro através da associacdo de implantes auriculares de norgestomet.

Tabela 6. Efeito do grupo genético sobre a producéo in vitro de embrides,
Valenca — RJ, 2012.

VACAS GIR VACAS HOLANDESAS Valor de P

N° OPUs 36 36 -

Ne foliculos visualizados 21,12+ 0,7 157°+ 0,6 0,0002

N° odcitos recuperados 127%+1,1 8,2b +0,7 0,0013
Taxa de recuperacéao (%) 60,1 +£5,0 522+44 0,28
N° od6citos grau | 25+0,6 1,8+0,2 0,31

N° o6citos grau |l 34%+04 1,8°+03 0,0057

N° oécitos grau Il 31%+04 1,6°+0,3 0,0067
N° o6citos viaveis 9,0°+10 55°+0.7 0,01
Taxa de oécitos viaveis (%) 70,8 + 3,6 67,0+ 3,7 0,86
Taxa de clivagem (%) 81,8%+35 68.7°+ 4,5 0,02
N° blastocistos no D7 33%+05 1,5+ 0,4 0,03
Taxa de blastocisto (%) 36,6 £4,7 27,2+55 0,28

Os dados estao descritos como média + EPM.

ab) etras mintsculas distintas, na mesma linha, diferem entre si, (P<0,05).
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Conforme mostrado na Tabela 6, houve diferenca significativa (P<0,05) nas
variaveis numero de foliculos visualizados (P=0,0002), numero de od0citos
recuperados (P=0,0013), numero de odcitos grau Il (0,0057) e Il (0,0067), nUmero
de odcitos viaveis (P=0,01), taxa de clivagem (0,02) e numero de blastocistos no dia
sete (0,03).

Maior numero de foliculos visualizados tem sido relatado em Bos indicus quando
comparado com Bos taurus (ALVAREZ et al. 2000; CARVALHO et al., 2008;
GIMENES, 2010; PONTES et al., 2010; SALES , 2011). De igual forma foi descrito
que maior numero de oocitos recuperados é reflexo de maior populacéo folicular em
Bos indicus do que Bos taurus (CAMARGO etr al., 2007; GIMENES, 2010; PONTES
et al., 2010; SALES , 2011; BASTOS, 2012; EVANS et al., 2012).

Entretanto, maior nimero de odcitos de boa qualidade em racas zebuinas
guando comparado com fémeas taurinas foi relacionado a maiores concentracdes
plasméticas de IGF-1 e insulina (SIMPSON et al., 1994; ALVAREZ et al., 2000;
HAYASHI et al., 2008; SATRAPA, 2011; SALES, 2011; GRIMARD et al., 2012).

Quanto ao maior numero de odcitos viaveis que foi observado na raca Gir (9,0
0,1) em relacdo as Holandesas (5,5 = 0,7) pode ser em decorréncia a um maior
namero de foliculos visiveis, maior nimero de odcitos recuperados e melhor
qualidade das estruturas colhidas.

Em relacdo as taxas de clivagem foi observado superioridade das vacas Gir
(81,8% + 3,5) quando comparado as Holandesas (68,7% +4,5). Esta diferenca
provavelmente seja atribuida ao efeito dos implantes de norgestomet, principalmente
no grupo que associou um implante auricular de segundo uso em vacas Gir. As
taxas de clivagem observadas na ragca Gir do presente estudo foram similares as
obtidas por SALES (2011), que utilizou implantes novos de norgestomet para a
sincronizacdo da onda folicular (73,6%). Mas, as vacas Holandesas do presente
trabalho apresentaram maiores taxas de clivagem as obtidas por GIMENES (2010)
(59,9% + 3,6), que associou implantes auriculares de norgestomet antes da OPU.
RIZOS et al. (2005) mostraram que a qualidade dos odcitos é um fator determinante
no mecanismo de clivagem e producéo de embrides até o estagio de blastocisto.

Relativo ao numero de blastocisto, as doadoras Gir foram superiores as vacas
Holandesas (3,3 0,5 vs 1,5 £+ 0,4). O resultado satisfatorio obtido na taxa de
clivagem do atual estudo provavelmente influenciou a producéo de maior nimero de

embrides nesta raca. Apesar de que as ragas Bos indicus apresentam melhor



71

desempenho na producdo de embrifes in vitro em relagéo aos animais Bos taurus. E
possivel considerar que o norgestomet contribuiu para a apresentagdo de maior
namero de blastocistos no dia sete em reflexo a melhor qualidade dos odcitos e
maior taxa de clivagem. CAMARGO et al. (2007) verificaram que vacas da raca Gir
apresentam melhor desempenho na producdo de blastocistos (P<0,05), em relacao
a vacas Holandesas (19,6 vs 10,8%, respectivamente). J& ESCALONA et al.
(2008); GIMENES (2010) e SALES (2011) confirmaram a superioridade das racas
Bos indicus na producéo in vitro de embrides em relagéo aos animais de racas Bos
taurus. No entanto, ESCALONA et al. (2008) relataram que o menor desempenho
das racas Bos taurus em relacdo as Bos indicus, pode ser atribuido a menores taxas

de fertilizacdo e menor capacidade de desenvolvimento apds a fecundacéo.

6.3 INTERACAO ENTRE GRUPO GENETICO E SESSAO DE
ASPIRACAO FOLICULAR

Houve interacdo entre o grupo genético x sessdo de aspiracdo folicular nas
variaveis nuamero de foliculos visualizados, numero de odcitos grau |, taxa de

clivagem e taxa de blastocisto (Figuras 6 a 9).

-—f— Gir ---@--Holandesa
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1 2 3 4 5 6

Sessdéo de aspiragao

Figura 6. Efeito da interacdo entre grupo genético (Gir vs Holandesa) e sesséo de
aspiracao folicular, para numero de foliculos visualizados, Valenca — RJ,
2012.
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Quanto ao numero de foliculos visualizados, as vacas Holandesas se mantiveram
estaveis ao longo das sessdes de OPU, sendo observado na segunda e terceira
sessdao, superioridade das Gir em relacéo as vacas Holandesas. Apesar de que nas
doadoras Gir observou-se uma reducdo numérica no numero de foliculos
visualizados entre a primeira (22,1 + 1,6) e a ultima (17,5 + 1,7) puncéo folicular, ndo
houve diferenca significativa da sessao de aspiracdo através do tempo (Figura 6).
De modo diferente, SALES (2011) ndo detectou efeito no numero de foliculos
visualizados entre doadoras Gir e Holandesas ao longo de nove sessdes de OPU
consecutivas.

GIMENES (2010) observou superioridade de novilhas Nelore em relagdo a
novilhas Holandesas submetidas a seis sessdes de OPU, sendo verificado na ultima
sessdo de aspiracdo diminuicdo dos foliculos visualizados das Nelore, igualando-se
as Holandesas. Estes resultados coincidem em parte com os obtidos por TORRES-
JUNIOR et al. (2008), que apresentaram diminuicdo no numero de foliculos
visualizados em vacas da raca Gir submetidas a 24 sess6es de OPU com intervalos
de 7 dias.

Segundo VIANA et al. (2003), a diminuicdo no namero de foliculos visualizados
nas vacas Gir, pode estar relacionado a fatores mecanicos, associados a
intensidade dos procedimentos de OPU, ocasionando les6es nos ovarios e sendo
proporcional ao numero de puncdes realizadas e ao numero de foliculos
observados, desenvolvendo-se alteracfes tais como, formacéo de uma rede fibrosa
e aderéncias.

Os achados do presente estudo indicam que animais submetidos a OPU’s
consecutivas com intervalos menores de 14 dias, podem alterar a reconstituicdo dos

foliculos antrais da onda folicular subsequente.
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Figura 7. Efeito da interacdo entre grupo genético (Gir vs Holandesa) e sesséo de
aspiracao folicular, para o numero de odcitos grau |, Valenca — RJ, 2012.

Em relacdo ao niumero de odcitos grau |, foi detectado efeito na segunda sesséo
de aspiracdo para as vacas Gir quando comparado as Holandesas. Ja nas outras
sessfes de OPU nao houve efeito de raca em relacdo ao numero de odcitos grau |.
Estes achados discordam dos apresentados por SALES (2011), que obteve melhor
qualidade oocitaria em vacas da raca Gir do que Holandesas ao longo de nove
sessOes de aspiracéao folicular.
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Figura 8. Efeito da interacdo entre grupo genético (Gir vs Holandesa) e sesséo de
aspiracao folicular, para taxa de clivagem (%), Valenca — RJ, 2012.
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Quanto a taxa de clivagem, foi observado na quarta sessdao de OPU
superioridade das vacas Gir em relacao as Holandesas (Figura 8). De maneira geral,
os resultados obtidos nas Gir do atual estudo, estdo dentro dos valores encontrados
por outros autores nos animais da mesma raca (entre 59,1 a 82,9%; VIANA et al.,
2004; CAMARGO et al., 2007; TORRES-JUNIOR et al., 2008). J& nas Holandesas, a
primeira e ultima sessdo de OPU, apresentou valores inferiores aos reportados pela
literatura (entre 70,9 a 79,2%; BOUSQUET et al., 1999; GALLI et al.,, 2003;
TAMASSIA et al.,, 2003). Estes resultados provavelmente estdo associados a
qualidade inferior dos odcitos, diminuindo a competéncia para o desenvolvimento in

vitro das estruturas.

-—@— Gir ---@--Holandesa
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Figura 9. Efeito da interacdo entre grupo genético (Gir vs Holandesa) e sesséo de
aspiracao folicular, para taxa de blastocisto (%), Valenca — RJ, 2012.

De acordo com a taxa de blastocisto, houve interacdo na primeira e Gltima sesséo
de aspiracdo folicular das fémeas Gir, quando comparado as vacas Holandesas
(Figura 9). Segundo os relatos de literatura, estas variagcbes podem ser em
decorréncia da qualidade dos odcitos obtidos, da qualidade do sémen utilizado ou do
tipo de meio de cultura empregado (HANSEN, 2006; ARRUDA et al.,, 2012). No
entanto, a diminuicdo observada na taxa de blastocisto das vacas Holandesas,
provavelmente tenha sido em consequéncia a obtencdo de odécitos de menor
qualidade devido a periodos de elevacdo de temperatura que foram registrados

durante o tempo experimental. Assim, reduzindo a capacidade de desenvolvimento
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apos fecundacgdo, afetando subsequentemente, a taxa de clivagem e taxa de
blastocisto, isto porque ndo houve alteracdes de qualidade do sémen e meio de
cultura em relacdo as demias sessfes de OPU. Segundo ESCALONA et al. (2008),
oocitos de Bos taurus apresentam menor resisténcia ao estresse térmico do que
oocitos oriundos de racas Bos indicus. Entretanto, CAMARGO et al. (2007);
ESCALONA et al. (2008); GIMENES (2010); PONTES et al. (2010) e SALES (2011)
verificaram que fémeas Bos indicus apresentam melhor desempenho na produgao in

vitro de embrides do que fémeas Bos taurus.
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7. CONCLUSOES

A partir dos resultados obtidos no presente estudo é possivel concluir que:

A aplicacdo de um implante auricular de norgestomet de segundo uso em vacas
da raca Gir (Bos indicus) melhora o nimero de odcitos grau | e o niumero de
blastocistos no dia sete, confirmando em parte a hipétese do presente estudo;

A insercdo de um implante auricular de norgestomet usado ou dois implantes
novos em vacas Holandesas (Bos taurus) ndo melhora a qualidade oocitaria e a

producdo de embrides in vitro.
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8. IMPLICACOES

Apesar de haver influéncia da aplicagcdo de um implante auricular de norgestomet
previamente utilizado na raca Gir sobre a qualidade oocitaria e a producéo in vitro de
embrides. E necessario a realizacdo de mais estudos em vacas Bos indicus e Bos
taurus, para determinar o numero adequado de implantes inseridos e o efeito de
norgestomet sobre as concentragdes circulantes de hormoénios esteroides e
horménios metabdlicos, que tém conhecida influéncia na qualidade oocitaria. O
conhecimento destes mecanismos, principalmente em racas taurinas, pode trazer

novas perspectivas na utilizacdo destes animais em programas de OPU-PIV.
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