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RESUMO

As relacBes entre contagem folicular antral (CFA), populacdo folicular pré-antral, raca
(Brahman e Simental), morfometria da genitalia, progressdo meiotica e contagem de células
embrionarias em vacas foram analisadas. Classes de contagem folicular antral (alta: >50;
intermediaria: 30-49 e baixa: <30) e volume ovariano (VO) grande >11mm3, média: > 8 e <
11 mm3 e pequena: < 8 mm?) foram usadas para ovérios de abatedouro com predominéncia
Bos indicus. CFA e classe de largura vulvar (LV) foram definidas separadamente para
Brahman e Simental. CFA alta (>50 e >25), intermediaria (3049 e 16-24) e baixa (<30 e
<15); LV grande (> 123mm e 80 mm), média (> 102mm e < 123mm; > 65mm e < 80mm) ¢
pequena (< 102mm e < 65mm) para Brahman e Simental. Os dados foram analisados usando
procedimentos (REG, GLM e GLIMMIX) do SAS® (SAS, Cary, NC- EUA). Houve
correlacdo positiva (P<0,05) entre CFA e o numero de foliculos primordiais (r=0,90) e
secundarios normais (r=0,53). Os numeros de odcitos grau I, 1l e viaveis foram maiores na
classe de CFA alta (7,86+0,6; 4,02+0,39 e 16,26+1,11, respectivamente) comparada a
intermediaria (4,85+0,67; 2,76+0,43 e 13,05+1,23) e baixa (3,27+0,73; 1,24+0,47 e
8,07+1,34, respectivamente). A média de CFA total foi maior (P<0,05) na classe VO grande
(58,50+3,94) comparada as classes média (45,39+4,0) e pequena (31,62+3,94). As médias de
odcitos grau | e viaveis foram maiores (P<0,05) na VO grande (6,69£0,72 e 16,12+1,29) e
média (6,22+0,74 e 15,03+1,31) comparada a pequena (3,72+0,72 e 9,37+1,29). Vacas
Brahman tiveram maior (P<0,05) CFA (41,46%£2,53 versus 23,27+3,19) e LV
(109,41+1,01mm versus 72,29+1,01mm) que vacas Simental. A CFA na classe LV grande
(44,29+0,87) foi superior (P<0,001) comparada as demais classes de LV (média: 35,86+0,75 e
pequena: 27,46+0,69). O numero de odcitos viaveis (17,23+0,41 e 12,15+0,46), total de
embrides (6,89+0,26 e 2,50+0,21), eficiéncia de producdo de embrides (38,37+0,62 e
22,43+0,62), taxa de prenhez (38,40+0,83 e 29,67+0,91) e a eficiéncia de odcitos vidveis em
relacdo a prenhez (12,61+0,48 e 8,84+0,52) foram maiores (P<0,05) na raca Brahman
comparada a Simental. A proporcdo de odcitos em metéafase Il na classe CFA alta (81,20%)
foi superior (P<0,0001) comparada as classes de CFA intermediaria (62,50%) e baixa
(41,51%). A proporcdo de odcitos em metéfase I, telofase | e anafase | na classe de CFA
intermediaria (26,04%) foi superior (P<0,05) as classes de CFA alta (8,55%) e baixa
(14,15%). O percentual de odcitos em quebra da vesicula germinativa na classe de CFA baixa
(32,08%) foi maior (P<0,0001) que as classes de CFA alta (5,98%) e intermediéria (8,33%).
O numero médio de embriBes na classe de CFA alta (188,37+1,320) foi superior (P<0,0001)
comparado as classes de CFA intermediaria (137,97+1,32) e baixa (110,33+1,32). Conclui-se
que a contagem folicular antral, volume ovariano e largura vulvar sdo caracteristicas que
podem predizer oocitos recuperados, progressdo meiotica, producdo in vitro de embrides e
contagem de células embrionérias, dentro das condi¢des experimentais presentes e podem ser
consideradas em programas de selecdo de fertilidade.

Palavras-chave: Contagem folicular antral. Largura vulvar. Tamanho ovariano. Fertilidade
reprodutiva. Selecdo genetica.



ABSTRACT

The possible links between antral follicle count (AFC), pre-antral follicle population, breed
(Brahman and Simmental), genitalia morphometrics, meiotic progression and embryonic cell
count in cows were analyzed. Antral follicle count classes (high: >50; intermediate: 30—49
and low: <30) and ovarian volume (OV) large: >11mm?; intermediate: > 8 and < 1 lmm?® and
small: < 8 mm?®) were established for analysis. AFC and vulva width (VW) classes were
defined separately for Brahman and Simmental cows, respecively as follows; AFC: high (>50
and >25), intermediate (30-49 and 16-24) and low (<30 e <15); VW: large (> 123mm and 80
mm), intermediate (> 102mm and < 123mm; > 65mm and < 80mm) and small (< 102mm e <
65mm). Data were analyzed using procedures (REG, GLM and GLIMMIX) from SAS®
(SAS, Cary, NC- USA). There was a positive correlation (P<0.05) between AFC and the
number of normal primordial (r=0.90) and secondary (r=0.53) follicles. Grade I, Il and viable
oocyte numbers were higher in the high AFC class (7.86+0.6, 4.02+0.39 and 16.26,
respectively) compared to the intermediate (4.85+0.67, 2.76+0.43 and 13.05%1.23,
respectively) and low (classes (3.27+0.73, 1.24+0.47 and 8.07+1.34, respectively). Mean total
AFC was higher (P<0.05) in the large OV class (58.50+3.94) compared to the intermediate
(45.39+4.0) and small (31.62+3.94) OV classes. Grade | and viable oocyte means were higher
(P<0.05) in the large OV class (6.69£0.72 and 16.12+1.29) and intermediate (6.22+0.74 e
15.03+1.31) compared to the small (3.72+0.72 and 9.37+1.29). Brahman cows had higher
(P<0.05) AFC (41.46%2.53 wversus 23.27+3.19) and VW (109.41+£1.01lmm versus
72.29+1.01mm) than Simmental cows. The AFC in the large VW class (44.29+0.87) was
superior (P<0.001) compared to the remaining VW classes (intermediate: 35.86+0.75 and
small: 27.46+0.69). The number of viable oocytes (17.23+0.41 and 12.15+0.46), total
embryos (6.89+0.26 and 2.50+0.21), embryo production efficiency (38.37+£0.62 and
22.43+0.62), pregnancy rate (38.40+0.83% and 29.67+0.91%) and the efficiency of viable
oocyte in relation to pregnancy (12.61+0.48% and 8.84+0.52%) were higher (P<0.05) in the
Brahman compared to the Simmental breed. The proportion of oocytes in metaphase Il in the
high AFC class (81.20%) was superior (P<0.0001) compared to the intermediate (62.5%) and
low (41.51%) AFC classes. The proportion of metaphase I, telophase | and anaphase | oocytes
in the intermediate AFC class (26.04%) was superior (P<0.05) in than in the high (8.55%) and
low (14.15%) AFC classes. The percentage of germinal vesicle break down oocytes in the low
AFC class (32.08%) was higher (P<0.0001) than in the high (5.98%) and intermediate
(8.33%) AFC classes. Mean embryo number in the high AFC class (188.37+1.3) was superior
(P<0.0001) compared to the intermediate (137.97+1.3) and low (110.33+1.3) AFC classes. It
is concluded that antral follicle count, ovarian volume and vulva width are characteristics that
may predict oocyte recovery, meiotic progression, in vitro embryo production and embryonic
cell count, within the present experimental conditions and perhaps be considered in fertility
selection programs.

Keywords: Antral follicular count. Vulvar width. Ovarian size. Reproductive fertility.
Genetic selection.
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PRIMEIRA PARTE

1 INTRODUCAO

A populacdo ovariana é, em sua maior parte, constituida de foliculos pré-antrais
(aproximadamente 90%), que armazenam quase a totalidade dos odcitos presentes no ovario.
Apesar dos milhares foliculos presentes no ovario mamifero, a maioria deles (99,9%) néo
chegam a fase ovulatoria, sendo eliminados por atresia. Esse processo resulta na diminuicédo
drastica do numero de odcitos que possivelmente ovulariam e que produziriam embrides
viaveis (OTALA et al.,, 2002). Assim, biotécnicas da reproducdo como a inseminacao
artificial e a producéo in vitro de embribes (PIVE), associadas a coleta de odcitos oriundos da
puncao folicular guiada por ultrassom (Ovum Pick Up - OPU), tém sido utilizadas como
estratégias para intensificar o potencial reprodutivo dos rebanhos bovinos. Desta forma, é
possivel selecionar matrizes com alta qualidade genética, contribuindo para otimizar o
melhoramento genético em curto periodo de tempo (VARAGO et al., 2008; HANSEN, 2014).

A producdo de embribes na América do Sul corresponde a 72,7% da producdo
mundial, sendo o Brasil o maior produtor com 366.517 mil embrides produzidos, cerca de
70% do total mundial (IETS, 2014). A PIVE de fémeas provenientes de rebanhos elites pode
ser ainda mais eficaz quando associada a selecdo de animais com caracteristicas indicadoras
de fertilidade (CIF) de facil mensuracdo. Tais caracteristicas tornam possiveis a predicdo do
potencial fértil de uma fémea e, consequentemente, 0 sucesso das biotécnicas aplicadas.
Dentre as CIF encontram-se contagem folicular antral (CFA), volume ovariano e morfometria
da genitdlia externa. A CFA tem sido utilizada como preditora quantitativa da reserva
folicular ovariana (SILVA-SANTOS et al., 2014a). Sabe-se que a CFA é extremamente
variavel entre individuos tornando possivel sua classificagdo como baixa, intermediaria ou
alta CFA (SANTOS et al., 2013). Apesar da grande variabilidade, a repetibilidade da
populacdo ovariana € alta, facilitando a selecdo de fémeas por avaliacGes realizadas durante
determinado periodo (BURNS et al., 2005, IRELAND et al., 2009). Além disso, a CFA pode
influenciar a eficiéncia da PIVE, podendo estar associada positivamente ao niumero médio de
complexos cumulus odcito (CCOs) recuperados e as taxas mais elevadas de blastocistos
(IRELAND et al., 2008; SANTOS et al., 2016). A associacdo positiva entre CFA e indices
reprodutivos tem sido amplamente relatada na literatura (MERCE et al., 2006; CHACUR et
al., 2006; CUSHMAN et al., 2009; IRELAND et al., 2011; MESQUITA et al., 2016). O
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tamanho ovariano é outra CIF que pode estar associado a CFA, indicando maior nimero de
foliculos e odcitos saudaveis (IRELAND et al., 2011; CUSHMAN et al., 2009).

Estudo recente demonstrou que a largura vulvar é preditora de reserva folicular
ovariana em fémeas bovinas (MESQUITA et al., 2016). Maior largura da vulva esta associada
positivamente & maior CFA, menor intervalo de partos e maior eficiéncia reprodutiva em
fémeas (MACULAN et al., 2015, dados ndo publicados). No entanto, a associacéo entre raca,
CFA e estruturas do trato reprodutivo sobre as caracteristicas reprodutivas e o efeito da CFA
sobre a quantidade, viabilidade e ultraestrutura de odcitos/embrifes produzidos in vitro ainda
ndo foram estudados. Hipotetiza-se que CFA, volume ovariano, raga e largura vulvar estdo
relacionados com algumas caracteristicas reprodutivas em fémeas Bos taurus taurus e Bos
taurus indicus, e que CFA alta proporciona maior progressdo meiotica, maior numero de
celulas embrionérias PIVE e mantém a ultraestrutura de CCOs.

Os objetivos do presente estudo foram avaliar o efeito da CFA, classe de volume
ovariano (VO), raca e classe de largura vulvar (LV) sobre algumas -caracteristicas
reprodutivas, progressdo meiotica, contagem celular de embrides produzidos in vitro e
ultraestrutura de CCOs em fémeas Bos taurus taurus e Bos taurus indicus. Para melhor
compreensdo da relevancia desse trabalho, a revisdo de literatura a seguir abordara aspectos
relacionados aos ovarios de mamiferos, oogénese e foliculogénese, populacdo e atresia
folicular, caracteristicas indicadoras de fertilidade em fémeas bovinas (CFA, volume ovariano
e morfometria da genitalia externa), fisiologia de fémeas zebuinas (Bos taurus indicus) e
taurinas (Bos taurus taurus), técnica de OPU, PIVE, maturacdo oocitaria, maturacéo in vitro
(MIV), fertilizagdo in vitro (FIV), cultivo in vitro de embrides (CIVE) e técnicas de avaliacdo

da viabilidade e ultraestrutura de foliculos, o6citos e embrides cultivados in vitro.

2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Ovéario mamifero

O ovario, principal 6rgao do sistema reprodutor feminino, € dividido em duas regides
distintas: a medular e a cortical. Além disso, externamente este 6rgdo € circundado pela
superficie epitelial denominada epitélio germinativo. Na maioria das espécies domesticas,
exceto a equina, a regido medular consiste na por¢do mais interna do ovario que é composta

por tecido conjuntivo (fibroblastos, colageno e fibras reticulares), nervos, artérias e veias,
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responsaveis pela sustentacdo e nutricdo deste 6rgdo (SILVA, 2005). Ja a regido cortical, €
considerada a porcdo funcional, sendo composta por células germinativas (o0citos) e
somaticas (células da granulosa, da teca e do estroma), as quais formam os foliculos (McGEE;
HSUEH, 2000). Apds a ovulagéo do foliculo, é formado o corpo lateo (CL), também presente
no cortex que, assim como o foliculo, possui varios estagios de desenvolvimento. O ovario
exerce duas importantes funcbes fisiologicas: desenvolvimento e liberagdo de odcitos
maduros (ovulacdo) aptos a serem fecundados (BARNETT et al., 2006) e sintese, secre¢do e
producdo de horménios, fatores de crescimento e outros peptideos essenciais para o
desenvolvimento folicular, ciclicidade estral, além de manutencdo do trato reprodutivo
(HIRSHFIELD, 1991). Estas duas fungdes séo exercidas pela interagédo de dois fenébmenos

que ocorrem no ovario, a oogénese e a foliculogénese.

2.2 O0génese

A formacdo dos foliculos ovarianos, em mamiferos, ocorre ainda na vida fetal e
engloba os processos de oogénese e foliculogénese (FIGUEIREDO et al., 2008). A oogénese
compreende o desenvolvimento e diferenciacdo das células germinativas primordiais (CGPS)
até a formacéo do oocito haploide fecundado (RUSSE, 1983). Em ruminantes, a oogénese
inicia-se antes do nascimento, porém somente alguns odcitos conseguem completar este
processo meses ou anos mais tarde no animal adulto, apos a fecundacéo.

Em animais de laboratério, as proteinas morfogenéticas 6sseas BMP-4 e BMP-8b
induzem a formacdo de CGPs na regido do epiblasto do disco embrionéario (YING; ZHAO,
2001). Em bovinos, as CGPs séo oriundas da porcdo caudal do saco vitelinico do embrido
(WASSARMAN; ALBERTINI, 1994). As CGPs expressam Varias proteinas, como por
exemplo, OCT-4, SOX-2, Stella, Fragilis, E-Caderina e Blimp-1 e iniciam o processo de
migracdo para o alantoide e mesoderma extra-embrionério (HAYASHI et al., 2007). Apos
perderem suas caracteristicas de motilidade e sofrerem extensiva proliferacdo celular e
redistribuicdo das organelas citoplasmaticas, as CGPs passam a se chamar oogoénias (SADEU
et al., 2006), as quais possuem alta atividade mitética e transcricional (EPPIG et al., 2004).
Essas divisbes mitdticas que ocorrem no periodo pré-natal asseguram que a fémea nascera
com um completo suprimento de células germinativas, as quais irdo compor o futuro
reservatorio folicular.

Acredita-se que a migracdo das CGPs é orientada pelo contato entre o receptor c-kit,

expresso na superficie destas células, e o seu ligante, o Kit ligante expresso nas células
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somaticas que formam o substrato para a migracdo das CGPs para a crista gonadal (BUEHR
et al., 1993). Ao entrarem na primeira divisdo meiotica, as oogdnias dao origem aos 00citos
primarios ou gametas femininos (PICTON et al., 1998). Esses oocitos ficam bloqueados na
préfase | da meiose (em estagio de vesicula germinativa) até a puberdade (SUH et al., 2002).

Com o desenvolvimento das gdnadas, uma camada de células somaticas achatadas,
conhecidas como células da pré-granulosa, circundam os o6citos formando assim os foliculos
primordiais (PICTON, 2001), dando inicio a foliculogénese. As células da pré-granulosa sao
originarias do mesonéfron ou de células mesoteliais oriundas do epitélio da superficie
ovariana. Um estudo recente concluiu que as células da granulosa e as células epiteliais da
superficie do ovario surgem a partir de um precursor comum, que seriam células do &pice
gonadal semelhantes a células epiteliais (Gonadal Ridge Epithelial-Like — GREL;
HUMMITZSCH et al., 2013).

2.3 Foliculogénese

A foliculogénese bovina é um processo continuo de crescimento e atresia dos foliculos
ovarianos (WOOLUMS; PETER, 1994) que se inicia na vida fetal, passa pela puberdade
(EVANS; ADAMS; RAWLINGS, 1994) e continua na vida reprodutiva até a senilidade
(HAFEZ; HAFEZ, 2004). Este processo esta presente inclusive durante a prenhez (TAYLOR,;
RAJAMAHENDRAM, 1991) e no periodo pos-parto que precede a ciclicidade
(McDOUGALL et al., 1995), e caracteriza-se por alteracbes morfoldgicas e funcionais do
foliculo (HUSSEIN, 2005).

Na regido medular do ovario estdo presentes vasos sanguineos, linfaticos e nervos, e
na regido cortical sdo encontrados foliculos ovarianos contendo odcitos circundados por
células somaéticas (células da granulosa e células da teca) (FIGUEIREDO et al., 2008). Com o
desenvolvimento, o foliculo classifica-se em diferentes estagios sendo divididos em duas
categorias: Foliculos ovarianos pré-antrais (FOPA) — (foliculos primordiais, transigéo,
primarios e secundarios) e foliculos antrais (foliculos terciarios e pré-ovulatérios)
(FIGUEIREDO et al., 2008).

Os FOPAs caracterizam-se em um od6cito circundado por uma ou mais camadas de
células somaticas. O desenvolvimento folicular pré-antral inicia-se em torno de 90 a 140 dias
de vida com a colonizacdo do ovario fetal por células mesonéfricas, precursoras das células

foliculares. Estas células somaticas achatadas circundam o oocito e formam uma camada de
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células da pré-granulosa originando os foliculos primordiais. A ativacdo dos foliculos
primordiais € um processo irreversivel e continuo que culminard no crescimento folicular
ininterrupto até a ovulacdo ou atresia (PICTON, 2001). Os foliculos pré-antrais representam
cerca de 90 a 95% de toda a populagdo folicular ovariana (WOOLUMS; PETER, 1994;
FIGUEIREDO et al., 2008).

Os foliculos antrais ou cavitarios sdo caracterizados pela presenca de uma &rea
preenchida por fluido folicular, denominada antro folicular. O desenvolvimento dos foliculos
antrais na espécie bovina envolve o recrutamento de um grupo de foliculos secundarios
avancados ou antrais iniciais para retomar o crescimento (fase de recrutamento). Dentre estes,
um foliculo € selecionado, ndo sofre atresia e potencialmente pode ovular (fase de sele¢éo). O
foliculo selecionado passa a exercer dominéncia sobre os demais foliculos, suprimindo o
crescimento desses ultimos e inibe o recrutamento do novo grupo de foliculos (fase de
dominéncia) (GINTHER et al., 1996).

2.4 Populacdo e atresia folicular

A populacédo folicular é bastante variavel entre as espécies, com populacéo estimada
em 235.000 foliculos em vacas, 160.000 em ovelhas, 37.000 em cabras e 2.000.000 em
mulheres (BETTERIDGE et al., 1989; AMORIM et al., 2000; LUCCI et al., 1999;
ERICKSON et al., 1986).

O “pool” de foliculos pré-antrais existente nos ovarios de mamiferos representa uma
significativa reserva de foliculos em estdgio de quiescéncia ideais no processo de
manipulacdo genética em espécies domésticas, bem como para a preservacdo de espécies em
extincdo e preservacdo da fertilidade (PICTON, 2001). Entretanto, a quantidade e a
distribuicdo dos diferentes tipos foliculares nos ovarios de animais sdo marcadas por uma
grande variacdo individual, além de ser afetado pela raca, idade, niveis hormonais, genética,
bem como o status reprodutivo e nutricional do animal (IRELAND et al., 2007).

A fertilidade das fémeas é determinada, em grande parte, pela capacidade de
desenvolvimento dos odcitos, refletindo assim, na sua capacidade de sofrer meiose, ser
fertilizado e originar um embrido saudavel (KIDDER, 2010). Entretanto, ao longo da vida das
fémeas, ha uma significativa reducdo na populacdo de foliculos pré-antrais (SHAW et al.,
2000) devido ao processo fisioldgico degenerativo irreversivel denominado atresia. Tal
processo acomete cerca de 99,9% dos foliculos ovarianos (FIGUEIREDO et al., 2008) e reduz

drasticamente o potencial reprodutivo das fémeas. A atresia pode ocorrer por via degenerativa
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(SAUMANDE, 1981) e/ou apoptética (FIGUEIREDO et al., 1995), quando o ambiente
parécrino ou enddcrino nao é apropriado para suportar o crescimento e/ou diferenciacdo das
células foliculares (SILVA et al., 2002).

A iniciacdo, execucao e regulacdo da apoptose envolve varios fatores bioquimicos e a
familia de enzimas caspases desempenham um papel central na via de sinalizacdo da
apoptose. As caspases sdo membros da familia conservada de proteases de cisteina com
especificidade a aspartato. As caspases S40 expressas como pro-enzimas que sofrem
processamento proteolitico para gerar a forma ativada ap0os estimulo apoptotico. Existem 14
tipos de caspases identificados como caspase-1 a caspase-14 (TIBBETTS et al., 2003).
Alguns membros da familia atuam especificamente na morte celular por apoptose e sdo
subdivididos em iniciador (caspases-2, -8, -9 e -10) e executor ou caspases efetoras (caspase-
3, -6 e -7; STRASSER et al., 2000). Caspases iniciadoras sdo clivadas em resposta a
estimulos apoptéticos e ativam as caspases efetoras (GREEN, 2003). Durante a apoptose, as
caspases efetoras clivam numerosas proteinas localizadas na membrana da célula, no nicleo e
citoplasma (NAGASE et al., 2003). No sentido de evitar a morte celular por apoptose,
existem processos de sobrevivéncia celular que promovem a transcricdo de varias proteinas
anti-apoptdticas, tais como alguns membros da familia BCL-2. Tal familia compreende tanto
membros anti-apoptdticos, como o Linfoma de células B2 (BCL-2) e membros pro-
apoptoticos, incluindo Proteina X associada as células B de linfoma 2 (BAX), Proteina BH3
semelhante a Bax (BID), Proteina-killer antagonista homoéloga a Bcl-2 (BAK) e Proteina
Killer que interage com Bcl-2 (BIK) (SHI et al., 2002).

Ja se sabe que o desequilibrio entre fatores pré e anti-apoptéticos sdo fatores
determinantes na sobrevivéncia e desenvolvimento folicular (HSU; HSUEH, 2000). Portanto,
apesar do expressivo contingente da populacdo folicular ovariana, poucos sdo 0s 00citos
ovulados e que potencialmente serdo fecundados, caracterizando a génada feminina como um
6rgdo de baixo potencial reprodutivo.

Dessa forma, para se obter o sucesso no crescimento e desenvolvimento folicular, se
faz necesséario uma complexa interacdo entre odcito e células sométicas do estroma ovariano,
envolvendo mensageiros celulares, fatores de crescimento, citocinas e horménios (ARAUJO
et al., 2014; PASSOS et al., 2016; SILVA et al., 2016). A interacdo harmonica entre estas
substancias é responsavel pela saida dos foliculos primordiais do estagio de quiescéncia e

posterior crescimento dos foliculos até o estagio pré-ovulatério.
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2.5 Ativacdo e crescimento dos foliculos primordiais

Ap0s sua formacao, os foliculos primordiais podem seguir trés possiveis destinos, ou
seja, (1) morrer por atresia, (2) permanecer no estagio primordial ou (3) iniciar a transicédo
para a fase de crescimento (McGEE; HSUEH, 2000). O inicio do desenvolvimento dos
foliculos primordiais pode ocorrer dias, meses ou anos apos a sua formacdo (VAN DEN
HURK; ZHAO, 2005), sendo considerado o maior evento bioldgico que controla o potencial
reprodutivo das fémeas (McLAUGHLIN; MCIVER, 2009).

O inicio do crescimento de foliculos primordiais, também conhecido como ativacéo, é
um processo que ocorre através da transi¢do dos foliculos do “pool” de reserva, ou foliculos
quiescentes, para 0 “pool” de foliculos em crescimento (transi¢do, primario, secundario,
terciario e pré-ovulatorio) (RUSSE, 1983). O primeiro sinal da ativac&o folicular é a retomada
da proliferacdo das células da granulosa, com a mudanca na morfologia dessas células, que
passam de pavimentosas para cubicas, bem como o crescimento oocitario (HIRSHFIELD,
1991). A manutencdo da quiescéncia, a sobrevivéncia e a ativacdo dos foliculos primordiais
sdo reguladas por complexos mecanismos moleculares coordenados por eventos inibitorios
e/ou estimulatérios que envolvem diferentes substancias.

Varios trabalhos destacaram a atuacdo de uma série de substancias que estimulam esse
processo de ativacdo tais como: BMP-4 (KNIGHT; GLISTER, 2006), FSH (SILVA et al.,
2004), Fator de Crescimento e Diferenciacdo-9 (GDF-9; MARTINS et al., 2008), Fator de
Crescimento fibroblastico-2 (FGF-2; MATOS et al., 2007), Fator de Crescimento do
Endotélio Vascular (VEGF; BRUNO et al., 2009), Fator de Crescimento Semelhante a
Insulina— 1 (IGF-1; MARTINS et al., 2010), Fator de Crescimento Epidermal (EGF; SILVA
et al., 2004), Ativina-A (SILVA et al., 2006), Estradiol (E2), Progesterona (P4; LIMA-
VERDE et al., 2010), Proteina Morfogenéticas Ossea -7 (BMP-7; ARAUJO et al., 2010),
entre outras. Outros estudos in vitro mostram que o Kit ligante (KL) atua melhorando a
sobrevivéncia celular em odcitos de foliculos primordiais através da fosforilagdo da via da
proteina quinase (Akt; REDDY et al., 2005).

Sabe-se que um dos principais fatores responsaveis pela quiescéncia dos foliculos
primordiais € o Forkhead transcription fator (FOXO3), um fator de transcricdo que atua
regulando a formacao de foliculos primordiais (JOHN et al., 2007). O KL atua na fosforilacéo
e supressdo funcional do FOXO03, estimulando a saida dos foliculos primordiais do estagio de
dorméncia para sua ativagdo e posterior crescimento (LIU et al., 2007). Outro fator de suma

importancia na manutencao da quiescéncia folicular é o Hormdnio Anti-mulleriano (AMH).
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O AMH é um fator que atua suprimindo a ativacdo de foliculos primordiais em
camundongas (DURLINGER et al., 2002a) e mulheres (CARLSSON et al., 2006). Alguns
estudos mostram que a via fosfatidilinositol 3-quinase (PI3K) pode desempenhar um papel na
regulacdo da ativacdo de foliculos primordiais (LIU et al., 2006; REDDY et al., 2005). No
entanto, o homologo da fosfatase e tensina deletado no cromossomo 10 (PTEN), uma
fosfatase lipidica, conhecida como uma antagonista da via PI3K, provoca uma supressdo da
ativacdo dos foliculos primordiais através da manutencdo da dorméncia desses foliculos
(REDDY et al., 2008). Além disso, em mulheres, a Proteina 1 de Esclerose Tuberosa (TSC1)
possui a capacidade de suprimir a ativacao folicular, regulando negativamente o Complexo 1
do Alvo da Rapamicina em mamiferos (mMTORC1), que atua na manutengdo da quiescéncia
dos foliculos primordiais (ADHIKARI et al., 2010).

O mTORC1 é uma serina/treonina quinase que pode atuar promovendo a ativacdo dos
foliculos primordiais, regulando assim o crescimento e a proliferagdo celular em vérios tipos
de células em resposta a fatores de crescimento e nutrientes. Ao mesmo tempo, a
sobrevivéncia de foliculos primordiais € mantida através da PI3K presente no citoplasma que
vai atuar iniciando a producéo de fosfatidilinositol 3,4,5-trisfosfato (PIP3) a partir do PIP2, no
entanto, o PTEN converte o PIP3 em PIP2. Em estudos recentes verificou-se que TSC e
PTEN manipulam a ativacdo folicular através da regulacdo negativa da proteina ribossomal
S6 (rpS6; ADHIKARI et al.,, 2009). Na auséncia das moléculas que promovem a
sobrevivéncia dos foliculos primordiais, incluindo PDK1 e rpS6, todos os foliculos
primordiais sdo perdidos prematuramente a partir do seu estado quiescente (REDDY et al.,
2009).

2.6 Crescimento de foliculos pré-antrais (primarios e secundarios)

Com a ativacdo dos foliculos primordiais, as células da pre-granulosa que circundam o
odcito sofrem alteragdes morfoldgicas modificando-se de pavimentosas a cubicas. Estas, por
sua vez, se multiplicam acompanhando o crescimento do odcito, dando origem ao foliculo
primario. Nesses foliculos, as glicoproteinas que irdo formar a zona pelucida (Zona peldcida 1
- ZP1, Zona pellcida 2 — ZP2 e Zona pelucida 3 — ZP3) (LEE et al., 2000; RANKIN et al.,
2001) comecam a ser sintetizadas, tornando-se visiveis apenas em foliculos secundarios
(FIGUEIREDO et al., 2008). Em bovinos, o diametro dos foliculos primarios varia de 40 a 60
um, com o oocito medindo cerca de 30 a 40 um de didmetro (BECKERS et al., 1996).
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Embora a foliculogénese pré-antral ndo seja dependente de gonadotrofinas, os receptores do
FSH (R-FSH) ja sdo encontrados em foliculos priméarios (OKTAY et al., 1997).

Estudos recentes analisaram os efeitos de hormonios, fatores de crescimento, e suas
vias de sinalizacdo intracelular numa tentativa de compreender 0s mecanismos que controlam
o crescimento folicular pré-antral. Para isso, fatores de crescimento sdo importantes para a
regulacdo da foliculogénese inicial.

Os fatores locais que agem no crescimento dos foliculos primarios para secundarios
sdo: GDF-9 (BODENSTEINER et al., 1999), Ativina-A (HULSHOF et al., 1997), EGF
(GUTIERREZ et al., 2000), FGF-2 (NUTTINCK et al., 1996), fator de crescimento
fibroblastico basico (FGFb; VERNON; SPICER, 1994), R-FSH (WANDJI et al., 1992),
receptor do horménio do crescimento (R-GH; KOLLE et al., 1998), Receptor do IGF do tipo
1 (IGF-R1; ARMSTRONG et al., 2000).

Por mecanismos independentes de gonadotrofinas, ocorre uma continua proliferacdo
das células da granulosa com formacao do foliculo secundario constituido por duas ou mais
camadas de células da granulosa de morfologia cubica ao redor do odcito. Os foliculos
primarios se desenvolvem até chegar ao estagio de foliculos secundarios pelo crescimento do
odcito e pela atividade mitdtica das células da granulosa. Durante a multiplicacdo destas
células, evidencia-se a expressdo do antigeno nuclear de proliferacdo celular (PCNA), que
pode ser usado como um marcador confidvel de crescimento folicular (SILVA et al., 2014).
Os fatores locais que agem no crescimento dos foliculos secundarios séo: IGF-1 (WANDJI et
al., 1992), VEGF (YANG et al., 2007) e FGF-2 (VAN WEZEL et al., 1995). Nos estudos in
vitro, o cultivo de foliculos secundarios bovinos resulta apenas na formacdo de cavidade
antral, ndo possuindo relatos de sucesso na producdo de o4citos meioticamente competentes
(VASCONCELOS et al., 2013).

Foliculos que possuem quatro ou mais camadas de células da granulosa, iniciam o
aparecimento das células da teca, aumentam a vascularizacdo possibilitando a atuacdo das
gonadotrofinas nas células da granulosa e no odcito (VAN DEN HURK; ZHAO, 2005). As
células da teca sdo originarias de células precursoras presentes no estroma ovariano (HONDA
et al., 2007) e possuem caracteristicas estruturais de células secretoras de esteroides, incluindo
mitocOndria com cristas vesiculares, reticulo endoplasmatico agranular e vesiculas lipidicas
(MAGOFFIN, 2005).

A mitocdndria contém a primeira enzima na via esteroidogénica, a enzima de
clivagem da cadeia lateral do colesterol pelo citocromo P450 (CYP11A) e o reticulo

endoplasmatico contém o restante das enzimas necessarias para produzir os androgenos, que
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s80 necessarios para a producdo de estradiol nas células da granulosa. A expressdo do RNAm
que codifica as enzimas esteroidogénicas foi observada em células da teca de foliculos pré-
antrais de bovinos, embora, em ovinos, a expressdo da proteina reguladora aguda
esteroidogénica (STAR) tenha sido bloqueada nessas células (BAO; GARVERICK, 1998).

2.7 Crescimento dos foliculos antrais (terciarios e pré-ovulatérios)

Com o desenvolvimento dos foliculos secundarios e organizacdo das células da
granulosa em multiplas camadas, ocorre a formacdo de uma cavidade repleta de liquido
denominada antro, que confere a classificacdo dos foliculos terciarios em antrais e
posteriormente em pré-ovulatorios (BARNETT et al., 2006). Com o desenvolvimento desses
foliculos, as células da granulosa sdo diferenciadas em células do cumulus (mais préximas ao
odcito) e células murais (VAN DEN HURK; ZHAO, 2005). O fluido antral formado é um
composto rico em substancias reguladoras derivadas do sangue (gonadotrofinas) que flui
através dos capilares da teca ou secrecdes das células foliculares, como por exemplo,
esteroides, fatores de crescimento e proteoglicanos. A producdo desse fluido € intensificada
pelo aumento da vascularizagdo folicular e permeabilidade dos vasos sanguineos que ocorre
com o desenvolvimento do foliculo. Em adicdo, o fluido folicular fornece inumeros fatores
que suportam as funcdes foliculares apropriadas, incluindo a qualidade dos o0dcitos, tais como
a interleucina-6 (IL-6), proteina morfogenética Ossea -2 (BMP-2), anfiregulina (AREG) e
GDF-9 (DUMESIC et al., 2015).

Através da secrecao de fatores paracrinos como GDF-9, proteina morfogenética dssea
-15 (BMP-15) e fator de crescimento fibroblastico -8b (FGF-8b), o od6cito controla a
expressao de proteinas do ciclo celular e a sintese de DNA em células da granulosa
promovendo a sua proliferacdo (GILCHRIST et al., 2006). Além disso, 0 odcito controla as
atividades metabdlicas nas células do cumulus incluindo a expressdo de aminoacidos
transportadores e enzimas metabdlicas necessérias para a manutencdo do metabolismo
oocitario (SU; SUGIURA; EPPIG, 2009). Além dessas substancias, estdo presentes no odcito,
gonadotrofinas, esteroides, fatores de crescimento, enzimas, proteoglicanos e lipoproteinas
consideradas fundamentais para a determinagdo da qualidade oocitaria (WU et al., 2007). A
formacéo do antro divide as células da granulosa em duas populacfes diferentes: as células da
granulosa que ficam proximas ao odcito sofrem diferenciacdo para formar as células do

cumulus, enquanto que as demais se diferenciam em celulas da granulosa murais.
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Com a progressdo do desenvolvimento dos foliculos antrais, o FSH torna-se
criticamente determinante para o crescimento e a sobrevivéncia dos foliculos, os quais passam
a ser dependentes desta gonadotrofina. A partir deste ponto, a concentracdo de FSH circulante
disponivel que determinara se o foliculo sofrera atresia ou continuara o seu desenvolvimento
até os estagios antrais tardios. O desenvolvimento desses foliculos pode ser subdividido nas
fases de crescimento, recrutamento, selecédo e dominancia (VAN DEN HURK; ZHAO, 2005).
O recrutamento de um grupo de foliculos antrais e a selecdo de um foliculo dominante séo as
principais caracteristicas desta fase, e nas espécies monovulatorias, como a bovina, somente
um foliculo sera ovulado (BAERWALD et al., 2003).

Os foliculos antrais sdo recrutados e crescem simultaneamente em uma onda folicular
sob o controle das gonadotrofinas (FORTUNE et al., 2001). Em bovinos, ja foi demonstrado
gue a dindmica folicular acontece observando um padrdo de uma, duas, trés ou até quatro
ondas de desenvolvimento folicular por ciclo estral (BARUSELLI et al., 2007). Uma elevacao
nas concentragdes plasmaticas de FSH estimula o recrutamento folicular e a emergéncia da
onda folicular (FORTUNE, 1994).

Ao iniciar uma nova onda folicular, um determinado grupo de foliculos € recrutado,
apresentando crescimento simultaneo, sobre estimulo do FSH, mas somente um deles sera
selecionado (GINTHER et al., 2003). Esta etapa estende-se por dois a trés dias e os foliculos
apresentam uma taxa de crescimento constante (MIHM; BLEACH, 2003; PETER et al.,
2009). A partir de entdo, este foliculo passara a exercer dominancia sobre os demais foliculos,
suprimindo assim o desenvolvimento e levando a inibi¢do do recrutamento de um novo grupo
de foliculos. Na presenca de niveis elevados de progesterona, o foliculo dominante tornar-se-a
anovulatorio, em virtude da frequéncia na pulsatilidade do horménio luteinizante (LH) ser
baixa (GINTHER; KNOPF; KASTELIC, 1989; GINTHER et al., 1996).

Na espécie bovina, a formacdo dos foliculos antrais é observada aos 230 dias de
gestacdo (RUSSE, 1983). A partir deste estigio, o diametro do foliculo aumentara
notavelmente em virtude do crescimento oocitario, proliferacdo das células da granulosa e da
teca e pela expansao da cavidade antral (DRIANCOURT, 2001).

Os foliculos antrais podem ser classificados como pequenos ou grandes. Os pequenos
foliculos antrais possuem crescimento rapido em diametro em decorréncia do acimulo de
fluido folicular (BRISTOL-GOULD; WOODRUFF, 2006). A partir desta fase, os foliculos
tornam-se dependentes destes hormonios até o estagio de foliculos pré-ovulatérios, onde
apresentam um diametro em torno de 10 a 12 mm em B. indicus e 12 a 15 mm em B. taurus
(GINTHER, 2003).
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Ao atingirem o estagio de pré-ovulatérios, o odcito torna-se circundado por varias
camadas de células do cumulus. Nessa fase final do desenvolvimento folicular, ocorre
diminuicdo dos niveis circulantes de FSH em resposta ao alto nivel de estradiol e inibina
produzidos pelo foliculo e observa-se entdo a formacdo do foliculo pré-ovulatério. Neste
estagio as células da granulosa param de se multiplicar e iniciam o processo final de
diferenciacdo devido & agdo do LH (DRIANCOURT, 2001).

2.8 Ovulacéo

O aumento nos niveis de estrégenos da fase pré-ovulatéria estimula a hipéfise a liberar
na corrente sanguinea concentracdes elevadas de LH eficazes para o processo de ruptura
folicular e ovulacdo. Na fémea bovina, esse evento ocorre aproximadamente 28 horas ap6s 0
pico de LH e de 24 a 32 horas ap6s o inicio do estro (HAFEZ, E. S. E.; JAINUDEEN, M. R.;
ROSNINA, Y., 2000; SENGER, 2003). Este evento é marcado por alteragdes moleculares que
modulam simultaneamente a expressao génica nas células foliculares, promovendo alteracdes
estruturais e fisiologicas no ambiente folicular, que culminam na liberacdo do odcito maduro
e posterior formacédo do corpo luteo.

A ovulacéo envolve a ruptura do apice folicular que ocorre em decorréncia do elevado
fluxo sanguineo, colapso do tecido conectivo e contracdes ovarianas. Estes eventos sdo
controlados por histamina, prostaglandina E2 (PGE2) e citocinas (fator de necrose tumoral-a-
TNF-o e interleceucina-1 - 1L-1) (SMITH et al., 1994; BRANNSTROM et al., 1995;
GERARD et al., 2004; SENGER, 2003; ACOSTA; MIYAMOTO, 2004). Acompanhando a
hiperemia local as células da teca interna se tornam edematosas pelo aumento da
permeabilidade vascular causado pela histamina. Essa condicdo edematosa causa aumento da
pressdo hidrostatica ao redor do foliculo que deve facilitar a sua eventual ruptura (SENGER,
2003). Em B. taurus, somente foliculos com didmetro > 12 mm adquirem capacidade
ovulatéria, devido as altas concentragdes de receptores para LH (R-LH) (SARTORI et al.,
2001). O pico pré-ovulatério de LH promove o remodelamento da matriz extracelular e
desencadeia a clivagem de proteinas da membrana celular, envolvendo proteases, colagenases
e fatores vasoativos (ESPEY, 1980). Apos a ligacdo do LH ao receptor do LH (R-LH),
presente em células da granulosa e da teca de foliculos dominantes (PENG et al., 1991), a
classica via da adenosina monofosfato ciclica (AMPc) e da proteina quinase dependente de

AMPc (PKA) sdo ativadas e induzem a expressao de fatores paracrinos e autdcrinos que
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iniciam a cascata ovulatéria (CONTI, 2002). A partir do pico de LH, o odcito retoma sua
capacidade de reiniciar a meiose, os CCOs iniciam o processo de expansao e 0s andrdégenos
sintetizados nas células da teca sdo transportados para as células da granulosa, sofrem a acao
da aromatase ¢ sdo convertidos em 17p3-estradiol (ESPEY, 1980).

O aumento na concentra¢do de AMPc nas células da granulosa ativa a via da PKA que
por sua vez, catalisa a fosforilagdo de proteina ligante do elemento de resposta ao AMPc
(CREB — AMPc response element binding), um fator de transcricdo nuclear que aumenta a
transcricdo de genes envolvidos no processo de ovulacdo (RICHARDS, 2001). As
prostaglandinas parecem aumentar a atividade colagenolitica de tecido folicular (FORTUNE
et al., 2009) e induzem a vasodilatacdo tecidual e alteracdo na regido apical do foliculo pré-
ovulatorio (SIROIS et al., 2004). Elas sdo produzidas a partir do &cido araquiddnico pela via
da cicloxigenase (COX). A COX possui duas principais isoformas: COX-1 e COX-2. A
COX-1 é expressa em muitos tecidos de forma constitutiva (DEWITT; SMITH, 1995),
enquanto a COX-2 é uma enzima induzivel relacionada a processos fisiopatologicos (HINZ;
BRUNE, 2002). Em vacas, a expressdo de RNAm e proteina para COX 2 foi demonstrada em
células da granulosa de foliculos pré-ovulatorios (LIU; SIROIS, 1998).

Ap0s o pico ovulatorio de LH, a concentracdo de P4 torna-se maior em relacdo ao E2
no ovario, dando inicio ao processo de luteinizacdo (KOMAR et al., 2001). A reducdo da
concentracdo de E2 intrafolicular ocorre pela queda de enzimas esteroidogénicas como 17a-
hidroxilase (17a-OH), o que reflete na baixa producdo de androgeno, e aromatase (P450), que
diminui a capacidade das células da granulosa para converter androgeno em E2 (KOMAR et
al., 2001).

A fim de compreender a importancia desses mecanismos intrinsecos se faz necessaria
o entendimento e a intensificacdo no uso de fémeas com caracteristicas superiores propostas

no estudo.

2.9 Caracteristicas indicadoras de fertilidade em fémeas bovinas

2.9.1 Contagem folicular antral (CFA)

A senescéncia ovariana é caracterizada pela reducdo do “pool” de foliculos primordiais,
correspondente a reserva folicular ovariana. Desta forma, a mensuragéo direta do “pool” de

foliculos primordiais é impossivel. A fim de facilitar a predi¢do dos foliculos pré-antrais,
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utiliza-se o numero de foliculos primordiais que esta indiretamente relacionado com o nimero
de foliculos em crescimento (SCHEFFER et al., 1999).

Cushman et al. (1999) confirmaram esta correlacdo positiva (r=0,92; P<0,01) entre o
numero de foliculos primordiais e o nimero de foliculos em crescimento, e que o numero de
foliculos primordiais esté relacionado com o nimero de foliculos antrais no ovario bovino,
sugerindo a relagdo entre a reserva ovariana e a longevidade reprodutiva. Sabe-se que a
avaliacdo da CFA prediz melhor o aspecto quantitativo da reserva ovariana (SCHEFFER,
2003), no entanto, a avaliacdo da CFA requer ultra-sonografia transvaginal para ser realizada
a contagem.

O numero de foliculos antrais é altamente variavel entre as fémeas (BURNS et al.,
2005; IRELAND et al., 2007; PONTES et al., 2011), porém em bovinos, ha alta repetibilidade
dentre individuos (BURNS et al., 2005). O numero médio de foliculos manteve-se altamente
estavel durante as avaliagcBes de ultrassom (r=0,90-0,92; P<0,05) (SILVA-SANTOS et al.,
2014b). Diante disso, € possivel, através de um Gnico exame de ultrassonografia de rotina,
identificar fémeas com baixo, intermediario ou alto CFA.

Fémeas Bos taurus taurus podem ser classificadas de acordo com a CFA descrita por
Ireland et al. (2008); Burns et al. (2005), em baixa (<15 foliculos antrais), intermediaria (16 a
24 foliculos antrais) ou alta CFA (>25 foliculos antrais). De acordo com a média da CFA
observada devido a maior populacdo folicular antral intrinsecamente mostrada pelas fémeas
Bos indicus da raca Nelore, sugeriu-se uma categorizacdo da CFA, a qual considerou baixa
CFA <32, intermediaria CFA entre 32 e 48 e alta CFA >48 foliculos por animal
(RODRIGUES et al., 2015).

Estudo demonstrou que o numero de foliculos primordiais, transicdo, primarios,
secundarios e antrais morfologicamente saudaveis foi menor (P<0,05) para animais com baixo
CFA versus alto (IRELAND et al., 2008). Desta forma, a deplecdo da reserva ovariana esta
associada com a senescéncia reprodutiva em fémeas bovinas e a CFA pode ser um indicador
de tempo de vida produtiva.

Segundo Burns et al. (2005), o declinio no nimero de foliculos antrais durante as ondas
foliculares é indicativo de senescéncia ovariana. Diferencas entre a idade e a CFA foi
demonstrada em vacas de corte, indicando que, 0 aumento da CFA ocorre até 5 anos de idade
e apos inicia o declinio (CUSHMAN et al., 2009). Outro estudo confirmou que vacas jovens
(12 meses) e de meia-idade (7-8 anos) obtiveram melhor competéncia no desenvolvimento de
odcitos recuperados através de foliculos antrais por OPU durante o desenvolvimento folicular

quando comparada com vacas velhas (>15 anos) (SU et al., 2012).
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Em relacéo ao estdgio reprodutivo, a CFA ndo diferiu (P=0,71) nas fémeas nuliparas
(38,6£23,96), primiparas (47,54+26,16) e multiparas (41,08+25,54) e foi negativamente
correlacionada (r=-0,17; P<0,001) com a idade ao primeiro parto, de tal forma que, quanto
menor a idade ao primeiro parto maior a CFA (MACULAN et al., 2015, dados néo
publicados).

A variagdo no numero de foliculos durante ondas ndo-ovulatorias esta inversamente
relacionada com a concentracdo de FSH periférico (BURNS et al., 2005). Desta forma,
elevado namero de foliculos estimula baixa concentracdo de FSH circulante, enquanto baixo
namero de foliculos, estimula altas concentragbes circulantes de FSH durante as ondas
foliculares do ciclo estral (IRELAND et al., 2007). Sabe-se que a CFA é o melhor preditor
disponivel de resposta a estimulacdo ovariana com gonadotrofinas exdgenas, mostrando que,
a precisdo a qual constitui o foliculo antral é variavel, com diametros que variam entre 2-5 e
2-10 mm. Desta forma, a CFA mostra-se mais eficiente que o FSH basal na predicao da baixa
resposta ovariana (den TONKELAAR,; te VELDE; LOOMAN, 1998).

Células da granulosa de fémeas com baixa CFA tiveram capacidade diminuida de
responder a acdo FSH, mostrando a baixa capacidade de resposta ovariana a estimulacéo de
gonadotrofina em fémeas B. taurus de corte e de leite (SCHEETZ et al.,, 2012). Estas
observagdes potencialmente explicam porque fémeas com baixo CFA respondem fracamente
a estimulacdo de gonadotrofina (IRELAND et al., 2007), apesar do numero significativo de
foliculos remanescentes relativos na reserva ovariana (IRELAND et al., 2008).

Além disso, vacas com baixa CFA possuem maiores concentracdes de FSH no sangue
durante ondas foliculares. A alta variacdo no numero de foliculos antrais esta associada com a
acdo do FSH e expressdo de genes que estimulam a producdo de E2 pelas células granulosas,
como a enzima esteroidogénica do citocromo P19A1 (CYP19A1l1). Além de atuar na
diferenciacdo e funcionamento das células da teca pela expressdo do gene membro 1 da
familia do dominio TBC1 (TBC1D1), aumenta a capacidade de resposta do E2 por meio dos
genes receptor do estrogénio -1 e -2 (ESR-1 e ESR-2) e determinantes da qualidade do odcito
em células do cumulus, como o gene catepsina B (IRELAND et al., 2009).

Jimenez-Krassel et al. (2009) forneceram uma visdo sobre os fatores potenciais que
podem causar a deficiéncia na funcdo litea em ovarios com baixa CFA. Nesses ovarios ha
aumento da secrecdo de LH, porém, com dessensibilizacdo do receptor desse hormonio,
diminuicdo da responsividade, diminui¢do da proteina esteroidogénica (STAR), deficiéncia

inerente na capacidade das células granulosas de sofrer luteinizacdo e infertilidade (por
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exemplo, baixa progesterona, baixo crescimento endometrial) em individuos com reservas
ovarianas diminuidas.

A raca e a genetica sdo fatores que estdo relacionados diretamente com a CFA,
demonstrando assim, diferencas na capacidade reprodutiva entre os animais. Os numeros
médios (xSD) de foliculos antrais foram de 35+9 (Bos indicus) e 38+6 (Nelore x Angus; 1/2
Bos indicus-taurus) para CFA alto e 10+3 (Bos indicus) e 12+2 (Nelore x Angus; 1/2 Bos
indicus-taurus) foliculos para baixa CFA (P<0,05; SILVA-SANTOS et al., 2014a). Os
numeros de foliculos pequenos (2 a 5mm), médios (6 a 8mm) e grandes (> ou =9 mm) em
animais da raga Brahman foram maiores (P<0,05) do que nas vacas Angus e/ou Senepol
(39+4; 21+4 e 3314, respectivamente). O numero desses foliculos em animais da raca Senepol
foi maior (P<0,001) do que nas vacas Angus (ALVAREZ et al., 2000). Estes resultados
sugerem a diferenca na reserva ovariana devido ao tipo bioldgico, principalmente relacionado
a diferencas genéticas.

A CFA pode influenciar a producdo de odcitos e embrides tanto in vivo quanto in vitro,
especialmente em relacdo ao nimero de embrides produzidos por doadora, além da eficiéncia
do processo, com taxas mais elevadas em fémeas de alta CFA (IRELAND et al., 2008). A
variabilidade individual intrinseca da CFA tem gerado consequéncias importantes na
qualidade oocitaria e embrionéria em animais taurinos e mesticos (IRELAND et al., 2008;
SILVA-SANTOS et al.,, 2014b). A alta variagdo na CFA também estd positivamente
correlacionado (r=0,80-0,90; P<0,01) com o numero total de odcitos morfologicamente
saudaveis (IRELAND et al., 2008). O numero médio de CCOs recuperados (36,90+£13,68 vs.
5,80£3,40) foi maior (P<0,05) em fémeas de alta vs. baixa CFA, resultando em maior
(P<0,05) numero de embribes (6,10+4,51 vs. 0,55+0,83). O nimero médio de embrides por
coleta foi maior (P<0,05) na classe com alta vs. baixa CFA (6,95+5,34 vs. 1,9+2,13; SILVA-
SANTOS et al., 2014b). Desta forma, fémeas B. taurus com baixa CFA possuem menor
namero de embrides produzidos in vitro comparado com fémeas com alta CFA (1,3 vs. 4,9
embrides, P<0,05; IRELAND et al., 2007).

A importancia da CFA e sua relagdo com as taxas de prenhez também devem ser
enfatizadas. Alvarez et al. (2000) verificaram que a baixa CFA foi associada com reducédo da
taxa de prenhez em novilhas devido a menor competéncia de producdo de embribes. Vacas
Brangus Ibagé com um intervalo de partos (IDP) de um ano foram comparadas com vacas que
tém um IDP de dois anos. As vacas com os IDP menores tiveram maiores CFA (P<0,05) do

gue vacas com IDP maiores durante 15 dias pos- desmame (OLIVEIRA et al., 2002).
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Cushman et al. (2009) afirmam que a taxa de prenhez em novilhas mesticas de alta CFA
(>25) foi superior (P<0,05) a de baixa (<15) (94,3+2,3 vs. 85,5+3,4, respectivamente). No
entanto, estudo recente com vacas Nelore mostrou que ndo houve diferenca significativa
(P>0,05) na taxa de concepc¢éo entre vacas com baixa, intermediaria e alta CFA (58,6; 48,6 e
51,9%, respectivamente; SANTOS et al., 2016). Na medicina humana também é evidente a
associacdo da CFA com producdo oocitaria. Huang et al. (2001) dividiram mulheres em
grupos de acordo com CFA. Grupo A menos que 5; grupo B entre 6 e 10; grupo C entre 11 e
15 e grupo D mais que 16 foliculos antrais. Observou-se diferenca significativa (P<0,05) entre
0 numero de odcitos recuperados por aspira¢do no grupo A e B versus grupo C e D. A taxa de
gestacdo foi de 20% nas pacientes do grupo A-B e de 50% nos pacientes do grupo C-D;
entretanto, esses resultados nao foram significativos (P=0,29; LONEGRO et al., 2016).

Sabe-se que a CFA é altamente correlacionada com o AMH. O AMH é membro
glicoproteico da familia do fator de crescimento transformante beta (TGF-p), produzido pelas
células da granulosa de foliculos ovarianos de forma independente do FSH. O AMH possui
um papel de marcador que indica o nimero de foliculos que fizeram a transicdo do “pool” de
foliculos primordiais para foliculos em crescimento, sem a adicdo de gonadotrofinas. Assim,
esse fator liberado por foliculos em crescimento ird refletir a quantidade de foliculos
primordiais quiescentes (DURLINGER; VISSER; THEMMEN, 2002b), sugerindo que a
concentragdo de AMH no soro reduz ao longo da vida reprodutiva da fémea (LEE et al.,
1996).

O AMH pode ser mensurado durante todo o ciclo estral. Em vacas taurus, as
concentragfes de AMH durante o ciclo estral natural e sincronizado foram positivamente
correlacionadas (r=0,67; P<0,001) ao analisar individualmente entre novilhas e variadas entre
novilhas de corte das racas Angus e Charolés. Aumento (P<0,05) nas concentracbes de AMH
foram notados em novilhas de corte comparadas com novilhas de leite das racas Holandesa e
Jersey (0,0638+0,01ng/mL e 0,0402+0,01ng/mL, respectivamente; PFEIFFER et al., 2014).

A CFA e AMH sdo preditores de odcitos recuperados e do nimero de embrides com
boa qualidade disponiveis para transferéncia e congelamento em humanos (MAJUMDER et
al., 2010). Fémeas com alto AMH possuem maior numero de foliculos aspirados, complexos
cumulus-o06citos recuperados e numero de blastocistos produzidos, porém néo foi observada
diferenca referente a taxa de producéo de blastocisto em ambos B. taurus (Holandesa) e B.
indicus (Nelore, P<0,0001; GUERREIRO et al., 2014).
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2.9.2 Volume ovariano e morfometria da genitalia externa

A CFA estd positamente associado com o numero, a qualidade e a quantidade de
00citos e esses estdo ligados a capacidade da fémea emprenhar (IRELAND et al., 2011).

Sabe-se que as caracteristicas morfoldgicas do ovério variam em fungdo do estadio
reprodutivo, da fase do ciclo estral e do periodo de gestacdo podendo ser utilizadas como
parametro na avaliacdo clinica e funcional do érgdo (CHACUR et al., 2006). Aliado a isso,
encontrou-se relacdo entre o volume ovariano e sucesso reprodutivo em ciclos de reproducao
assistida (GINTHER, 1997).

Embora haja claramente outros fatores que influenciam a variacdo no tamanho dos
ovarios, Cushman et al. (2009) relataram correlacdo baixa (r=0,05; P=0,007), porém positiva
entre 0 peso ao nascer, peso do ovario e CFA em novilhas neonatais que tem duracdo até a
maturidade reprodutiva. Modina et al. (2013) mostram reducdo significativa no peso,
comprimento e altura (5,07+0,28g; 3,82+0,10cm e 1,79+0,06cm, respectivamente) de ovarios
com baixa (4,51+0,32) comparado com alta (31,93£1,67) CFA (13,29+0,68g; 4,67+0,09cm e
2,69+0,06cm; P<0,001, respectivamente). Em consonancia, Ireland et al. (2008) observaram
que, 0 peso, 0 comprimento e a altura (3,05+£0,33g; 23,3+t1,4 e 12,3+1,1mm; P<O0,05,
respectivamente) dos ovarios de animais com baixa (< 15) foram menores (P<0,05) que alta
(> 25) CFA (7,11+0,41g; P<0,0001; 28,3£1,3 e 15,5+0,8mm; P<0,05, respectivamente) CFA.
Além disso, a variacdo entre os animais nas classes de CFA durante as ondas foliculares foi
positivamente correlacionada (r=0,80-0,90; P<0,01) com variagdo no peso ovariano e nimero
total de foliculos (IRELAND et al., 2008).

Kwee et al. (2007) demonstraram que a CFA e o volume total do ovario atuam na
predicdo da resposta ovariana a hiperestimulacdo na FIV através da andlise de regressdo
logistica (r=0,87, r=0,92; P<0,001, respectivamente). Além disso, volume ovariano baixo
(<3cm?d) dificulta a resposta a estimulagio ovariana e induz a menor taxa de gestacdo em
mulheres (TEIXEIRA; MAHESWARAN; DONAHOE, 2001).

Mesquita et al. (2016) classificou o volume ovariano como pequeno (<7 mm3), medio
(7-121mm?3) e grande (>11mm?) e analisou a qualidade do CCOs. A qualidade de CCOs no
grupo com ovarios de volume médio (3,19+0,08) foi superior (P<0,05) ao pequeno
(2,96+0,08) e grande (2,95+0,09). Houve correlacdo positiva entre a CFA e peso ovariano
(r=0,90; P<0,001) e com o numero total de foliculos e odcitos saudaveis presentes nos ovarios
(r=0,89; P<0,001; IRELAND et al., 2011; CUSHMAN et al., 2009). Outro estudo mostrou

correlagdo positiva (P<0,01) do volume ovariano com o nimero de odcitos recuperados,
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maduros, fertilizaveis e o total de embribes (r=0,75; r=0,63; r=0,56 e r=0,54, respectivamente;
MERCE et al., 2006).

Associada a morfometria do volume ovariano, uma caracteristica fenotipica de
superioridade reprodutiva identificada recentemente foi a morfometria da genitalia externa da
fémea. A vulva é a porcao final do trato genital tubular formada pelos dois labios, pequenos e
grandes, que se unem conjuntamente nos angulos dorsal e ventral. O angulo dorsal é
arredondado, jA& o ventral é agudo (KONIG et al., 2004). Esse ultimo, situa-se
aproximadamente 5 cm caudal e ventralmente a mesma distancia ao nivel do arco isquiatico
(SISSON; GROSSMAN; GETTY, 2008).

A rima vulvar, também conhecida como fenda ou pudendo vulvar, € a abertura externa
em forma de fenda vertical, ou seja, a fissura entre os grandes labios. O tamanho da rima
consiste no comprimento entre as comissuras dorsais e ventrais da fenda. A largura da vulva
pode ser determinada pela distancia entre as bordas laterais a partir do ponto médio da rima
em um angulo de 90 graus (MACULAN et al., 2015, dados né&o publicados).

Sabe-se que alta CFA indica superioridade reprodutiva, desta forma, estudo mostrou
relacdo entre a CFA e a morfometria externa do aparelho reprodutivo em fémeas Bos indicus.
MESQUITA et al. (2016) demonstrou que a CFA foi maior (P=0,035) em fémeas com maior
comprimento da rima relativa ao tamanho corporal comparada com menor comprimento da
rima (18,96+1,97cm e 14,76+1,51cm, respectivamente). Similarmente, a CFA em fémeas com
maior largura da vulva foi maior (P=0,0001) comparada com menor largura da vulva
(20,08+1,36cm e 11,16+1,60cm, respectivamente). Concluiu-se que a largura da genitalia
externa relativa com o tamanho corporal é boa preditora de reserva folicular em fémeas
bovinas da raca Tabapud (MESQUITA et al., 2016). Além disso, a largura vulvar em fémeas
de alta CFA (8,81+0,12cm) foi superior (P=0,05) a de média e pequena largura vulvar
(8,42+0,11cm e 8,38+0,13cm respectivamente; MACULAN et al., 2015, dados néo
publicados).

Recentes estudos com fémeas da raga Tabapud demonstram que a largura vulvar e a
CFA foram medidas que indicaram superioridade reprodutiva, indicando ser caracteristicas
associadas com a fertilidade. Sendo assim, a proposta da utilizacdo desse fendtipo
(morfometria da genitalia externa) deve ser considerada em modelos que pretendem ser
aplicados na selecdo para a fertilidade (MACULAN et al., 2015, dados ndo publicados;
MESQUITA, 2016).
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2.10 Fisiologia reprodutiva de fémeas Bos taurus indicus e Bos taurus taurus

As diferencas entre B. indicus e B. taurus iniciam ainda durante o desenvolvimento
embrionario na avaliacdo da variagdo na populacdo folicular da reserva ovariana. Estudo
avaliou cortes histologicos de ovarios de fetos, novilhas e vacas e concluiram que ha grande
variacdo individual no nimero de foliculos ovarianos de zebuinos comparados com taurinos e
similaridade entre a populacdo de foliculos pré-antrais de fetos e novilhas nesses grupos
genéticos (SILVA-SANTOS et al., 2011).

Sabe-se que a dindmica folicular ovariana € um processo continuo de crescimento e
regressao folicular. O conhecimento das ondas de crescimento e regressao folicular favorece a
execucdo de programas de superovulacdo, sincronizagdes do ciclo estral e da ovulacdo. A
dindmica folicular pode ser dividida nas etapas de recrutamento, selecdo e dominancia dos
foliculos antrais (BORGES et al., 2004, GINTHER et al., 1996). Verificou-se maior (P<0,05)
recrutamento de foliculos por onda em B. indicus comparada com B. taurus (33,4+3,3 vs.
25,0£2,5, respectivamente; CARVALHO et al., 2008) e (39,0£4,0 vs. 21,0+4,0,
respectivamente; ALVAREZ et al., 2000). Este fato pode ser explicado pelas maiores
concentragdes circulantes de IGF-1 e insulinas livres em fémeas B. indicus desta forma, ha
um aumento da sensibilidade das células da granulosa ao FSH, favorecendo assim o
recrutamento folicular (ALVAREZ et al., 2000; SARTORI; BARROS, 2011). Além disso,
vacas B. indicus possuem mais ondas foliculares, maior nimero de foliculos, recrutam maior
namero de foliculos por onda folicular (33,4+3,2 vs. 25,4+2,5 em B. taurus; P<0,05,
CARVALHO et al., 2008) com maior nimero de o0citos recuperados por aspiracdo folicular
(de 3 a 4 vezes maior) que as vacas B. taurus (P<0,05; VIANA et al., 2000).

O padrdo de crescimento folicular atraves das ondas foliculares é caracterizado pelo
recrutamento de um “pool” de foliculos na fase antral inicial, em resposta ao aumento na
concentracdo circulante de FSH, e pela posterior selecdo e dominancia de um foliculo. Este
produz inibina estimulando a atresia dos demais foliculos subordinados que torna capaz de
ovular em resposta ao pico de LH (GINTHER, 1997). Quanto a esse hormonio gonadotrofico,
as racas zebuinas apresentam menor capacidade de secrecdo de LH em relacdo as racgas
europeias (D’OCCHIO et al.,, 1990). J4& em relacdo aos hormodnios esteroides, suas
concentragfes nas ragas zebuinas mostram-se inferiores aos observados nas ragas europeias
(SEGERSON et al., 1984).

Existem também diferencas em relagdo a quantidade de ondas foliculares durante o

ciclo estral em Bos indicus e Bos taurus. Nas fémeas Bos indicus foi evidenciada a presenca
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de duas ou trés ondas foliculares em quase todos os ciclos estrais. Da mesma forma para
fémeas Bos taurus, que apresentam dindmica folicular semelhante (SARTORI et al., 2004).
Além disso, verifica-se maior incidéncia de ciclos estrais com duas ou trés ondas foliculares e
menor frequéncia com uma e quatro ondas em Bos indicus (RHODES et al., 1995a). Outros
trabalhos mostram que em zebuinos, sdo necessarios trés a quatro ondas foliculares por ciclo
estral para a ocorréncia da ovulagdo (Brahman — RHODES et al., 1995b; Nelore —
FIGUEIREDO et al., 1997; Gir — VIANA et al., 2000). Ja fémeas Bos taurus da raca
Holandesa demonstraram necessitar de duas a trés ondas de crescimento folicular por ciclo
estral (GINTHER et al., 1989).

E importante ressaltar que em ciclos estrais com padrdo de trés ondas foliculares, o
foliculo dominante da segunda onda € menor que o da primeira e terceira onda, apesar de ndo
ter sido verificado efeito da duracdo do ciclo estral no crescimento folicular em animais da
raca Nelore. Uma possivel explicagdo para a diferenca nos diametros foliculares é a
concentracdo plasmatica de progesterona. A primeira onda folicular ocorre na presenca de
uma baixa concentracdo de progesterona (corpo lateo em formacédo) sendo insuficiente para
efetuar um feedback negativo no eixo hipotalamico-hipofisario para impedir a liberacdo de
LH (SAVIO et al., 1992).

Pulsos de baixa frequéncia de LH (entre 2 e 3ng/mL), observados durante a fase lutea
do ciclo estral, levam a regressao do foliculo dominante e ao inicio de novas ondas foliculares
(SAVIO et al., 1992). A segunda onda inicia-se na presenca de um corpo liteo totalmente
formado e que secreta elevada concentracdo de progesterona, suficiente para inibir a liberacédo
de LH. O menor diametro do foliculo da segunda onda pode ser devido a menor duragdo de
crescimento (4,6 e 5,4 dias) quando comparado com os foliculos da primeira (6,3 dias) e
terceira ondas (6,1 dias). Entretanto, esse padrdo nao foi observadoem animais da raca Nelore
(SAVIO et al., 1992). A terceira onda coincide com a reducfo da secrecdo de progesterona
pelo corpo luteo, resultando no aumento da frequéncia de pulsos de LH até um pico de 30 a
35ng/mL. Nessa fase verifica-se o rapido crescimento folicular e a ovulagdo (SAVIO et al.,
1992).

Outro aspecto € a variagdo do didmetro méximo dos foliculos dominantes em B. indicus
e B. taurus. Ja foi demonstrado que a herdabilidade estimada para diametro folicular foi de
0,16+0,03 (MacNEIL et al., 2006). De acordo com Buratini et al. (2000), ovarios de novilhas
Bos indicus possuem maior nimero de foliculos < 5 mm e menor numero de foliculos > 5 mm

do que novilhas Bos taurus.
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Em fémeas pos-puberes zebuinas, o diametro do foliculo dominante é menor (10-13
mm, P<0,05; CASTILHO et al., 2007) do que em taurinas no mesmo estadio reprodutivo (16-
20mm, P<0,05; IRELAND et al., 2000). O menor diametro comparado aos taurinos pode estar
relacionado a menor taxa de crescimento dos foliculos dominantes em vacas zebuinas
(0,8mm/dia; FIGUEIREDO et al., 1997 vs. 2,0mm/dia em taurinos; MURPHY et al., 1990).

O didmetro méaximo do foliculo dominante da primeira onda folicular em vacas
Brahman e Senepol (15,3£0,6mm e 13,9+0,5mm) foi maior (P<0,01) do que nas Angus
(11,4+0,6mm), porém, o diametro maximo do foliculo ovulatério em vacas Brahman
(15,6+0,5mm) foi maior (P<0,01) que Angus ou Senepol (12,8+0,4mm e 13,6+0,4mm,
Alvarez et al., 2000). Esses resultados sugerem que ha um diametro folicular considerado
6timo sendo que as vacas Angus que possuiam um diametro folicular médio se aproximaram
mais do diametro favoravel. Esse fato pode explicar as taxas de fecundidade mais elevadas em
vacas Angus comparadas com vacas Brahman ou Senepol (PERRY et al., 2007).

Outra diferenca detectada entre os grupos genéticos Bos indicus e Bos taurus € o
didmetro do corpo lateo (CL). Fémeas Bos indicus possuem menor didmetro do CL em
relacdo a Bos taurus (PINHEIRO et al., 1998). Entretanto, Alvarez et al. (2000) verificaram
que o diametro maximo do CL foi maior (P<0,05) em fémeas Senepol (22,2+0,3mm) do que
em Angus (19,6£0,2mm) e tendeu (P<0,10) a ser maior em vacas Brahman (21,3+0,3mm) do
que Angus. O diametro maximo do CL foi similar (P>0,10) entre vacas Brahman e Senepol.

Fémeas Bos indicus produzem dezenas de odcitos no Unico procedimento de aspiracao
folicular, numa relacdo direta com o nimero de foliculos antrais visiveis pela ultrassonografia
(PONTES et al., 2009). Esse fato leva o Brasil a lideranca mundial na producéo in vitro de
embribes (PIVE) devido a dominéncia da genética zebuina. O nimero de o6citos recuperados
por aspiracdo folicular € maior em fémeas zebuinas (18- 25 odcitos; P<0,05; WATANABE et
al., 1999; THIBIER et al., 2004) do que em taurinas (4 -14 odcitos por sessdo de aspiracdo
folicular; MARTINS JR et al., 2007). Vacas Bos indicus possuem maior nimero de odcitos
por aspiracdo folicular (37,1+2,6; 15,4+1,2; P<0,05) e total de embrides (7,3+0,9; 1,1+0,2;
P<0,05, respectivamente) que vacas Bos taurus (BARUSELLI et al., 2011). O total de odcitos
(17,1+4,5; 11,4+3,9; 20,445,8 e 31,4+5,6), odcitos vidveis por OPU (12,1+3,9; 8,0+2,7;
16,8+5,0 e 24,3+4,7), numero de embrides (3,2; 2,1; 3,9 e 5,5) e taxas de prenhez (40%, 36%,
37% e 37%) foi diferente (P<0,01) entre as racas Gir, Holandés (Hol), 1/4 Hol x 3/4 Gir e 1/2
Hol-Gir, respectivamente (PONTES et al., 2010).

O impacto no nimero e taxa de prenhez varia amplamente entre as racas. Pontes et al.

(2011) mostraram que o numero de prenhezes em fémeas Nelore com elevado numero de
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odcitos (n= 78) foi superior (P<0,05) ao baixo nimero de odcitos (5,62+0,54 e 0,92+0,13,
respectivamente). Porém, outro estudo mostrou que a taxa de prenhez na raga Nelore ndo foi
diferente (P>0,05) nas classes alta, intermediaria e baixa CFA (30,0; 33,8 e 34,6,
respectivamente; Morotti et al., 2015). J& Mossa et al. (2012) demonstraram que em fémeas
taurus, a taxa de prenhez no primeiro servi¢o na classe de CFA intermediaria foi superior
(P<0,05) a classe baixa (45 e 32%, P<0,05, respectivamente) e que a taxa de prenhez total em
fémeas com alta CFA foi maior (P=0,06) a baixa CFA (94 e 84%, respectivamente).

O conhecimento das diferencas entre zebuinos e taurinos, implica em melhores
respostas a tratamentos hormonais e na utilizacdo de técnicas de manejo. Essas
particularidades na fisiologia reprodutiva sdo fundamentais para o correto emprego de

biotecnologias da reproducao.

2.11 Técnica de aspiracao folicular guiada por ultrassonografia (Ovum pick up - OPU)

As primeiras realizacdes dessa técnica ocorreram na década de 80, onde 0s ovarios eram
manipulados via transretal e posicionados dorsolateralmente na cavidade abdominal e um
transdutor linear com frequéncia de 3,5 MHz na pele, mais especifico na regido paralombar,
de forma que fosse possivel a visualizacdo dos foliculos e sua puncdo por meio de agulhas
especificas (SENEDA et al., 2002).

A aspiracdo folicular era realizada utilizando apenas agulhas longas (55 cm), as quais
foram substituidas por agulhas hipodérmicas descartaveis, na tentativa de facilitar a
recuperacdo de oocitos (BOLS et al., 1995). A utilizacdo de agulhas hipodérmicas
descartaveis de 18 e 19 Gauge (G) e 50 mm de comprimento sd0 mais viaveis na técnica.
Agulhas que apresentem diametros maiores que 18G, permitem a obtencdo de altas taxas de
recuperacdo, porém, havera mais oocitos desnudos, podendo causar detrimento no estroma
ovariano e aumentar a quantidade de sangue no liquido aspirado. Agulhas que apresentem
didmetros menores que 19G podem causar atraso no processo de aspiracdo do liquido
folicular (BOLS, 1997).

Na OPU e usado o sistema de bomba a vacuo, o qual permite a obtencdo dos odcitos e
liquido folicular para um tubo coletor para serem avaliados de acordo com sua morfologia e
expansdo das células do cumulus. Bols et al. (1995) demonstraram que a pressao de vacuo é
outro fator que pode ser analisado no momento da aspiracéo folicular. PressGes maiores que

120mmHg, danificam a camada das células do cumulus e pressées menores, como 50 mmHg,
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sdo ineficientes neste processo. Mostraram que ha uma variacao entre 40 a 400 mmHg (BOLS
et al., 1996). As frequéncias também podem interferir na técnica. Hendriksen et al. (2004)
mostraram que frequéncias entre 5 e 8 MHz sdo ideais e mais comumente utilizadas na
técnica de aspiracao folicular.

Os melhores resultados da técnica de aspiracao folicular sdo obtidos a partir de diversos
fatores, incluindo fatores técnicos e da quantidade de odcitos recuperados obtidos do total de
foliculos aspirados. Dentre estes fatores citam-se a visualizacdo dos foliculos pela US,
também do didmetro, bisel e corte da agulha, da bomba de aspiracdo a vacuo e da
manipulacdo da técnica pelo operador. Além desses fatores, existe aqueles que podem estar
relacionados a diversidade biol6gica dos animais. Dentre eles citam-se a frequéncia e
momento da aspiracdo folicular, fisiologia, condic¢éo corporal, raca e idade da doadora. Estes
sdo fundamentais nos resultados, interferindo na recuperacdo e no desenvolvimento
embrionério (BOLS et al., 2005).

Posteriormente, Pieterse et al. (1988), descreveram a OPU, tornando viavel o
aproveitamento de odcitos de forma simples e in6cua, podendo ser repetida varias vezes em
um mesmo animal. Alguns estudos demonstram que as aspiracGes podem causar efeitos
deletérios na fungdo ovariana (PETYIM et al., 2007), por outro lado, Aller et al. (2010)
demonstram que repetidas aspira¢cdes no mesmo animal (com intervalo de trés a quatro dias),
ndo interfere na funcdo ovariana e nem nos indices de gestacao pds-aspiracao.

Foi demonstrado que o ndmero de foliculos de 3 mm de didametro (tamanho médio para
OPU) ou maiores é muito repetivel (r=0,95) dentro dos individuos (BURNS et al., 2005).
Diante disso, os melhores resultados séo obtidos quando sdo aspirados foliculos maiores que 3
mm. Em relacdo a quantidade de odcitos recuperados por OPU, demonstraram que fémeas
zebuinas da raca Nelore proporcionam maior numero de o6citos recuperados (4,6 o6citos por
sessdo) por OPU em relacdo as fémeas taurinas da raca Devon (16,3 00citos por sessao) no
total de 12 sessbes (CRUZ et al., 2009). Além disso, doadoras nao-lactantes apresentam maior
percentual de desenvolvimento in vitro de blastocisto e produzem mais embrides por sessao
OPU que vacas em lactagéo (VIEIRA et al., 2014a).

A aspiracédo folicular duas vezes por semana produz maior percentagem de embrides
grau 1 e maior numero de embrides transferiveis do que aspiracdes realizadas uma vez por
semana (GIBBONS et al., 1994). Segundo Goncalves et al. (2002), cada fémea bovina é
capaz de produzir 50 a 100 embriGes/ano, com um regime de duas aspira¢cbes semanais por

doadora, durante varios meses. Sabe-se que essa quantidade de aspiragdes é eficaz em animais
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superovulados ou nédo, proporcionando assim, numa maior produgdo de embrides no menor
periodo (De ROOVER et al., 2005; SENEDA et al., 2005).

As principais vantagens da técnica de OPU na PIVE € que ndo se faz necessario o uso
de hormonios para a recuperagdo dos oocitos (BUENO; BELTRAN, 2008). Além de permitir
aumentar o potencial de fémeas de alto valor genético, bem como de animais portadores de
infertilidade adquirida que estavam condenados ao abate por incapacidade de produzir
descendentes. A associacdo destas técnicas possibilita a obtencdo de até 18 gestacfes em
apenas trés meses (NIBART et al., 1995). Outras vantagens sdo que essa técnica pode ser
aplicada em fémeas gestantes, no pos-parto, aciclicas, com alteracfes patoldgicas do aparelho
reprodutor localizadas na tuba uterina ou Utero e naquelas que ndo respondem a
superovulacao (BONI, 2012).

O uso de hormdnios também ¢é eficaz no processo de OPU. Um estudo mostrou que a
superestimulacdo de doadoras da raca Holandesa com FSH pituitario (p-FSH) antes da OPU
aumenta a eficiéncia de PIVE com aumento da propor¢do de CCOs adequados para o cultivo,
resultando em maiores taxas de blastocisto e producao de embrides por sessdo de OPU. Garor
et al. (2015) verificaram que a administracdo da gonadotrofina coridnica humana (hCG) na
OPU ¢ vantajosa sendo capaz de estender o tempo de cultivo in vitro do odcito em mulheres
jovens com reserva ovariana normal.

Quando se compara as outras técnicas de reproducdo, a associacdo de OPU e PIVE se
sobressai, pois ha a possibilidade da utilizacdo de odcitos de animais pds mortem (HOSHI,
2003) e a intensificacdo do uso do sémen, sendo capaz de produzir uma maior quantidade de
embrides com sémen sexado e com doses de animais de alto valor zootécnico
(HAYAKAYWA et al.,, 2009). A aplicacdo dessa técnica também apresenta algumas
limitacGes, como a baixa taxa de prenhez com a PIVE quando comparada com embrides
produzidos in vivo (BONI et al., 2012).

2.12 Método de obtencéo de odcitos

A obtencédo de odcitos € uma das fases mais importantes do procedimento de producgéo
de embrides. Pode-se ser realizada tanto in vitro, através da utilizagdo de ovarios provenientes
de abatedouros locais, quanto in vivo, atraves de diversos procedimentos que foram evoluindo
ao longo dos ultimos anos (GONCALVES et al., 2008).
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In vitro, é realizada a puncéo folicular com agulha acoplada a uma seringa ou bomba de
vacuo, como citado anteriormente (GONCALVES et al., 2002). Apesar de bastante utilizada
com propdsitos cientificos e viabilizar o nascimento de um numero expressivo de
descendentes de doadoras, quando realizada de forma comercial, este procedimento apresenta
algumas dificuldades, como: problemas durante o transporte dos odcitos do abatedouro ao
laboratério, a falta de conhecimento sobre do estado de salde e do padrdo hormonal dos
animais, assim como a impossibilidade de repeticdo da técnica para um mesmo animal
(SENEDA et al., 2002). Desta forma, a obtencdo de odcitos provenientes de animais vivos
associada a US intensificou a obtengdo de odcitos bovinos in vivo (BONI, 2012).

Durante o procedimento de aspiracdo, 0s ovarios expostos e, eventualmente, por¢des
uterinas devem ser constantemente umedecidas com solucdo de cloreto de sddio 0,9% e
lavados ao término da aspiracdo com a solucdo de cloreto de s6dio com 0,9% de DMSO e
0,2% de Heparina (BASSO et al., 2008).

A partir desta técnica pode ser realizada a selegdo dos odcitos viaveis, utilizando o
microscopio estereoscopico. Essa selecdo é feita com base na morfologia oocitéria, onde
aqueles selecionados serdo transportados até o laboratorio onde se inicia as etapas de PIVE
(GARCIA et al., 2004).

A selecdo é baseada na visualizacdo das camadas dos CCOs. A analise e selecdo pode
ser separada em quatro categorias, de acordo com as caracteristicas baseadas na compactacao
e transparéncia das células do cumulus e homogeneidade e transparéncia do ooplasma,
utilizando o sistema de classificacdo descrito por Stringfellow e Givens (2010). Consideram-
se CCOs viaveis os de classificacdo | a Ill, sendo os CCOs de classe IV descartados. Grau I:
Odcitos com cumulus compacto presente, contendo mais de trés camadas de células.
Ooplasma com granulacgdes finas e homogéneas, preenchendo o interior da zona peltcida e de
coloracdo marrom; Grau Il: Odcitos com cumulus parcialmente compacto em volta do odcito
rodeando-o completamente. Com menos de trés camadas de células do cumulus oophorus.
Ooplasma com granulag6es distribuidas heterogeneamente, podendo estar mais concentradas
no centro e mais claras na periferia ou condensadas em um sé local aparentando uma mancha
escura. O ooplasma preenche todo espaco interior da zona peltcida; Grau Ill: Odcitos que
possuem o cumulus presente, mas expandido. Ooplasma contraido, com espago entre a
membrana celular e a zona pelucida, preenchendo irregularmente o espago perivitelino,
degenerado, vacuolizado ou fragmentado; Grau IV: Odcitos desnudos sem células do
cumulus, citoplasma com cor e granula¢do anormais ou com células expandidas com aspecto

apoptatico. Séo selecionados os oocitos de grau |, I1 e 11 para a etapa de MIV (ver figura 1).



45

Figura 1 - Classificacdo de oocitos segundo Stringfellow; Givens (2010). A (Grau 1), B (Grau
I1), C (Grau Ill) e D (Grau V).

y

C
Fonte: Penitente-Filho et al., 2014.

2.13 Producéo in vitro de embrides (PIVE)

2.13.1 Historico e evolucdo da biotécnica

Nos mamiferos, ainda no final do século XIX, surgiu o primeiro relato sobre a
possibilidade de se cultivar embribes in vitro. Alguns pesquisadores interessados realizaram
estudos com a finalidade de estabelecer metodologias que permitissem a manipulacdo de
embrides relacionados a técnicas associadas a reproducdo e a producdo de animais superiores.
A FIV em animais iniciou em meados da década de 50, com o nascimento de um coelho
gerado a partir dessa biotécnica. Tendo em vista que essa espécie apresenta caracteristicas
bioldgicas favoraveis, como o tamanho relativamente grande do 6vulo, o que facilita a
manipulacdo e a ovulacdo induzida pelo acasalamento, é possivel determinar de forma precisa
a idade dos embrides (GONCALVES et al., 2002).

No que se diz respeito aos animais de producdo, apenas na década de 80 é que
surgiram os primeiros relatos de sucesso de nascimentos na espécie bovina que ocorreu no
Japdo no ano de 1977, seguindo a metodologia de Brackett et al. (1982).

Essa técnica tem sido muito difundida e utilizada em diversos paises, inclusive de
forma destacada no Brasil, a partir da década de 90. Atualmente o Brasil possui 0 maior
rebanho bovino comercial do mundo, com cerca de 215 milhdes de animais (IBGE, 2015). E
0 maior produtor mundial de bovinos, assumindo posicdo de destaque na produgdo mundial
de embribes, particularmente pela expansdo acentuada do uso da FIV em bovinos
(MEIRELLES et al., 2008). Até o final da década de 90, a PIVE no Brasil foi realizada quase
que exclusivamente para fins de pesquisas €, consequentemente, ndo teve impacto comercial
(VIANA et al.,, 2012). Devido a sua complexidade e caracteristicas de altos custos era

esperado um crescimento lento, apenas para atender as demandas de mercados especificos
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(PONTES et al., 2010). Nesse mesmo contexto, esta biotécnica associada a OPU vem sendo
cada vez mais acessivel e eficiente, podendo provocar grandes evolugBes no cenario nacional
da industria de embrides (SENEDA et al., 2002).

O continuo e expressivo aumento da PIVE sustentada principalmente pelas racas
zebuinas de corte devido a melhor qualidade, maior potencial dos odcitos recuperados e maior
namero de foliculos disponiveis para aspiragdo nos ovarios dessas doadoras, o Brasil chegou a
produzir em média 97,3% dos embrides bovinos produzidos in vitro no pais (VIANA et al.,
2012).

As dificuldades relativas & compreensdo das necessidades nutricionais e as limitacdes
impostas pelas caracteristicas fisico-quimicas dos meios utilizados sdo barreiras técnicas a
serem rompidas. A partir do inicio do século XX, novas condicGes basicas de cultura, pode
permitir a melhoria na producao de embrides in vitro. A partir disso, a producédo de meios de
qualidade superior mostrou progressos significativos e com profundos reflexos no sucesso da
coleta e cultivo de embrides. Na década de 50, foi proposta a nova formulacdo para 0s meios
de cultura, que passaria a ser utilizado na coleta e no cultivo dos embriGes, ampliando
significativamente o numero de embrides implantados com sucesso. Desta forma,
desenvolveu-se um meio utilizando uma solucéo de Krebs-Ringer bicarbonato, suplementada
com albumina sérica bovina, o qual foi capaz de promover as clivagens de um embrido de
camundongo com uma célula até o estadio de blastocisto. Ap6s alguns anos, foi realizada uma
pesquisa para determinar quais as necessidades nutricionais de um embrido em meio de
cultura e, durante o processo, desenvolveu a técnica da cultura de embribes em microgotas.
Essa técnica se mantém até os dias atuais em varios laborat6rios na area animal (ANDREOTI,
2007).

Outros fatos que marcaram o sucesso da PIVE nessa década foi o desenvolvimento do
fluido sintético de oviduto (SOF; GANDHI et al., 2000), um meio de producdo que simula as
condicdes fisiologicas da fémea, 0 meio Tyrode-albumina-lactato-piruvato (TALP), utilizado
na etapa de FIV (BAVISTER; YANAGIMACHI, 1977), e fatores para a capacitacdo

espermatica mediante o uso de célcio (SINGH et al., 1978).

2.13.2 Meios de cultivo para PIVE

Os baixos resultados da PIVE podem ser atribuidos a dois principais fatores: as
condic@es de cultivo in vitro (RUSSELL et al., 2006) e a qualidade dos odcitos selecionados
para a maturacdo in vitro (CAMARGO et al., 2006).
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Referente as condices de cultivo, osmolaridade, nutrientes proteicos e energéticos,
atmosfera e o pH s&o os principais fatores que devem ser controlados durante a PIVE, visando
manter as condi¢bes semelhantes do ambiente folicular in vivo.

Fator importante para se obter bons resultados na PIVE com relacdo a quantidade e
qualidade dos embriGes é o pH das solucbes. O pH é fundamental para promover a eficiéncia
de reacBGes bioguimicas que envolvem o equilibrio acido-bésico, influenciando assim, a
producdo de blastocistos. O uso de sistemas tampdes em meio de cultivo € necessario para
minimizar possiveis variacdes do pH do meio, que deve permanecer entre 7,3 e 7,5 durante a
PIVE (VAJTA et al., 1997). VariacOes de pH no meio de cultivo, dependendo da amplitude,
podem inviabilizar o crescimento celular e resultar na diminuicdo dos indices de fecundacéo e
producdo de blastocistos.

O sistema tampdo empregado na PIVE ira depender da atmosfera controlada, que
geralmente é realizada sob as condigdes com 5% CO2 em ar atmosférico, utilizando-se meio
tamponado com bicarbonato de s6dio para manuten¢do do pH em 7,4. Por outro lado, quando
od0citos ou embrides sdo manipulados em ar atmosférico, a utilizacdio do HEPES N-(2-
hydroxyethyl)-piperazine-N’-(2-ethanesulphonic acid) mantém o pH de maneira eficiente e
mais constante do que a apenas a utilizacdo de bicarbonato. O HEPES € um tampé&o organico
solivel em &gua, com dificuldade para passar pela membrana celular, ndo forma complexos
com substancias bioldgicas, possui baixa toxidade, estabilidade e acdo inibidora em reacoes
bioquimicas. Sabe-se ainda que o0 HEPES pode ser tdxico e causar rompimento da membrana
celular nas primeiras divisdes do embrido, com isso, muitos pesquisadores usam meios livres
de HEPES para odcitos e embribes em ar atmosférico, preferindo-se o uso de bicarbonato
(MORGIA et al., 2006).

Diferentes meios sdo utilizados para a PIVE, tais como SOF (GANDHI et al., 2000),
Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM), Ham’s F-10, Ham’s F-12 (SMETANINA et
al., 2000) e tissue culture medium 199 (TCM-199). Para bovinos, 0 TCM-199 vém sendo o
meio mais apropriado ao processo de MIV (GORDON, 1994). Esse meio é indispensavel ao
metabolismo celular do odcito, porém, ndo é especifico para fornecer as necessidades
complexas e dindmicas dos CCOs durante a MIV. Desta forma, hd a necessidade da
formulacdo de meios especificos, principalmente através da inclusdo de aditivos e
suplementos para melhoria da qualidade dos odcitos na MIV.

As fontes proteicas mais utilizadas como suplemento do meio de cultivo para MIV em
bovinos sdo o soro fetal bovino (SFB) e a albumina sérica bovina (BSA) (MINGOTI et al.,

2002). O SFB possui componentes que melhoram o desenvolvimento embrionério, como
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fatores de crescimento, quelantes de metais pesados, além de componentes que estimulam a
expansdo das células do cumulus (ABE; HOSHI, 2003). Outra suplemento proteico semi-
definido utilizado é o BSA. Um estudo comprovou que a adi¢do da BSA nos meios de cultivo
intensifica as taxas de blastocistos e promove criotolerancia satisfatorias (GOMEZ et al.,
2008). No entanto, alguns estudos demonstraram a desvantagem da utilizacdo de fontes de
origem animal nos meios, pois esses podem ser veiculos para agentes infecciosos e toxicos
para 0 oocito e embrido (THOMPSON et al., 1995). Ainda entre outras desvantagens,
observa-se que geralmente embriBes cultivados com meio semi-definido contendo soro e/ou
BSA acumulam lipideos, o que dificuldade a técnica de criopreservacdo (ABE et al., 2002;
GOMEZ et al., 2008). Além disso, ocasionam alteragdes na ultraestrutura, compactagio e
blastulacdo embrionaria, podendo aumentar a incidéncia de natimortos e mortalidade apo6s o
nascimento (ABE et al., 1999).

Devido a esses fatores, muitos estudos indicam a utilizagdo de meios quimicamente
definidos na auséncia de soro e/ou BSA, substituindo-os por aminoacidos, vitaminas, fatores
de crescimento e surfactante, porém, produzem baixas taxas de blastocistos viaveis (ALI;
SIRARD, 2002; ITOH et al., 2002; THOMAS et al., 2003; KORHONEN et al., 2010).

A combinagdo entre 0 BSA e SFB na maturacdo possibilitou a obtencdo de adequadas
taxas de maturacdo oocitaria, sendo interessante pelo fato de que a concentracdo do SFB pode
ser reduzida pela metade quando esse composto estd associado. Em vista disso, é esperado
gue ocorra menor acumulo de gotas lipidicas citoplasmaticas nesses o0citos, o que pode ser
refletido na melhoria da criosobrevivéncia dos embriGes produzidos (COLLADO et al.,
2014).

Fontes hormonais como o LH e o FSH no meio de MIV promovem melhoria na
expansdo dos CCOs (YOUNIS; BRACKETT, 1992). O FSH estimula a producdo de
substancias sinalizadoras pelas células somaticas, que induzem a retomada da meiose, a
expansdo do cumulus e, portanto, facilitam a fertilizacdo. Alta concentracdo de FSH
(20pg/mL) adicionada ao meio de MIV promoveu maior taxa de blastocistos (19,5%)
comparada ao grupo controle - sem FSH (13,4%) (PALMA; CLEMENT-SENGEWALD;
KREFFT, 1993). Um sistema de cultivo com baixa concentra¢do de FSH (0,01 Ul/mL) e 10%
de SFB utilizado durante a MIV reduziu as taxas de clivagem e de blastocistos nos dias 7 e 8
de cultivo (GUIMARAES et al., 2015).

A suplementacdo do meio de MIV com fatores de crescimento e vitaminas também séo
favoraveis. Proteinas com peso molecular inferior a 30.000, diferente dos horménios, sdo

sintetizados por varios tecidos e 6rgdos. Possuem acao endocrina, paracrina e autdcrina, ndo
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se armazenam na célula, pois sdo liberados logo apds a sintese. Esses fatores possuem acéo
mitogénica estimuladora do desenvolvimento e crescimento de células e tecido, em resposta a
mensageiros bioquimicos, e sua comunicagdo com seus receptores estimulam o processo de
competéncia oocitaria final melhorando a PIVE. Os principais fatores de crescimento
utilizados em meios sdo: fator de crescimento de diferenciacdo 9 (GDF-9), fatores de
crescimento semelhantes a insulina (IGFs), Kit ligante (KL), fator de crescimento de
endotélio vascular (VEGF), proteinas morfogenéticas 0sseas (BMPs), fator de crescimento
epidermal (EGF), fator de crescimento e transformacdo (TGF), fator derivado do
desenvolvimento das plaquetas (PDGF), dentre outros (GONCALVES et al., 2007). Referente
ao uso de vitaminas, Gomes et al. (2012) observaram que a adi¢do de 0,3 uM de retinol ou 0,5
UM de &cido retinoico no meio de cultivo MIV melhora a fase final da maturacdo nuclear de
odcitos caprinos. A suplementacdo do meio de MIV com os antioxidantes (2uM de quercetina
ou 100uM de cisteamina) aumenta as taxas de produ¢do de blastocistos (GUEMRA et al.,
2013).

O blogueio da meiose pode ser obtido com o uso de estabilizacdo farmacoldgica ou com
inibidores fisiologicos. Estudo avaliou os efeitos dos inibidores da MIV durante trés e cinco
dias de pré-maturacgdo sobre o desenvolvimento embrionério. Esses inibem especificamente a
fosforilacdo de proteinas CDKs, como o Fator inibidor da maturacdo (Roscovitina) e a
Butirolactona 1 (FARGHALY et al.,, 2011; ADONA et al., 2008). A combinacdo de
Roscovitina, o inibidor da fosfodiesterase-3 (Cilostamida) e atividor do adenilato ciclase
(Forskolina) melhorou as taxas de maturacdo (91%; 96%) e fertilizacdo (40%; 46%) por trés e
cinco dias respectivamente comparada com o controle (77% e 20%; P < 0,05; FARGHALY et
al., 2011).

A PIVE é uma biotécnica que ha poucos anos vém se destacando e permitindo sucesso
na reproducao de animais geneticamente superiores. Essa técnica pode ser dividida de acordo
com as etapas de obtencdo e preparacdo dos odcitos, a Maturacdo in vitro (MIV), seguida da
Fertilizacdo in vitro (FIV) e Cultivo in vitro de embrides (CIVE).

2.14 Maturacdo oocitaria
A produtividade e a longevidade da vida reprodutiva das fémeas sdo influenciadas por

fatores como idade, puberdade, condi¢cBes reprodutivas, raca e a composicdo genética
(CARDOSO; NOGUEIRA, 2007). A competéncia reprodutiva do animal é uma das
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caracteristicas de maior impacto econdmico em todo o processo de produgdo (RADOSTITS,
2001).

A capacidade de desenvolvimento oocitario pode ser influenciada pelas condi¢cdes
fisioldgicas da doadora, tais como estagio do ciclo estral, estagio do desenvolvimento
folicular, dentre outros (LONERGAN; FAIR, 2008). Apesar de muitos fatores serem
desconhecidos, deve-se considerar que o desenvolvimento oocitario dentro do foliculo é
controlado por fatores enddcrinos e locais, como hormonios, fatores de crescimento e
peptideos.

Assim, as condigdes de CIV para que ocorram 0s processos de maturacdo nuclear e
citoplasmatica do odcito tém a etapa determinante na aquisicdo da competéncia, essencial
para o desenvolvimento embrionéario. Portanto, para o estabelecimento de um sistema de
cultivo que possibilite a producdo do maior numero de embrides de boa qualidade, €
necessaria a compreensdo dos mecanismos envolvidos na maturacdo de oécitos (VAN DEN
HURK; ZHAO, 2005; GOTTARDI; MINGOTI, 2009).

Durante a MIV, odcitos sofrem diversas mudancas em nivel molecular e estrutural,
para que a maturacdo ocorra com sucesso. In vitro, a retomada da meiose ocorre de forma
abrupta e espontaneamente, independente da competéncia adquirida. Dessa forma, alguns
odcitos reassumem a meiose sem adquirir plena competéncia (ADONA; LEAL, 2006;
GILCHRST; THOMPSON, 2007), ou seja, ainda ndo adquiriram a competéncia
citoplasmatica para suportar o desenvolvimento (GILCHRIST; THOMPSON, 2007). A
maturacdo inadequada, quer seja do nucleo ou do citoplasma, impossibilita a fecundagédo e
aumenta a ocorréncia de polispermia, de partenogénese e de bloqueio do desenvolvimento
embrionario. Com a conclusdo dos processos de maturacdo nuclear e citoplasmatica, o odcito
se torna apto a permitir o sucesso da fecundacdo e do desenvolvimento embrionério inicial
(MINGOTI, 2005).

Apesar de independentes, as maturacdes molecular, nuclear e citoplasmatica interagem
e, in vivo, ocorrem simultaneamente em determinados momentos garantindo a plena
capacitacdo do oocito (FERREIRA et al., 2008; YAMADA, ISAJI, 2011).

2.14.1 Maturacao in vivo
Na fase de maturacdo, o odcito torna-se competente para o reinicio da meiose,

fecundacdo e, subsequente, desenvolvimento embrionario até a ativagdo do seu genoma

(SIRARD et al., 2007). A maturacdo ocorre de maneira gradual e sincronizada com os eventos
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foliculares visto que o desenvolvimento do foliculo e do odcito sdo eventos paralelos e
relacionados funcionalmente (SILVA et al., 2016).

Na maioria dos mamiferos, o0 odcito entra nos estagios iniciais da meiose durante a
vida fetal e torna-se quiescente na fase de dipléteno da profase | até que se tornem aptos a
ovulagdo ou atresia (LONERGAN; FAIR, 2015). Em vacas, por volta de 72-82 dias de
gestacdo, alguns odcitos do feto j& iniciam a primeira préfase meidtica, passando pelos
estagios de leptdteno, zigoteno, paquiteno e diploteno, no qual ocorre a primeira parada da
meiose, também denominado estadgio de dictidteno ou de vesicula germinativa (VG)
(RICHARDS, 1980).

Odcitos adquirem competéncia meiética durante o estagio de VG através de uma
intensa atividade transcricional, na qual estocam RNAM para estagios posteriores ao pico pré-
ovulatorio de LH, tais como retomada da meiose, fecundacdo e embriogénese (GANDOLFI;
GANDOLFI, 2001). Em bovinos, a ativacdo do genoma embrionario acontece relativamente
tarde, durante o estagio de quatro células (MEMILI; FIRST, 1999). Assim, o odcito é o
principal responsavel por assegurar o desenvolvimento embrionario inicial, principalmente
devido a presenca de grande quantidade de RNAs mensageiros e proteinas que foram
acumulados durante crescimento do oécito (FAIR et al., 2007, HAMATANI et al., 2008).

2.14.1 Maturagéo in vitro (MIV)

A MIV é uma técnica que consiste na obtencdo, sob condicdes artificiais, da maturacao
de odcitos, preparando-os para a fecundacdo e subsequente desenvolvimento embrionario
(GONCALVES et al.,, 2008). A MIV envolve mudancas nucleares e citoplasmaticas no
odcito. O o6cito imaturo (odcito primario) se encontra parado no estagio de préfase da
primeira divisdo meiodtica (RHEINGANTZ, 2007) até que se atinja o estdgio de maturacdo
oocitaria. Alguns estudos demonstram que a baixa quantidade de camadas de células do
cumulus ao redor do odcito dificulta a competéncia in vitro durante a maturacdo (SARAIVA
et al., 2011; MAGALHAES et al., 2011). Cecconi et al. (2008) reportaram que células do
cumulus secretam fatores capazes de ativar a via de sinalizacdo da maturacdo meidtica. Essa
ativacdo ndo ocorre quando os oocitos séo retirados de foliculos antrais pequenos (< 3 mm)
imaturos.

Durante o processo de MIV ocorre a participacdo de fatores secretados pelo odcito,

como o GDF-9 e a BMP-15, que modulam a expansdo das células do cumulus, além da
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regulagdo da expresséo de genes para cicloxigenase 2 (COX-2) e hialuronidase sintetase -2
(HAS-2) que por sua vez, regulam a expansdo do cumulus, sendo importantes na integracéo
para coordenar a competéncia de desenvolvimento oocitario (YOSHINO et al., 2006;
DRAGOVIC et al., 2007).

Enquanto odcitos para a PIVE sdo obtidos de foliculos entre 2 a 6 mm de didametro e
demorariam de 4 a 10 dias para a posterior ovulacdo, in vivo, recome¢am a meiose com 15
mm de didmetro (PAVLOK et al., 1992). Em adi¢do, o periodo de MIV € de 24 horas, e 0
foliculo dominante tem a capacidade de crescer rapidamente de 4 a 15 mm por
aproximadamente cinco dias (FAIR et al.,, 1996). Outras evidéncias demonstram que 0
potencial de desenvolvimento do odcito pode ser influenciado pelas condic@es fisiologicas da
doadora, tais como estagio do ciclo estral, estdgio do desenvolvimento folicular, dentre outros
(LONERGAN; FAIR, 2008).

A maturacgdo do odcito é caracterizada pela progressdo do desenvolvimento do estagio
de vesicula germinativa ao de metafase Il. A retomada incompleta da meiose | ou fracasso
para completar o ciclo celular resulta em maturacdo do odcito incompleta ou anormal.
Cromossomos desalinhados e defeitos do eixo sdo alguns dos problemas ocasionados na
formacdo do fuso, além da incapacidade na completa extrusdo do primeiro corpusculo polar
(DAl et al., 2014).

Para entender a importancia da qualidade da maturacdo do o6cito para o0 posterior
desenvolvimento ao estagio embrionario é fundamental que sejam bem especificadas as
distintas formas de competéncia assumida pelo o6cito durante o processo de maturacdo. Essas
formas podem ocorrer basicamente em trés diferentes processos: os eventos moleculares,
citoplasmaticos e nucleares (GOTTARDI; MINGOTI, 2009). Altera¢gdes no odcito ocorrem
tanto no nucleo como no citoplasma, mas de forma independente, de tal forma que ndo ache
interferéncia entre os processos, garantindo assim, um desenvolvimento celular produtivo
(FERREIRA, 2010). Nesse sentido, no processo de MIV, o odcito sofre alteracdes que irdo

ser discutidas a seguir.

2.14.1.1 Maturacéo molecular

A maturacdo molecular corresponde as fases de crescimento e maturagdo do odcito, e

é assim definida por se tratar da transcri¢do, armazenamento e processamento do RNAm
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expressos pelos cromossomos (FERREIRA et al., 2008), que serdo, em seguida, traduzidos
em proteinas pelos ribossomos.

As proteinas derivadas desses RNAmMSs estdo envolvidas tanto na maturagdo, quanto
nos eventos celulares subsequentes: fertilizacdo, formacdo de pro-nicleos e embriogénese
inicial, devendo, portanto, ser estocadas até sua utilizacdo. A transcricdo, o estoque de RNAmM
e proteinas ocorre durante o crescimento folicular e cessa quando ha a quebra da vesicula
germinativa (GVDB) com a retomada da meiose, uma vez que 0S Cromossomos se tornam
condensados e inativos (SIRARD, 2001).

O odcito € o principal responsavel por coordenar os RNAmSs e as proteinas que foram
acumuladas durante a sua fase de crescimento (FAIR et al., 2007; HAMATANI, et al., 2008).
O perfil transcricional de odcitos bovinos maturados in vitro e in vivo tem demonstrado vias
distintas e variacbes no numero de genes, o que pode alterar o desenvolvimento embrionario
apos a fertilizacdo (KATZ-JAFFE et al., 2009; MAMO et al., 2011).

Dois eventos moleculares desta fase sdo cruciais para uma transicdo adequada do
olcito para embrido. A Proteina quinase ativada por mitégenos (MBK-2-quinase),
coordenador chave para a transicdo do odcito para embrido é ativado, apos o fim da meiose I,
e ndo devido a entrada de espermatozoide. Apds a ativacdo, a fosforilacdo de MBK-2 de
diversos substratos durante a meiose Il é critica na coordenacdo da transicdo odcito para
embrido (CHENG et al., 2009).

2.14.1.2 Maturacdo nuclear

A completa maturacdo nuclear é marcada pela expulsdo do primeiro corpusculo polar e
formacdo da segunda placa metafasica (odcito maturo). Os odcitos entdo maturados
apresentam-se na fase de metafase Il com os cromossomos alinhados em plano equatorial por
acdo do fuso meiotico. Nesta fase ocorre a quebra da vesicula germinativa, seguida por
condensacdo da cromatina, desaparecimento do nucléolo, desintegracdo do nucleo e formacéo
do fuso (GONCALVES et al., 2008; CHAVES et al., 2010).

Os cromossomos homologos s@o divididos em dois grupos, sendo que, metade do
namero original de cromossomos permanece no odcito (célula haploide) e a outra metade é
incorporada ao primeiro corpusculo polar. Ao término da primeira divisdo meiética, 0
citoplasma é dividido assimetricamente, gerando duas células de tamanhos diferentes: uma

pequena chamada de corpusculo polar e outra maior denominada oocito secundario. Apds a
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maturagdo nuclear, o 06cito permanece nesse estagio do ciclo celular (MII) até a fecundacéo
(GOTTARDI; MINGOTI, 2009).

A maturacdo nuclear nos animais in vivo se inicia apos o pico pré-ovulatério de LH,
enquanto que in vitro, € iniciada apés a remocdo do oocito do interior do foliculo. A
maturagdo nuclear em bovinos inicia-se com a retomada da meiose. O rompimento da
vesicula germinativa ocorre entre 8 e 12 horas, a metafase | de 10-15 horas, a anafase | de 15-
16 horas, a telofase | de 16-18 horas e a metafase 11 de 18-24 horas apds o pico de LH ou ap06s
a retirada do oocito do ambiente folicular (SIRARD et al., 1989, ver figura 2). Da mesma
forma, Wehrend e Meinecke (2001) observaram periodos proximos ao descrito anteriormente.
Por esta razdo, o tempo de cultivo mais utilizado para MIV é de 24 horas para fim entender as
etapas da meiose e observar alteracdes do ciclo celular e meiose (JUNQUEIRA; CARNEIRO,
2012). Odcitos bovinos maturados por 18 horas resultaram em taxas de clivagem e
desenvolvimento embrionario semelhantes as observadas em odcitos maturados por 24 horas.
Desta forma, o tempo de maturacdo nao deve ultrapassar 24 horas, ja que odcitos maturados
por 32 horas apresentaram expressiva reducdo no desenvolvimento embrionario apos a FIV,
demonstrando o efeito prejudicial do envelhecimento oocitario sobre as taxas de producao
embrionaria (GORDON, 1994).

Figura 2 - Fotomicrografia das diversas fases da maturacdo nuclear de odcitos bovinos
corados com Hoechst 33342 e avaliados sob microscopio de epifluorescéncia. A) Odcitos em
VG: cromossomos descondensados; B) Od6citos em metafase I: cromossomos altamente
condensados. C) Odcitos em metéfase Il: cromossomos condensados na placa metaféasica e
primeiro corpusculo polar (1° CP).

Fonte: Gottardi e Mingoti (2009).

A maturacdo nuclear de odcitos e regulada por fatores presentes no fluido folicular, e a
sua interacdo com as celulas foliculares é determinada por gonadotrofinas (KIM et al., 2008).
Odcitos provenientes de foliculos pré-antrais e antrais iniciais adquirem capacidade de quebra

da vesicula germinativa apenas quando atingem um determinado didmetro de acordo com a
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espécie (maior que 110 pm para ruminantes; FAIR et al., 1995). De acordo com Cecconi et al.
(2008), odcitos com baixa qualidade, paralisam seu processo de desenvolvimento durante as
fases iniciais e intermediarias da meiose, causando prejuizos durante a maturagdo nuclear.

A fim de analisar a competéncia meiotica do odcito, um estudo isolou CCOs de
foliculos antrais inicial de 0,4 e 0,8mm de didmetro e cultivou por 0, 7 e 14 dias. A
porcentagem de o6citos com uma configuragdo meiotica imatura diminuiu com o tempo de
cultivo, sendo 96,7; 72,5 e 35,4%, respectivamente para o dia 0, 7 e 14 de cultivo. Os
resultados demonstraram que os CCOs cultivados por 14 dias devem estar mais adaptados ao
desenvolvimento devido a diminuicdo do metabolismo energético e maturagdo nuclear ser
mais lenta, porém, resultou em degeneracdo oocitaria (KATSKA-KSIAZKIEWICZ et al.,
2011).

Por outro lado, Ulloa et al. (2014) sugerem que 0S processos epigenéticos no
desenvolvimento do embrido sdo influenciados por protocolos de MIV e sistema de
recuperacdo de odcitos e que a adicdo de moduladores de AMPc em conjunto com o0 maior
tempo de MIV pode influenciar de forma positiva na qualidade do embrido, provavelmente

associada a maiores niveis de AMPc em odcitos e células circundantes.

2.13.1.3 Maturagcdao citoplasmatica

A maturacdo citoplasmatica pode ser considerada como o conjunto de processos pelo
qual o odcito passa a se tornar uma célula capaz de fecundar e dar suporte ao
desenvolvimento embrionério inicial. Tais alteracGes estdo envolvidas na redistribuicdo das
organelas celulares, como os granulos corticais, a estocagem de proteinas e RNA, o
desenvolvimento de mecanismos regulatérios do célcio, entre outros (ANGUITA et al., 2007).
No entanto, os mecanismos celulares envolvidos na competéncia do o6cito ainda ndo sdo bem
descritos. Gilbert et al. (2012) demonstraram que para ter sucesso na eficacia da maturacéo in
vitro, é importante ocorrer a maturacao citoplasmatica antes do final da maturagao nuclear.

A maioria dos RNAm (acido ribonucleico mensageiro) presentes no oocito é sintetizada
e acumulada durante o periodo de crescimento odcitario (De SOUSA et al., 1998). Até que a
transcricdo do DNA do embrido se torne ativa (evento esse que ocorre apos a transicdo
materno-zigotica), o desenvolvimento do odcito, zigoto e embrido com menos de 16 células

dependem do “pool” de RNAm e das proteinas acumuladas para suportar todas as
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modificacbes bioquimicas, moleculares e estruturais do odcito que ocorrem durante a
maturacdo (LONERGAN et al., 2003).

Os CCOs retirados de foliculos antrais e cultivados in vitro retomam a meiose
espontaneamente, mesmo na falta de hormdnios (PINCUS; ENZMANN, 1935),
provavelmente atraves da remoc¢do do fator inibitério presente no foliculo. Sugere-se que o
inibidor da maturacdo oocitaria (IMO) produzido pelas células da granulosa/teca € um
polipeptideo presente no fluido folicular de ovéarios da maioria dos mamiferos. Desta forma,
sugere-se que o IMO é um dos fatores que impedem o odcito de sofrer maturacdo meiotica
espontanea in vivo (SIRARD et al., 1998).

Durante a maturacdo citoplasmatica, a atividade das cinases inicia-se através da
complexa cascata de fosforilacdo e desfosforilacdo de proteina especifica. As quinases
dependentes de ciclinas (DCKs) sdo uma familia de serina/treonina cinases envolvidas na
regulacdo do ciclo celular (CDK1). Exemplos importantes de cinases sao o fator promotor de
maturacdo (MPF) e a familia da proteina quinase ativada por mitégenos (MAPK; MOTLIK et
al., 1998).

Outro grupo de proteinas que estdo envolvidas na progressao da meiose sdo as MAPKS,
pertencentes a familia das serina/treonina cinases (KUBELKA et al., 2000). Essas proteinas
sdo ativadas por sinais extracelulares durante a maturacdo meio6tica em odcitos de vertebrados.
A ativacdo da MAPK em o06citos bovinos ocorre apds oito horas de cultivo in vitro e
apresenta um aumento gradual até 12—14 horas, mantendo-se estavel até o final da maturacéo,
apos a ativacdo de suas isoformas (ERK1/2) com a proximidade do rompimento da VG em
oocitos bovinos (KUBELKA et al., 2000). Esse fato sugere que a MAPK ndo é requerida para
o reinicio da meiose mas é essencial em eventos pos-rompimento da VG (LEFEBVRE et al.,
2002). O ATP também aumenta nos odcitos durante o inicio (estagio de GV) e o final da MlI
da MIV (BREVINI et al.,, 2007). Desta forma, grandes concentracdes de ATP estdo
correlacionadas a maior taxa de producdo de embriBes apés a FIV (STOJKOVIC et al., 2001).

O fator promotor de ativagdo (MPF) é uma quinase envolvida na divisdo celular. Desta
forma, a ativagdo do MPF também estd envolvida na retomada da meiose nos odcitos e na
regulacdo do ciclo de transi¢do da célula G2/M de todas as células eucarioticas (EPPIG et al.,
1996). E um dos principais reguladores das alteracdes que ocorrem no processo de maturacio
oocitaria, coordenando a condensacdo dos cromossomos, o rompimento do envelope nuclear,
a reorganizacdo dos microtiubulos e outras organelas citoplasmaticas (KIM et al., 2000;
KRISCHEK; MEINECKE, 2002; LEFEBVRE et al., 2002).
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Durante a maturagdo, os odcitos sofrem uma série de mudancas nucleares e
citoplasmaticas que o preparam para a fertilizagdo, como mudangcas no citoplasma,
redistribuicdo das organelas, aumento no nimero e mudanca na morfologia de organelas,
formacéo de goticulas lipidicas, reducdo do numero de complexo de Golgi e alinhamento dos
granulos corticais (CHAVES, 2010). A idade reprodutiva esta correlacionada negativamente
com atividade mitocondrial em odcitos, com distribuicdo mitocondrial mais homogénea
durante a maturacéo in vitro (WILDING et al., 2001).

2.15 Fertilizagéo in vitro (FIV)

A FIV é elucidada pela capacidade dos espermatozoides de se unir a zona peltcida dos
oocitos e de fecunda-los. A etapa de FIV depende da qualidade dos od6citos e dos
espermatozoides utilizados (CARVALHO NETO, 2009) e através da capacitacdo espermatica
através da remocao de proteinas e outras substancias de capacitantes presentes no plasma
seminal. Desta forma, as células espermaticas ficam hiperativadas e se unem as proteinas
especificas da zona pellcida dos odcitos, dando inicio a reacdo acrossdmica (FLORMAN;
FIRST, 1988).

Os espermatozoides deverdo passar pelo processo de capacitacao que envolve alteractes
na membrana plasmatica, os quais fazem com que se torne instdvel. A capacitacdo
espermatica em bovinos ocorre no oviduto é promovida pela heparina, um glicosaminoglicano
presente em altas concentragdes no trato reprodutivo de fémeas bovinas, principalmente
durante o estro (BLONDIN et al., 2009).

A entrada do espermatozoide ativa muitos outros eventos, incluindo o bloqueio da
polispermia, a liberacdo da vesicula cortical, fluxos de calcio, e a segunda divisdo meidtica
(MARCELLO et al., 2013).

De acordo com Varago et al. (2008) o co-cultivo de espermatozoides com odcitos é
realizado por um periodo de 18 a 22h, isso ird depender da rotina do laboratério. Com
temperatura de 38,7°C e 5% de CO2 em ar e umidade saturada. O meio base mais utilizado é
o Tyrode-albumina-lactato-piruvato (FERT-TALP).

Alguns trabalhos mostram que as altas taxas de FIV foram atingidas por adigédo de
heparina (BRACKETT; ZUELKE, 1993) ou a sua combinagdo com a penicilamina,
hipotaurina e epinefrina, célcio iondforo A23187 com ou sem cafeina e alta forga idnica
(BRACKETT et al., 1982).
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2.15.1 Escolha do sémen

O uso de um sémen sexado na PIVE permite a melhoria da qualidade do rebanho e
reduz o nimero de animais que o integram, a fim de ter uma propor¢do ideal de machos e
fémeas (OSES et al., 2009).

Apbs o descongelamento da palheta de sémen, isto é, antes da capacitacdo espermatica,
0s espermatozoides viaveis devem ser separados do plasma seminal, dos crioprotetores e das
células mortas (GONCALVES et al.,, 2008). Para bovinos, os métodos de separacao
espermatica mais utilizados sdo o gradiente de percoll e o swim up (GALLI; LAZZARI,
1996). Apo0s a separacdo, 0s espermatozoides séo diluidos a uma concentracdo de 1 a 5 x 106
sptz/ml de meio (GONCALVES et al., 2008).

2.16 Cultivo in vitro de embrides (CIVE)

O CIVE visa o desenvolvimento do estagio embrionario inicial até a fase de
blastocisto, passando pelos estagios de mdrula, blastocisto inicial (Bl), blastocisto (BL),
blastocisto expandido (BE), blastocisto eclodido (Ver figura 3). Para que ocorra esse
desenvolvimento, se faz necessaria sucessivas clivagens até a chegada ao estagio de
blastocisto, que dura em média de 7 a 8 dias apds a FIV. Apds isso, é realizada a selecdo e a
avaliacdo dos embrides para serem transferidos a uma receptora ou para serem
criopreservados (GONCALVES et al., 2008).
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Figura 3 - Esquema de desenvolvimento embrionario.
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Fonte: IETS, 2014.

De acordo com Majumder et al. (2010), os embrides podem ser classificados de
acordo com diferencas no tamanho dos blastdmeros em graus 1 - 4 (grau 4: blastdmeros de
tamanho igual; grau 3: < 20% de diferenca no tamanho dos blastdmeros; grau 2: 20-50%
diferenga no tamanho dos blastdbmeros e grau 1: > 50% de diferenca no tamanho dos
blastdmeros).

A escolha de embriGes com maior potencial de desenvolvimento é um passo chave para
aumentar o percentual de producdo in vitro de embrides. A técnica possui capacidade néo-
invasiva e confiavel e tém o potencial para desenvolver até o estagio de blastocisto e chegar a
serem transferidos (PERKEL et al., 2015). Assim, embribes de alta qualidade selecionados

com base na morfologia ainda podem demonstrar defeitos genéticos ou epigenéticos
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indetectveis que podem comprometer a capacidade de desenvolvimento de um embrido
(NEL-THEMAAT; NAGY, 2011).

Apesar dos avancos na PIVE nos programas de melhoramento genético bovino, a
quantidade de embrides produzidos que atingem até o estagio de blastocisto €, em média de
40% sendo que, comercialmente, a taxa de blastocisto pode variar de 20 a 50% com média 25
e 35% (GONCALVES et al., 2007). Além disso, os embrides PIV possuem menor viabilidade
e menor resisténcia a vitrificacdo em relacdo a transferéncia de embrido (TE) convencional
(GALLI; LAZZARI, 1996).

Eficiéncia de mdaltiplas ovulacBes durante a producdo de embribes in vivo diminuiu
durante as estagdes quentes, tanto em vacas e novilhas; no entanto, a queda foi mais acentuada
nas vacas doadoras (VIEIRA et al., 2014b).

Uma variedade de fatores enddgenos e exdgenos estdo associados as condigdes de
cultivo in vitro podendo encaminhar os embriGes ao estado de senescéncia ou morte por
apoptose. Embrides bovinos e humanos em estado de senescéncia sdo metabolicamente
ativos, e ndo demonstram nenhuma alteracdo morfologica, bioguimica ou molecular de
apoptose antes da fase de 8 células. Essa senescéncia ocorre no inicio da clivagem com falha
no desenvolvimento embrionéario e a apoptose ocorre ap6s a fase de 8 células (BETTS;
MADAN, 2008).

Alguns genes estdo envolvidos durante o desenvolvimento in vitro de embrides. O
gene Msh homeobox 1 (MSX1), fator de transcri¢do codificado, € altamente expresso em
odlcitos em estagio de vesicula germinativa, menos em odcitos em metéafase Il e embrides
(TESFAYE et al., 2010). O MSX1 é necessario para a regulacdo do crescimento celular, a
proliferacdo, a diferenciacdo e a comunicacdo célula-célula durante a fase de pré-implantacéo
do embrido. A supressdo deste gene em odcitos em fase de vesicula germinativa, através da
acao de RNAs interferentes (RNAsi), impede embrides bovinos pré-implantados de alcancar a
fase de 8 células e blastocisto. Além disso, altera a expressao de outros genes na fase de 8
células estdo envolvidos na atividade do fator de transcricdo, atividades de ligacdo e
cataliticas (TESFAYE et al., 2010).

De acordo com Fischer; Bavister (1993), a concentracdo de oxigénio no limen do trato
reprodutor feminino esta entre 3 e 7%. Portanto, os embrides bovinos cultivados in vitro sob
uma concentracdo atmosférica com baixo O2 (5%) possuem taxas de desenvolvimento mais
elevados do que os cultivados com 20% de O2 (TAKAHASHI et al., 2000). Isso indica que a
alta concentracdo de O2 reduz a capacidade de desenvolvimento, o que pode resultar no

aumento da acumulacdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) no citoplasma de embribes
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em desenvolvimento (GOTO et al., 1993). O estresse oxidativo reduz a qualidade do embrié&o
e a viabilidade devido & peroxidacdo de lipidios da membrana e mudanca de proteinas e
acidos nucleicos, o que resulta em morte celular por apoptose (VAN SOOM et al., 2002). O
embrido é submetido a estresse oxidativo, quando a producdo de ROS é maior do que a
capacidade de células para produzir antioxidantes (DROGE, 2002). Portanto, o equilibrio
entre as ROS e a presenga de antioxidantes é determinante para o sucesso do desenvolvimento
embrionario (de LAMIRANDE et al., 1997). O &cido ascorbico (vitamina C) é soltvel em
agua e pode ser utilizado como antioxidante mais importante nos fluidos extracelulares e atua
na protecdo do DNA exdgeno durante a oxidacdo (ROSE; BODE, 1993; FRAGA et al.,
1991).

O CIVE varia de 7 a 9 dias, numa temperatura de 38,7°C, 5% de O2, 5% de CO2 e
90% de N2 em ar e umidade saturada. A taxa de blastocisto geralmente é avaliada no 7° dia
apos a fecundacédo, quando séo transferidos. Sendo que os blastocistos podem permanecer na
estufa até o 9° dia para avaliar a taxa de ecloséo in vitro (GONCALVES et al., 2008).

2.17 Técnicas de avaliacdo da viabilidade e ultraestrutura de foliculos, odcitos e
embrides cultivados in vitro

Com a finalidade de se avaliar mudancas morfo-fisiologicas e ultraestruturais
ocorridas nos foliculos, odcitos e embribes, diferentes técnicas de avaliacdo oocitaria e
embrionaria antes e apds a maturacdo oocitaria e cultivo in vitro de embriGes podem ser
utilizadas. Dentre as técnicas disponiveis, destacam-se a histologia classica para quantificar e
identificar a reserva folicular, além daquelas que permitem a avaliacdo das etapas de
desenvolvimento oocitario e embrionério, a microscopia eletrénica de transmissdao (MET) e a

microscopia de fluorescéncia. A seguir, serd abordada brevemente cada uma dessas técnicas.

2.17.1 Histologia classica

A histologia classica compreende as etapas de fixacdo, desidratacéo, diafanizagdo ou
clarificacdo, infiltragdo, inclusédo, microtomia e coloragdo das laminas. Ao término desse
processo, é possivel observar sob microscopio éptico tanto foliculos isolados como aqueles
inclusos no cortex ovariano. Essa técnica constitui, portanto, uma importante ferramenta para

avaliar a morfologia de foliculos pré-antrais frescos, criopreservados e/ou cultivados in vitro.
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Atraveés da analise das lIaminas obtidas, € possivel identificar o processo de ativacao folicular,
observar o crescimento folicular e oocitério e a manutengdo da morfologia folicular normal de
forma quantitativa (MATOS et al., 2007). No entanto, quando se deseja avaliar a qualidade do
foliculo, recomenda-se utilizar a histologia classica associada a outras técnicas mais
sofisticadas, como, por exemplo, a microscopia eletronica de transmisséo, que permite avaliar
com precisdo a integridade das membranas celulares, bem como as caracteristicas de

importantes organelas citoplasmaticas.

2.17.2 Microscopia de fluorescéncia

Uma técnica também bastante utilizada para avaliar a viabilidade oocitaria ap6s a MIV
e CIVE é a microscopia de fluorescéncia. A técnica baseia-se em marcadores fluorescentes
gue, guando excitados com radiacdo de baixo comprimento de onda, absorvem energia e
emitem luz de comprimento de onda maior (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2004). A
microscopia de fluorescéncia vem sendo comumente adotada para anélise de o6citos apds a
MIV (MAGALHAES-PADILHA et al., 2012).

Os odcitos analisados por fluorescéncia podem ser utilizados pelo fluoréforo Hoescht
33342. Os sinais de fluorescéncia emitidos de Hoechst 33342 foram coletados em 568 nm.
Esse marcador penetra nas células e se intercala entre as bases nitrogenadas do DNA e marca
a cromatina, permitindo assim a avaliacdo do estddio meidtico oocitario (MATOS et al.,
2007). A coloracdo com Hoechst 33342 é bastante utilizado para avaliacdo da MIV de odcitos

e para a contagem do namero de células embrionarias (GUEMRA et al., 2013, ver figura 4).

Figura 4 - Coloracdo com Hoechst 33342 para avaliacdo do nimero de células embrionérias
(A) embrido com +110 células (B) embrido com £360 células.

Fonte: Adaptado de Guemra et al., 2013.
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Além desse marcador, existe a calceina acetoximetil (calceina-AM) e o etidio
homodimero-1 (EthD-1), que detectam células vivas e mortas marcadas. respectivamente. Os
sinais fluorescentes para calceina-AM e etidio homodimero-1 sdo coletados a 488 nm (VAN
DEN HURK et al., 1998). A calceina-AM ¢é um diéster fluorogénico que atravessa
passivamente a membrana celular, quando entdo é convertido por esterases intracelulares
(ativas somente em células integras), a seu analogo negativo, impermeével e de fluorescéncia
verde. No tocante ao EthD-1, com a perda da integridade ou aumento da permeabilidade da
membrana, a atividade esterasica cessa e este corante reage com o0s acidos nucléicos,
produzindo fluorescéncia vermelha (VAN DEN HURK et al., 1998).

2.17.3 Microscopia eletronica de transmissao (MET)

A MET ¢é uma técnica qualitativa e acurada, capaz de fornecer informacdes estruturais
e quimicas, produzindo imagens de elevada resolucdo. O sistema € baseado em um feixe de
elétrons que atravessa uma amostra ultrafina e gera particulas e radiagdo que podem ser
usadas para formar uma imagem ampliada (superiores a 10° vezes) ou realizar analise quimica
da amostra (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2004). Por meio destes recursos, a MET € capaz de
detectar danos as membranas celulares e organelas que ndo sdo visiveis a microscopia de luz.
E considerada uma ferramenta importante para avaliar a qualidade do foliculo e do odcito
(LUCCI et al., 2001).

Pelo fato de permitir a definicdo de imagens intracelulares, e estudos da morfologia
celular, como aspectos gerais das organelas, o emprego da MET vem sendo bastante
difundido (GALLET]I, 2003), especialmente no que se refere ao desenvolvimento oocitario e
qualidade embrionaria, bem como atresia, e as alteracbes ultra-estruturais acarretadas por
estes processos.

A estrutura e morfologia das organelas durante a maturacdo e desenvolvimento in
vitro de embriGes sdo de suma importancia para enterder as mudangas que ocorrem nessas
etapas. As mitocondrias sdo vitais para a sobrevivéncia celular e desenvolvimento
embrionario (CHAPPEL, 2013). Produzem ATP no oo0cito que fornece energia para a
fertilizacdo e pré-implantagdo (TORNER et al., 2003) bem como a manutencgéo de reservas de
calcio intracelular (KRISHER, 2004). A cadeia do citoesqueleto contribui na redistribuigcdo

das mitocéndrias funcionais durante a maturagéo, desta forma, a redistribuicdo desorganizada
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pode bloquear o desenvolvimento do embrido j& que a demanda de energia do nucleo ¢ alta
durante este periodo (WANG et al., 2009).

3 CONCLUSAO

Relacdo evidente foi demonstrada entre CFA, volume ovariano e morfometria da
genitalia externa em fémeas das racas Brahman e Simental. O volume ovariano e a largura
vulvar foram associadas a classificacdo de CFA, de modo que, maior volume ovariano e
largura vulvar indicou maior CFA e maior producéo in vitro de embrides. Assim, a proposta
de utilizacdo desses fenotipos deve ser considerada em modelos destinados a selecdo de

fémeas Bos taurus taurus e Bos taurus indicus para producéo in vitro de embrides.
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Resumo

As relagdes entre a classe de contagem folicular antral (CFA), populacéo e sobrevivéncia
folicular pré-antral, progressdo meiotica e ultraestrutura dos complexos cumulus odcito
(CCOs) maturados in vitro e volume ovariano (VO) em fémeas bovinas mesticas de Bos

taurus indicus foram avaliadas. Foram estabelecidas classes de CFA alta (>50 foliculos),
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intermediaria (30 — 49 foliculos) e baixa (<30 foliculos) e de VO grande (> 11mm3), média (>
8 ¢ < 11 mm3) e pequena (< 8 mm?). Houve correlagdo positiva (P<0,05) entre CFA e 0s
numeros de foliculos primordiais normais (r=0,90), degenerados (r=0,69) e total (r=0,90),
foliculos secundarios normais (r=0,57) e total (r=0,53). Os nimeros médios de odcitos graus
I, 11, vidveis e VO na classe CFA alta (7,86+0,60; 4,02+0,39; 16,26+1,11 e 12,60+0,74mm3)
foram superiores (P<0,05) do que nas classes intermediaria (4,85+0,67; 2,76+0,43;
13,05+1,23 e 10,10+£0,75mm3) e baixa (3,27+0,73; 1,24+0,47; 8,07+1,34 e 8,09+0,86mm3). O
total de odcitos na classe CFA baixa foi menor (P<0,05) do que na classe intermediaria
(20,81+6,23 vs. 38,32+5,75). A média de CFA total na classe CVO grande (58,50+3,94) foi
maior (P<0,05) do que nas classes média (45,39+4,0) e pequena (31,62+3,94). A quantidade
de odcitos grau | e viaveis nas classes de VO grande (6,69+0,72 e 16,12+1,29) e média
(6,22+0,74 e 15,03+1,31) foram superiores (P<0,05) a classe pequena (3,72+0,2 e 9,37+1,29).
Os numeros de odcitos grau Il e o total de odcitos na classe de VO grande (3,53+0,48 e
41,27+6,02) foram superiores (P<0,05) a classe pequena (2,19+0,48 e 21,54+6,02). A CFA
refletiu-se na porcentagem de odcitos em metafase Il (MIl), onde CFA alta foi superior a
intermediéaria e baixa (P<0,0001) e a intermediaria superior a baixa (P<0,0001). A propor¢do
de odcitos nos estagios de metafase | (M), teléfase | (TI) e anafase | (Al) na CFA
intermediaria (26,04%) foi superior (P<0,05) as classes alta (8,55%) e baixa (14,15%). O
percentual de odcitos no estagio de quebra da vesicula germinativa (QVG) na CFA baixa
(32,08%) foi superior (P<0,0001) a alta (5,98%) e intermediaria (8,33%). A proporcao de
odcitos em estagio de vesicula germinativa (VG) na CFA baixa (12,26%) foi superior
(P<0,05) a classe alta (4,27%) e intermediaria (3,13%). Pode-se concluir que a CFA e 0
volume ovariano séo caracteristicas associadas e que a CFA pode ser utilizada como preditora

de odcitos recuperados e progressdo meidtica de CCOs.
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Palavras-chave: Ativacdo folicular, maturacéo in vitro, sobrevivéncia, ultraestrutura.

1. Introducéo

A competéncia oocitaria in vitro representa a capacidade do odcito completar a
maturacdo in vitro (MIV), ser fertilizado e alcancar o estagio de blastocisto [1]. As taxas de
blastocisto apos a FIV e o cultivo in vitro de embrides (CIVE) sdo menores nos o0citos
maturados in vitro, quando comparadas as de embrides produzidos in vivo [2]. Com isso,
pode-se presumir que a MIV ainda constitui um desafio para a producao in vitro de embrides
(PIVE). O sucesso da MIV pode ser afetado por muitos fatores, dentre eles a morfologia do
complexo cumulus odcito (CCOs), a competéncia do oocito e as condi¢bes de MIV [3]. A
MIV é caracterizada pela progressdo do desenvolvimento do estagio de vesicula germinativa a
metafase Il (MII). Nesse estagio, o odcito necessita completar seu desenvolvimento para
receber 0s espermatozoides sob condicdes artificiais. A partir disso, o o6cito é preparado para
ser fecundado e passar pelo desenvolvimento embrionério [4].

A capacidade de desenvolvimento oocitario pode ser influenciada pelas condicBes
fisiologicas da doadora, tais como estagios do ciclo estral e do desenvolvimento folicular [4].
A contagem folicular antral (CFA) é uma caracteristica de facil avaliacdo e pode indicar
maior fertilidade de fémeas bovinas. No entanto, faz-se necessaria a avaliacdo dos o6citos em
sua fertilidade in vitro [5]. Outra medida reprodutiva que possui relagcdo direta com a
producdo hormonal exigida em cada etapa do ciclo estral é o volume ovariano (VO) [6]. Tal
medida também vem sendo utilizada como preditor da reserva folicular ovariana [7].
Entretanto, o efeito da CFA e VO na progressao meiotica e ultraestrutura de CCOs maturados
in vitro ndo foram analisados.

Com o intuito de se obter maior precisdo na avaliagdo da progressdo meidtica e

morfologia oocitaria apos a MIV, diferentes técnicas estdo sendo utilizadas, as quais a
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microscopia de fluorescéncia e a microscopia eletrénica de transmissédo (MET). Hipotetiza-se
que a associacao de CFA com VO esta relacionada com caracteristicas reprodutivas do estudo
e que CFA alta reflete promove progressdo meiética de CCOs em fémeas bovinas.

Os objetivos foram avaliar o efeito da CFA na ativacdo dos foliculos presentes na
reserva folicular, a associacdo da CFA e VO com caracteristicas reprodutivas, o efeito da
CFA na progressdo meidtica e ultraestrutura dos CCOs maturados in vitro em fémeas bovinas

foram avaliados.

2. Materiais e Métodos

Todos os procedimentos e protocolos relacionados com animais foram aprovados
previamente pela Comissdo de Etica no uso de animais (Comissdes Permanentes/PRP-
UFLA) da Universidade Federal de Lavras- MG, Minas Gerais, Brasil com protocolo de n°
(068/14). Todos os reagentes foram da Sigma Chemical Company (St. Louis, MO, USA), a

néo ser que indicado de outra forma.

2.1 Experimento 1: efeito da classe de CFA na ativacao dos foliculos em ovarios bovinos

2.1.1 Procedimentos

Ovarios (n=30) foram obtidos em um abatedouro local localizado no sul de Minas
Gerais-BR, oriundos de 15 vacas adultas (3 a 10 anos de idade, com média de 6 anos), sem
raca definida (predominancia Bos taurus indicus), ciclicas, multiparas e com condicao
corporal entre 3 e 4 (1-magra a 5-obesa) [8]. Os ovarios (direito e esquerdo) foram separados
em classe de CFA alta (>50 foliculos; n=10); intermediaria (30 — 49 foliculos; n=10) e baixa

(<30 foliculos; n=10) [9].
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Imediatamente post-mortem, os ovarios foram lavados em alcool a 70% por 10
segundos e duas vezes com solucdo salina 0,9% (NaCl) a 37°C, suplementado com 100
Ul/mL de penicilina e 100 mg/mL de estreptomicina (Sigma Chemical Company, St,
Louis/USA). Os pares de ovarios foram transportados dentro de uma hora para o laboratorio

em solucéo salina a 4°C contendo antibioticos [10].

2.1.2. Analise histoldgica

Para estudos histoldgicos, tecidos corticais ovarianos foram cortados em 40
fragmentos (3 mm x 3 mm x 1 mm) ovarianos usando tesoura e bisturi. Os fragmentos foram
diretamente fixados em paraformaldeido a 4% em PBS com pH 7,4 durante a noite em
temperatura ambiente. Apos a fixacdo, os fragmentos foram desidratados em série graduada
de etanol, clarificados com xilol e embebidos em parafina. Apds inclusdo em parafina (Synth,
Sédo Paulo, Brasil), foram seccionados em série a intervalos de 7 um, colocados em laminas de
microscopio de vidro, corados com eosina e acido periodico Schiff-hematoxilina e analisados
quanto ao numero de foliculos (primordiais, primarios, secundarios) e morfologia (normais e
degenerados). Fragmentos ovarianos foram examinados em um microscépio (Nikon, Tokyo,
Japan) sob magnitude de 400X.

Estagio e sobrevivéncia folicular foram avaliados microscopicamente em secgoes
seriadas. Os foliculos foram classificados como primordiais quando consistiam de um odcito
circundado por uma camada de célula da granulosa achatada ou com a presenca de células
achatadas e cuboides. Foliculos em desenvolvimento foram classificados como primarios
qguando continham uma camada de células da granulosa cuboidal e secundarios quando eram
visiveis duas ou mais camadas de células da granulosa cuboidal ao redor do odcito. Os
foliculos foram individualmente classificados histologicamente como normal quando

possuiam um o0cito intacto rodeado por células da granulosa bem organizadas e sem a
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presenca de nucleo picnético. Foliculos degenerados foram definidos com um odcito retraido,
nucleo picndtico e células da granulosa desorganizadas e destacadas da membrana basal [11].
Para avaliar a ativacao folicular, o nimero médio total de foliculos primordiais, primarios e
secundarios (normais e degenerados) por animal foi estimado pela contagem por ovario em
cada classificacdo folicular. O numero total de foliculos contados para cada secgdo foi

altamente correlacionado (r = 0,9895) [12].

2.1.3 Anélise estatistica

Todas as andlises estatisticas foram executadas pelo programa estatistico SAS® (SAS,
Cary, NC, USA). Os dados gerais foram testados para a normalidade pelo teste Shapiro Wilk
de acordo com o procedimento UNIVARIATE, e quando necessario, transformados para
atingir a normalidade. Os valores médios dos grupos de CFA foram comparados utilizando o
procedimento GLIMMIX. Todas as variaveis foram submetidas ao teste de correlacdo pelo
procedimento CORR. Os dados sdo apresentados como média + erro padrdo da média (EPM).

As diferencas foram consideradas significativas quando o P<0,05.

2.2 Experimento 2: efeito da classe de CFA e VO sobre as caracteristicas reprodutivas

em ovarios bovinos

2.2.1 Procedimentos

Ovérios (n=210) oriundos de um abatedouro local localizado no sul de Minas Gerais-
BR, de (n=105) vacas adultas (3 a 10 anos de idade, com média de 6 anos) sem raca definida
(predominéncia Bos taurus indicus), com condicdo corporal 3 e 4 (1-magra a 5-obesa) [8]

foram utilizados para o experimento. Os ovarios foram transportados ao laboratorio em
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solucdo salina (NaCl) 0,9% a 37°C, contendo penicilina (100Ul/ml) e estreptomicina (100

mg/ml; Sigma Chemical Company, St, Louis/USA) durante o prazo maximo de uma hora.

2.2.2 Classificacao folicular e aspiracéo oocitaria

Pares de ovarios foram distribuidos em classes de CFA alta (>50 foliculos; n=42);
intermediaria (30 — 49 foliculos; n=34) e baixa (<30 foliculos; n=29) [9]. Nas trés classes, 0s
CCOs foram aspirados de foliculos entre 3 e 8mm de didmetro utilizando seringas de 10 mL e
agulha 40G. Somente odcitos de qualidade I, 11 e 1ll foram utilizados no experimento. CCOs
foram contados e classificados de acordo com Stringfellow and Givens [13]: Grau |: o4citos
com cumulus compacto com mais de trés camadas de células. Ooplasma com granulos finos e
homogéneos, circundado pela zona peltcida e com cor marrom; Grau Il: odcitos com menos
de trés camadas de células do cumulus. Ooplasma com granulos distribuidos
heterogeneamente que podem estar mais concentrados no centro e mais leves na periferia, ou
condensados em um lugar aparecendo como ponto escuro. Ooplasma preencheu todo espaco
dentro da zona pelucida; Grau IllI: oécitos com cumulus expandidos. Ooplasma pode estar
contraido, com espaco entre a membrana celular e a zona pellcida, preenchendo

irregularmente o espaco perivitelinico.

2.2.3 Mensuracéo do volume ovariano total

Pares de ovarios (n=95) foram classificados quanto ao volume ovariano total (direito
e esquerdo) em grande (> 11mms3; n = 32), médio (> 8 ¢ < 11 mm?; n = 31) e pequeno (< 8
mm?3; n = 32). Comprimento, largura e altura do ovéario, em mm, foram medidos com auxilio
de um paquimetro digital (150mm/0,01mm Powerfix Nf, Digimess, Sdo Paulo, BR). O

calculo do volume ovariano foi realizado pela formula: 0,5 (fator de corre¢do) x comprimento
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x largura x altura [14]. A soma dos volumes dos ovarios direito e esquerdo foi definida como

volume ovariano total.

2.2.4 Maturacéo in vitro (MIV) dos CCOs

CCOs viaveis foram colocados em gotas de 90 pl de meio de maturacdo (maximo 30
odcitos/gota) que consiste em Tissue Culture Medium (TCM-199) suplementado com 22
pug/mL de piruvato de sodio, 5 pg/mL de FSH bovino, 10 Ul/mL de LH, 20 pg/mL de
estradiol, 20 mg/mL de amicacina e 10% de soro fetal bovino (SFB), e equilibrado em
incubadora durante pelo menos 2 h. A MIV de CCOs foi realizada durante 24 h a 38,7°C com

5% de CO2 numa atmosfera umidificada.

2.2.5 Avaliacéo da progressao meiotica dos CCOs

Odcitos (n=319) das classes (alta; n=177, intermediaria; n= 96 e baixa; n=106) de
CFA foram analisados por microscopia de fluorescéncia. Para a avaliacdo da configuragédo da
cromatina e progressdo meidtica, as células do cumulus foram removidas por vortex e 0s
odcitos foram fixados em 4% de paraformaldeido por 15 min e transferidos para solugdo de
Triton X-100 a 0,5%. Mudancas na configuracdo da cromatina foram avaliadas em gotas de
10pL contendo 10pg/mL de tricloridrato de bisbenzimida (Hoechst 33342) e analisados pelo
microscopio invertido de fluorescéncia (Leica, DMI4000B). Os sinais de fluorescéncia
emitidos de Hoechst 33342 foram coletados em 568 nm. Odcitos foram classificados de
acordo com o estagio de maturacdo nuclear: vesicula germinativa (VG), quebra da vesicula

germinativa (QVG), metafase I, anéfase | e telofase | (MI/AI/TI) e metafase 11 (MII).
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2.2.7 Caracteristicas ultraestruturais dos CCOs maturados in vitro bovinos

CCOs maturados in vitro (n = 30) provenientes de vacas com diferentes CFAs (n = 10
odcitos por classe de CFA) foram examinados pela microscopia eletrénica de transmissédo
(MET). CCOs foram fixados em solucdo de Karnovsky (4% de paraformaldeido e 2,5% de
glutaraldeido em tampdo cacodilato de sodio 0,1 M; pH 7,2) durante 4 h a temperatura
ambiente (aproximadamente 25°C). Apos a fixacdo, CCOs cultivados foram mantidos em
tampédo cacodilato de sddio. Os espécimes foram pos-fixadas em 1% de tetroxido de 6smio,
0,8% de ferricianeto de potassio e 5 mM de cloreto de célcio em tampdo cacodilato de sodio
0,1 M durante 1 h em temperatura ambiente. Em seguida, foram lavados em tampédo
cacodilato de sodio e contra-corados com acetato de uranila a 5%. As amostras foram
desidratadas em solucBes com concentrac@es crescentes de acetona e depois incorporadas em
resina epoxi (Epoxy-Embedding Kit, Fluka Chemika-BioChemika). Posteriormente, foram
cortadas em seccOes semi-finas (2 pum), coradas com azul de toluidina e analisadas por
microscopia éptica com ampliacdo de 400X. Seccdes ultrafinas (70nm) foram obtidas de
CCOs bovinos classificados como morfologicamente normais nas sec¢des semi-finas.
Posteriormente, secgdes ultrafinas foram contrastadas com acetato de uranila e citrato de
chumbo e examinadas sob um microscdpio eletrdnico Fei Tecnai Spirit. Pelo menos cinco
CCOs de cada grupo foram utilizados para analise de MET. Os parametros ultraestruturais
avaliados foram a densidade e integridade das organelas citoplasmaticas do odcito e das

células da granulosa e o grau de vacuolizacdo citoplasmatica e nuclear.

2.2.8 Analise estatistica
Todas as analises foram executadas pelo programa estatistico SAS® (SAS, Cary,
NC, USA). Os dados foram testados para a normalidade pelo teste Shapiro Wilk de acordo

com o procedimento UNIVARIATE, e transformados para atingir a normalidade quando
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necessario. Os efeitos fixos de classes de CFA e VO foram submetidos ao procedimento
GLIMMIX. Os dados sdo mostrados como a média * erro padrdo da média (EPM). O efeito
da classe de CFA sobre a porcentagem de distribuicdo dos odcitos nos estagios da meiose
(vesicula germinativa: VG, quebra da vesicula germinativa: QVG, metafase |, anafase | e
telofase I: MI/AI/TI e metafase Il: MII) foram submetidos ao procedimento GENMOD como

distribuicdo binomial. As diferencas foram consideradas significativas quando o P<0,05.

3. Resultados
3.1 Experimento 1: efeito da classe de CFA na ativacgéo dos foliculos em ovarios bovinos

Analise histoldgica demonstrou foliculos pré-antrais normais (Fig. 1A, C e E) e

degenerados (Fig. 1B, D e F) nas classes de alta, intermediaria e baixa CFA.

Fig. 1. Secdes histologicas de foliculos pré-antrais normais e degenerados nas classes de alta

(A, B), intermediéria (C, D) e baixa (E, F) contagem folicular antral (CFA). Foliculo (s) (A)
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secundario normal e (B) primordiais e primarios degenerados na classe de alta CFA; (C)
primordial normal e (D) primarios degenerados na classe de intermediaria CFA; (E) primario
normal e (F) primarios degenerados na classe de baixa CFA. Nu: nlcleo do odcito; O: o0cito;

CG: células da granulosa; OR: odcito retraido; CGD: células da granulosa desorganizadas.

A média de foliculos primordiais (Fig. 2A) e primarios normais (Fig. 2B) na classe
de CFA alta foi superior (P<0,001) aos das classes intermediaria e baixa. O numero de
foliculos primordiais degenerados (Fig. 2A) e secundarios normais (Fig. 2C) foi maior
(P<0,05) nos ovarios das classes de CFA alta e intermediaria, comparada com os da classe
baixa. O nimero de foliculos primarios degenerados da classe de CFA alta foi superior
(P<0,05) ao da classe baixa CFA (Fig. 2B). A quantidade de foliculos secundarios

degenerados da classe de CFA intermediaria foi superior (P=0,01) a de baixa (Fig. 2C).
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Fig. 2. Numero médio de foliculos primordiais, primarios e secundarios normais e
degenerados nas classes de alta, intermediaria e baixa contagem folicular antral (CFA). Letras
mailsculas indicam diferencas entre foliculos normais e as minusculas entre foliculos

degenerados (P<0,05). Numeros sdo médias dos quadrados minimos + erro padrao da média.

As correlacGes entre CFA e o numero de foliculos primordiais normais, degenerados
e total, secundarios normais e total desses foliculos sdo apresentados na tab. 1. As correlacGes

entre as diferentes classes de foliculos sdo apresentadas na tab.1.
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Tab. 1. Coeficiente de correlacGes entre contagem folicular antral (CFA) e as categorias foliculares
normais, degenerados e total.

N° de
Variaveis CFA primordial
normal

N° de
primordial
degenerado

Ne de
primordial
total

N° de
primario
normal

N° de
primario
degenerado

Ne° de
primario
total

N° de
secundério
normal

N° de
secundario
degenerado

N° de
secundario
total

CFA 1 0,90**

N° de 1
primordial
normal
N° de
primordial
degenerado
N° de
primordial
total
N° de
primério
normal
N° de
primério
degenerado
N° de
primario
total
N° de
secundario
normal
N° de
secundario
degenerado
N° de
secundario
total

0,69**

0,72**

0,90**

0,99**

0,79**

0,51

0,73**

0,44

0,71**

0,33

0,63*

0,69**

0,66**

0,67**

0,50

0,75**

0,52*

0,74%*

0,99**

0,78**

0,57*

0,40

0,55*

0,44

0,46

0,16

0,43

0,28

0,21

0,60*

0,27

0,27

0,30

0,30

0,76**

0,53*

0,38

0,58*

0,43

0,45

0,20

0,42

0,99**

0,83**

*P<0,05 **P<0,01
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3.2 Experimento 2: efeito da classe de CFA e VO sobre as caracteristicas reprodutivas em

ovarios bovinos

O numero médio de odcitos de graus Il e viaveis na classe de alta CFA foram maiores
(P<0,05) do que nas demais classes (Tab. 2). Nessas mesmas caracteristicas, a classe CFA
intermediéria foi maior (P<0,05) do que a baixa. A quantidade de odcitos grau | e 0 VO na classe
de alta CFA foram superiores (P<0,05) as demais classes. O total de odcitos na classe de baixa

CFA foi menor (P<0,05) do que na classe intermediaria (Tab. 2).

Tab. 2. Efeito da classe de contagem folicular antral (CFA) sobre caracteristicas reprodutivas.

Contagem folicular antral (CFA)
Alta (A) Intermedidria  Baixa (B)

Caracteristicas n=35 (Hhn=34 n=26

Graus

oocitarios
Gl 7,860,60? 4,85+0,67°  3,27+0,73"
Gll 4,02+0,392 2,76+0,43° 1,24+0,47¢
Glll 2,09+0,39? 2,48+0,44? 1,27+0,472

Odcitos vidveis 16,26+1,11*  13,05+1,23°  8,07+1,34¢
Total de 30,97+45,17%  38,32+5,75°  20,81+6,23"
obcitos
Volume 12,60+0,74®  10,10+0,75°  8,09+0,86°
ovariano

GI: Grau oocitario I; GII: Grau oocitario Il; GIII: Grau oocitario I1l. Na mesma linha, as letras
sobrescritas indicam diferencas (P<0,05). Numeros sdo médias dos quadrados minimos + erro

padrdo da média.

A CFA total na classe de VO grande foi maior (P<0,05) que nas demais classes. Nessa

mesma caracteristica, a classe de VO media foi maior (P<0,05) do que a pequena (Tab. 3). A
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quantidade de odcitos graus | e viaveis nas classes grande e média foram superiores (P<0,05) do
que na classe de VO pequena. O nimero médio de odcitos grau Il e total de odcitos na classe de
VO grande foi maior (P<0,05) do que na classe pequena. N&o houve diferenca em relacéo ao grau

oocitario Il entre as classes de VO (P>0,05; tab. 3).

Tabela 3. Efeito da classe de volume ovariano (VO) sobre as caracteristicas reprodutivas.

Classe de volume ovariano (VO)

Grande (G) Meédia (M) Pequena
Caracteristicas n=32 n=31 (P) n=32
CFA total 58,50+3,94%  45,39+4,00° 31,62+3,94°
Graus
oocitarios
Gl 6,69+0,728  6,22+0,74%  3,72+0,72°
Gll 3,53+0,48%  3,29+0,49%®  2,19+0,48°
Gl 1,97+0,468  2,52+0,478  2,10+0,47%
Odcitos viaveis  16,12+1,29%  1503+1,31%  9,37+1,29"
Total de 41,27+6,02° 36,07+6,12% 21 5446,02°
odcitos

Gl: Grau oocitario I; GII: Grau oocitario Il; GII1I: Grau oocitario I1l. Na mesma linha, as letras
sobrescritas indicam diferencas (P<0,05). NUmeros sdo médias dos quadrados minimos + erro

padrdo da media.

Apos 24h de M1V, 62,38% (199/319) dos odcitos estavam em MII (Tab. 4). A propor¢édo
de odcitos em MII diferiu (P<0,05) entre as classes de CFA. A porcentagem de o6citos em M,
TI, Al foi superior (P<0,05) na classe intermediaria em relacdo as classes de alta e baixa CFA. As
porcentagens de odcitos em estagio de VG (P<0,05) e QVG (P<0,0001) na classe baixa foram

superiores as observadas nas classes alta e intermediaria (Fig. 3 A-E; tab. 4).
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Fig. 3. Fotomicrografia de o6citos bovinos em diferentes estdgios de maturacdo nuclear nas

classes de alta, intermediaria e baixa contagem folicular antral (CFA) avaliados sob microscopio
de fluorescéncia. Odcito em A) Vesicula germinativa (VG) e B) Quebra de vesicula germinativa
(QVG) na classe de baixa CFA; C) Metafase | (MI) e D) Telofase | (Tl) na classe de
intermediaria CFA; E) Metafase 1l (MIl) na classe de alta CFA. Coloracdo Hoescht 33342,

comprimento de onda de 568 nm. Aumento 200X.
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Tab. 4. Porcentagem (%) de odcitos em estagios de vesicula germinativa, quebra da vesicula
germinativa, fases intermediarias (Metafase I, Anafase I, Tel6fase 1) e metafase Il nas classes de

alta, intermedidria e baixa contagem folicular antral (CFA).

CFA N VG (%) QVG (%) MI, Al T1 (%) MII (%)

Alta 177 4,27 (5/117)° 5,98 (7/117)° 8,55 (10/117)° 81,20 (95/117)?
Intermediaria 96 3,13 (3/96)° 8,33 (8/96)° 26,04 (25/96)? 62,50 (60/96)"
Baixa 106 12,26 (13/106)% 32,08 (34/106)* 14,15 (15/106)° 41,51 (44/106)°

Total 319 6,58 (21/319) 15,36 (49/319) 15,67 (50/319) 62,38 (199/319)

CFA: Contagem folicular antral; VG: vesicula germinativa; QVG: Quebra da Vesicula
Germinativa; MI: Metafase I; Al: Anafase I; TI: telofase I; MII: Metafase 1. Na mesma coluna,

as letras sobrescritas indicam diferencas (P<0,05).

Nas andlises ultraestruturais foram observadas diferentes organelas citoplasmaticas de
odcitos e células da granulosa em todas as classes de CFA. Considerando-se que para uma
comparacdo efetiva entre as diferentes classes de CFA ndo somente a presenca das organelas,
mas a localizacdo das mesmas e a morfologia sdo necessarias. Os o0citos das diferentes
contagens de CFA mostraram-se com ultraestrutura normal, mitocondrias de cristas bem visiveis
e em grande numero, presenca de vacuolos intracelulares, goticulas lipidicas distribuidas
uniformemente e foi possivel observar complexos de Golgi agrupados e bem desenvolvidos,
como o esperado nesses tipos celulares. N&o foi possivel observar diferengas ultraestruturais entre
as organelas das diferentes classes de CFA. A zona pellcida (ZP) também foi mantida integra em
todos os grupos. As células da granulosa mostraram-se bem caracteristicas, com nucleo definido -
geralmente arredondado ou com leves endentagfes - e reticulo endoplasmatico rugoso bem

desenvolvido, assim como o complexo de Golgi caracteristico desse tipo celular foi visto em
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algumas organelas. As mitocondrias possuem cristas bem definidas e foi possivel observar em
algumas células a presenca de vacutolos lipidicos. Todas as caracteristicas observadas nas células
da granulosa foram similares entre os grupos, ndo sendo possivel diferenciar 0s mesmos com
base nas caracteristicas morfologicas. Apos a analise de diferentes CCOs nédo foi possivel
observar alteracGes que sugerissem diferencas ultraestruturais entre as diferentes classes de CFA,

sugerindo que as diferencas entre os grupos podem néo ser morfologica (Fig. 4).
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Fig. 4. Micrografia representativa de complexo cumulus odcito (CCOs) nas classes de baixa,
intermediaria e alta contagem folicular antral (CFA). ZP: zona peltcida; Nu: nacleo; m:

mitocondria; g: complexo de Golgi; m: mitocondrias; r: reticulo endoplasmatico rugoso.
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4. Discussao

Em relacdo a quantidade de foliculos primordiais, primarios e secundarios na classe de
CFA alta foi encontrado por Ireland et al. [12] resultado semelhante, que demonstraram que o
numero de foliculos primordiais, em transi¢do, primarios, secundarios e antrais morfologicamente
saudaveis foram inferiores para animais com baixa CFA, comparada com a classe de alta CFA
durante as ondas foliculares. Curiosamente, a comparacdo da média de foliculos em cada estadio
da foliculogénese entre os grupos revelou que o numero total de foliculos primordiais normais na
classe de baixa CFA foi menor (P<0,05) do que na de CFA alta [15]. Em corroboracdo, Hodgen
[16] afirmou que a alta repetibilidade do padrdo de crescimento dos foliculos antrais durante as
ondas pode ser explicada pelo aumento da taxa de iniciacdo do recrutamento de foliculos
primordiais. Desta forma, os resultados confirmam que a quantidade de foliculos presentes na
reserva ovariana esta intimamente relacionada com a classe folicular antral.

Houve correlacdo positiva entre CFA e numero de foliculos primordiais normais,
degenerados, total e foliculos secundarios normais e total. Cushman et al. [17]; Scheffer [18];
Ireland et al. [12] confirmaram esta correlacdo positiva entre o nimero de foliculos primordiais e
0 numero de foliculos em crescimento (r=0,92; P<0,01). Tendo em vista que o numero de
foliculos primordiais esta relacionado com o nimero de foliculos antrais no ovario bovino,
evidencia-se a associacdo entre reserva ovariana e longevidade reprodutiva. Desta forma, a
deplecdo da populacdo folicular ovariana esta associada com a senescéncia reprodutiva em
fémeas bovinas [15]. Sendo assim, a utilizacdo da CFA em novilhas pode ser um indicador mais
preciso da eficiéncia reprodutiva, pois pode predizer o tempo de vida reprodutiva [19].

Os numeros médios de oocitos de graus Il e vidveis diferiram entre as classes de CFA.
Similarmente, outros autores demonstraram que o numero de oo6citos morfologicamente viaveis

em animais com baixa CFA foram menores do que em animais com alta CFA [12]. Outro estudo
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mostrou correlagdes positivas (r=0,753; r=0,638, respectivamente) entre a CFA e reserva
ovariana sobre a populacdo total de odcitos recuperados por OPU e oo6citos candidatos a
fertilizacdo in vitro [20]. Além disso, Mercé et al. [21] demonstraram que 0 numero total de
foliculos presentes no ovario esta correlacionado com o nimero de 00citos recuperados, maduros,
fertilizaveis e com o total de embrides (r=0,86; 0,66; 0,56 e 0,55, respectivamente).

A quantidade de odcitos grau | e o volume ovariano na classe de alta CFA foram
maiores que nas demais classes. O total de odcitos na classe de baixa CFA foi menor do que na
classe intermediaria. Pode-se inferir que a classe de CFA possui influéncia do volume ovariano e
influencia a qualidade dos odcitos. Estudos anteriores designaram a coleta de odcitos em quatro
classes: G1: muito alto, G2: alto, G3: médio e G4: baixa producao de odcitos e demonstraram que
fémeas com maior producdo de oocitos produzem maior (P<0,05) nimero de odcitos viaveis
(47,06+1,6 em G1; 24,95+0,33 em G2; 15,57+0,26 em G3; 6,31+0,38 em G4) [22, 23]. Assim
como a CFA, o volume ovariano é um preditor de reserva ovariana [25] e ambos sdo preditores
de sucesso reprodutivo [24]. Modina et al. [15] observaram reducdo significativa no peso,
comprimento e altura de ovarios em vacas com baixa CFA (5,07+0,28g; 3,82+0,10cm;
1,79+0,06cm, respectivamente) comparados as vacas com alta CFA (13,29+0,68g; 4,67+0,09cm;
2,69+0,06cm, respectivamente). Em consonancia, Ireland et al. [12] reportaram que, 0 peso,
comprimento e altura dos ovarios em animais com baixa CFA (3,05%0,33g; 23,314 e
12,3+1,1mm, respectivamente) foram menores do que em animais com alta CFA (7,11+0,41g;
28,3£1,3 e 15,5+0,8mm, respectivamente) durante as ondas foliculares. Além disso, a variagdo
entre os animais nas classes de CFA durante as ondas foliculares foi positivamente
correlacionada (r=0,80-0,90) com variagdo no peso ovariano e numero total de foliculos [12].

A classe de volume ovariano possui relacdo positiva com a quantidade de CFA total

presente no ovario. Corroborando, Kwee et al. [7] demonstraram que a CFA e o volume total do
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ovario atuam na predicdo da resposta ovariana a FIV. Outros estudos correlacionaram
positivamente (r=0,90) a CFA com 0 peso ovariano e com o numero total de foliculos e odcitos
saudaveis (r=0,89) presentes nos ovarios [26, 19]. Além disso, um estudo com humanos mostrou
que o numero total de odcitos correlacionou-se positivamente (r=0,958) com CFA total [25].

Em outros estudos [6, 21] foram demonstrados resultados de correlagdo entre volume
ovariano e grau oocitario. Houve correlacdo positiva entre o volume ovariano e 0 nimero de
odcitos de Grau | (r=0,35), Il (r=0,25), 11l (r=0,36) e o nimero total de odcitos (r=0,39). Além
disso, a analise de regressao linear foi significativa entre o volume de ovario e o nimero de
odcitos de grau | e niamero de odcitos de Grau | e Il (R2=0,16; R2=0,14) [6]. Todavia, outros
estudos associaram volume ovariano com o0 numero de odcitos recuperados, maduros,
fertilizaveis e o total de embrides (r=0,75; 0,63; 0,56 e 0,54, respectivamente) [21].

E cabivel que a alta variabilidade no tamanho da reserva ovariana contribui para a
reducdo no desenvolvimento e/ou qualidade do odcito na fertilidade em mulheres [27] e bovinos
[28]. Além disso, sabe-se que a CFA possui correlacdo altamente significativa com o nimero de
odcitos recuperados e 0 numero de odcitos fertilizados [29]. Em outros estudos foram
demonstrados que a propor¢do de odcitos maturados in vitro no grupo com alta CFA foi maior
(P<0,05) do que a do grupo de baixa [12, 26]. Presume-se que 0s odcitos da classe de alta CFA
possuem maior habilidade de MIV e FIV do que aqueles com baixa CFA. Animais no grupo com
baixa CFA também tiveram ~80% menos foliculos e oocitos morfologicamente saudaveis
(6016+£1685 e 29059+4564, respectivamente) e ~45% menos foliculos morfologicamente
saudaveis e o0citos por grama de ovario (2110£371 e 3869+535, respectivamente) comparados
com animais do grupo com CFA alta [12, 26]. Além disso, essa diferenca durante o
desenvolvimento meiotico nas classes de CFA pode estar relacionada a alta proliferacdo de

células da granulosa em ovarios com CFA alta [30]. Esses resultados podem ser explicados pela
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diferenca na secrecdo das gonadotrofinas entre animais das classes de alta e baixa CFA. Menores
concentracdes de progesterona no sangue foram encontradas em animais com CFA baixa (30-
50% menores; 1-5 ng/mL) entre os dias 3 e 14 do ciclo estral comparado com ovarios de alta
CFA [26, 31]. Alem disso, a secrecdo de gonadotrofinas pode estar cronicamente aumentada
durante as ondas foliculares em fémeas de CFA baixa nos estudos [32, 5, 31]. Provavelmente,
devido a dessensibilizacdo ou desacoplamento de receptores de gonadotrofinas em células da
granulosa, teca e luteas [33], a funcdo ovariana seja alterada. Scheetz et al. [34] mostraram que o
aumento induzido por FSH na producao de estradiol e Horménio Anti Mulleriano (AMH), e na
expressao de RNAms para a enzima aromatase citocromo P450 19A1 (CYP19AL1), receptor de
FSH (R-FSH) e do AMH em células de granulosa foram menores em ovarios de fémeas com
baixa CFA comparadas as de CFA alta. As células da granulosa em bovinos com baixa CFA séo
refratarias a acdo do FSH, o que poderia explicar porque a funcdo do ovario, a capacidade de
resposta a estimulacdo das gonadotrofinas e a fertilidade diminuem em individuos com CFA
baixa versus alta.

Por outro lado, a anélise ultraestrutural de CCOs maduros ndo foi capaz de mostrar
diferengas significativas entre as diferentes classes de CFA. Esse resultado sugere que,
provavelmente, as alteragcbes ocorrem no &mbito molecular e ndo ultraestrutural. Como forma de
avaliar a maturacdo folicular, utilizou-se o trabalho de Dadarwal et al. [35], segundo o qual, a
maturacao oocitaria em bovinos esta atrelada a localizacdo das organelas no citoplasma oocitario.
No seu estudo, foram analisadas por MET a localizacdo de mitocondrias, reticulos e goticulas
lipidicas em foliculos em regressao, crescimento, e pré-ovulatorios, mostrando que o numero de
mitocondrias aumentou, assim como as goticulas lipidicas foram reorganizadas espacialmente, e

a interface entre as mesmas aumentou com a maturacdo folicular. Os CCOs visualizados no
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presente estudo mostraram organizacdo ooplasmatica como as observadas por Dadarwal et al.
[35] em odcitos pré-ovulatorios.

Em conclusdo, a CFA e o volume ovariano sao preditores efetivos de odcitos recuperados
e da progressdao meidtica. Desta forma, a utilizacdo destes marcadores pode auxiliar no maior

sucesso da PIVE, por meio da selecéo prévia de doadoras com alto potencial produtivo.
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Resumo

Os efeitos da racga, da contagem folicular antral (CFA) e da classe de largura vulvar (LV)
sobre as caracteristicas reprodutivas, producdo in vitro e viabilidade de embriGes em fémeas
bovinas foram analisados. Fémeas das racas Brahman (Bos indicus) e Simental (Bos taurus)
foram agrupadas nas classes de CFA alta (>50 e >25 foliculos, respectivamente); intermediaria
(>30 e <49; >16 e <24 foliculos, respectivamente) e baixa (<30 ¢ < 15 foliculos, respectivamente)
e classe de LV grande (> 123mm e 80 mm, respectivamente); média (> 102mm e < 123mm; >

65mm e < 80mm, respectivamente) e pequena (< 102mm e < 65mm, respectivamente) em Bos
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indicus e Bos taurus. O namero de odcitos viaveis (17,23+0,41 e 12,15+0,46), o total de embribes
(6,89+0,26 e 2,50+0,21), a eficiéncia na producdo de embrides (38,37+0,62 e 22,43+0,62), a
porcentagem de prenhez (38,40+0,83 e 29,67+0,91) e a porcentagem na eficiéncia de oocitos
viaveis em relacdo a prenhez (12,61+0,48 e 8,84+0,52) na raca Brahman foram superiores
(P<0,05) a Simental. O numero médio de blastdbmeros na classe de CFA alta (188,37+1,32) foi
superior (P<0,0001) as demais (intermediaria: 137,97+1,32 e baixa:110,33£1,32). Pode-se
concluir que a CFA e LV sdo caracteristicas indicadoras na producdo in vitro de embrides

bovinos.

Palavras-chave: contagem folicular antral, largura vulvar, fertilidade reprodutiva, selecdo

genética.

Introducéo

Apesar dos muitos esforcos para melhorar a producdo in vitro de embribes (PIVE), a sua
eficiéncia ainda é relativamente baixa. Apenas 35-40% dos o0citos bovinos maturados,
fecundados e cultivados in vitro desenvolvem-se até o estadio de blastocisto (Sirard et al., 2006).
E, dentre estes, somente 30% chegam a ser transferidos para receptoras (Park et al., 2005).

Sabe-se que a baixa eficicia da PIVE é influenciada principalmente pela retirada do
odcito de seu ambiente natural e pelos fatores ambientais associados a PIVE. Além disso, fatores
como alteracdo no desenvolvimento in vitro oocitario e embrionario, estdo associados as
diferengas fisioldgicas analisadas no decorrer da vida de fémeas doadoras, levando a diferencas
na competéncia in vitro oocitaria e na producéo in vitro de blastocistos entre as doadoras bovinas.

Embora muitos desses fatores sejam desconhecidos, deve-se considerar que o desenvolvimento
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do odcito/embrido é diferenciado entre as caracteristicas de fertilidade consideradas na selecéo
genética nos rebanhos (Ireland et al., 2007, 2008, 2011).

A producdo de embrides de fémeas oriundas de rebanhos elites pode ser mais eficiente
quando associada a selecdo de animais com caracteristicas indicadoras de fertilidade (CIF) de
facil mensuracdo, como contagem folicular antral (CFA) e classe de largura vulvar (LV). Sabe-se
que héa correlacdo positiva entre 0 numero de foliculos primordiais e o numero de foliculos em
crescimento, e que o numero de foliculos primordiais esta relacionado com o numero de foliculos
antrais no ovario bovino, sugerindo a associacdo entre a reserva ovariana e longevidade
reprodutiva (Cushman et al., 1999; Ireland et al., 2008). Sendo assim, a proposta da utilizacao
desses fendtipos deve ser considerada em modelos que pretendem ser aplicados na selecdo para a
fertilidade (Mesquita et al., 2016; Maculan, 2015, dados ndo publicados; Chacur et al., 2006).

Diferentes técnicas podem ser utilizadas para analisar embrides apds a PIVE, a fim de se
obter maior precisdo sobre a viabilidade, as quais a Microscopia de Fluorescéncia, que utiliza
corante de DNA especifico para quantificar blastdmeros de embriGes produzidos in vitro (Costa
et al., 2010). No entanto, a possivel relagdo da CFA e da LV com a producdo in vitro e
viabilidade de embrides bovinos ainda ndo foi estudada.

Hipotetizou-se que fémeas Bos indicus possuem maiores CFA, larguras vulvares, odcitos
viaveis, total de embrides e prenhezes que fémeas Bos taurus. Fémeas com CFA alta e LV grande
possuem maior numero de odcitos viaveis, total de embrides e prenhezes do que fémeas com
CFA baixa e LV pequena. Oocitos de fémeas com CFA alta resultam em embrifes com maior
numero de células embrionarias do que odcitos de fémeas com baixa CFA.Os objetivos do
presente estudo foram avaliar o efeito da raga, CFA e LV sobre as caracteristicas reprodutivas e
analisar a quantidade de blastdmeros embrionarios produzidos in vitro de fémeas Bos taurus

taurus e Bos taurus indicus.
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Materiais e Métodos
Todos os procedimentos e protocolos relacionados com animais foram aprovados
previamente pela Comisséo de Etica no uso de animais (Comissdes Permanentes/PRP- UFLA) da
Universidade Federal de Lavras- MG, Minas Gerais, Brasil com protocolo de n° (068/14). Todos
o0s reagentes foram da Sigma Chemical Company (St. Louis, MO, USA), a ndo ser que indicado

de outra forma no texto.

Experimento 1- Avaliacdo da contagem folicular antral e morfometria da genitalia externa

Animais e instalacdes

O experimento foi conduzido no Laboratorio de Reproducdo Animal da fazenda Casa
Branca Agropastoril, Careacu-MG, Brasil. Vacas de corte (n= 283) das racas Brahman (n=184) e
Simental (n=99) foram utilizadas para identificar diferencas entre as racas quanto a CFA e a
CLV. As fémeas Brahman e Simental possuiam idades variadas (3-10 anos e 2-13 anos,
respectivamente com média de 6 anos) e pesos entre 337-774 kg (média= 539 kg) e 344-803 kg
(média= 546 kg); respectivamente. Todas as fémeas eram ciclicas, multiparas e com condigdo
corporal entre 3 e 4 (1-magra a 5-obesa) (Lowman, Scott, Somerville, 1976) e permaneceram em
pastagem de Brachiaria spp, com suplementacdo de silagem de milho, sal mineral ad libitum e

racao concentrada fornecida na proporg¢éo corporal 1,5 % do peso.

Contagem folicular antral (CFA)
A contagem dos foliculos antrais maiores ou iguais a 3mm de didmetro de ambos os
ovarios foi realizada por ultrassonografia transretal (Aloka 500) com transdutor linear em 5.0

MHz em modo B. Fémeas Bos indicus foram classificadas de acordo com a CFA em: alta (>50
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foliculos; n=37); intermediaria (30 — 49 foliculos; n=70) e baixa (<30 foliculos; n=76) (Rodrigues
et al., 2015). Ja fémeas Bos taurus foram classificadas em: CFA alta (>25 foliculos; n=39);
intermediaria (16- 24 foliculos; n=16) e baixa (< 15 foliculos; n=44) (Ireland et al., 2007; Burns

et al., 2005).

Morfometria da genitalia externa

A morfometria da largura vulvar foi considerada como a distancia entre as bordas laterais
da vulva a partir do ponto médio da rima em um angulo de 90 graus (Figura 1). Baseado na
distribuicdo de frequéncia dos valores obtidos para classe de largura vulvar (LV) em Brahman e
Simental, classificou-se de maneira inédita em grande (G), média (M) e pequena (P): sendo
grande (> 123mm; n = 36); media (> 102mm e < 123mm; n=35) e pequena (< 102mm; n = 38) na
raca Brahman e grande (> 80 mm; n = 22); média (> 65mm e < 80mm; n = 29) e pequena (<
65mm; n = 20) na raca Simental; onde n remete ao nimero de animais por classe. A morfometria
foi realizada com o auxilio de um paquimetro digital (150mm/0,01mm Powerfix Nf, Digimess,

Séo Paulo, BR).

Figura 1. Largura vulvar medida com paquimetro digital.

Fonte: Mesquita et al., 2016.
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Aspiracao Folicular Ovariana Guiada por Ultrassom (OPU-Ovum pick-up)

Em media trés sessdes de OPU foram realizadas em todos os animais, com um intervalo
de 21 dias entre as sessdes. As OPUs foram realizadas com um equipamento de ultrassom Aloka
SSD-500 (Aloka, Mure, Japdo), um transdutor convexo de 5 MHz e uma bomba de succdo a
vacuo com pressdo negativa entre 85 e 90 mmHg e taxa de fluxo de 15-20 mL/min. Foram
utilizadas agulhas de aspiracdo 17G (WTA, Sertdozinho, SP) ligadas a linhas de aspiracdo (WTA,
Sertdozinho, SP) conectadas a um tubo de 50 mL (Falcon™). Todos os foliculos antrais visiveis
(> 3 mm de didmetro) foram aspirados por OPU (Burns et al., 2005; Ireland et al. 2008). O meio
de lavagem consistiu em Dulbecco’s salina tamponada fosfatada (DPBS) suplementado com 36
mg/mL de piruvato de sddio, 50 mg/ mL de gentamicina, 0,5 mg/mL de albumina sérica bovina
(BSA) e 10 UI/mL de heparina. Os complexos cumulus o6cito (CCOs) recuperados foram
lavados com DPBS suplementado e 1% (v/v) de solucdo de penicilina-estreptomicina (5000
Ul/ml de penicilina G sédica e 5000 mg/ mL de estreptomicina). Os CCOs foram lavados trés
vezes em meio 3-Hepes basico modificado (mBM3-Hepes) e, avaliados morfologicamente.
Somente CCOs com, pelo menos, duas camadas compactas de células da granulosa e citoplasma

homogéneo foram considerados viaveis e utilizados para posterior processamento.

Maturacéo in vitro (MIV) de CCOs bovinos

CCOs viaveis foram colocados em gotas de 90 ul de meio de maturagdo (maximo 30
odcitos/gota) que consiste em Tissue Culture Medium (TCM-199) suplementado com 22 pg/mL
de piruvato de sodio, 5 pg/mL de FSH bovino, 10 UlI/mL de LH, 20 pg/mL de estradiol, 20
mg/mL de amicacina e 10% de soro fetal bovino (SFB), e equilibrado em incubadora durante
pelo menos 2 h. A MIV de CCOs foi realizada durante 24 h a 38,7°C com 5% de CO2 numa

atmosfera umidificada.
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Fertilizac&o in vitro (FIV) e Cultivo in vitro de embrides (CIVE) bovinos
CCOs maturados in vitro foram lavados trés vezes em meio TCM-199 e, em seguida,
transferidos para gotas de 60ul de meio de fertilizacdo Ferti-TALP (10-15 odcitos/gota) sob 6leo
mineral. O meio de fertilizacdo consistiu em meio Ferti-TALP suplementado com 0,6 g/L de
BSA, 20 pg/mL de piruvato de sodio, 440 pug/mL de PHE (0,5 mM penicilamina, 0,25 mM
hipotaurina e 24 uM epinefrina), 10 UI/mL de heparina e 20 mg/mL de amicacina. Sémen
congelado de um touro (por raca) com fertilidade comprovada para a FIV foi utilizado durante
todo o experimento. O processo de separacdo de Percoll foi empregado para filtrar os
espermatozoides viaveis. A co-incubacdo de espermatozoides/odcitos teve duracdo de 18 a 22
horas a 38,7°C com 5% de CO> em atmosfera umidificada. Depois disso, 0s provaveis zigotos
foram desnudados por vortex, lavados quatro vezes em meio Fert-TALP antes de serem
transferidos para gotas de 60l de meio CR2 durante 48 horas a 38,7°C em ambiente controlado
de 5% de CO; e atmosfera umidificada. Dois dias ap6s o inicio do cultivo in vitro, metade do
meio CR2 foi trocado. Os embrides foram examinados sete dias ap6s a FIV usando Optica

Nomarski (200-400 ampliagdo) em microscépio Nikon Diaphot DTM (Nikon, Tokyo, Japan).

Transferéncia de embrides e diagnostico de prenhez

As receptoras foram sincronizadas e no dia 18 realizou-se a transferéncia de embrifes nas
receptoras. Apos a transferéncia, a prenhez foi determinada aos 40 dias ap0s a transferéncia.
Analisou-se o efeito da raca, classe de CFA e largura vulvar sobre os numeros de o0citos viaveis
(OV), total de embrides (TE), porcentagem de eficiéncia da producdo de embrides in vitro (EPE),
numero de prenhez (P), taxa de prenhez (%P) e a porcentagem de eficiéncia dos o6citos viaveis

em relagdo a quantidade de prenhez (%OV/P). A EPE foi calculada pela divisdo do numero total
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de embrides pelo nimero de odcitos viaveis multiplicado por 100 e a %OV/P foi calculada pela

divisdo do numero de prenhez pelo nimero de o6citos viaveis multiplicado por 100.

Estatistica

Todas as analises estatisticas foram realizadas por meio do programa estatistico SAS®
(SAS, Cary, NC, EUA). Foram criadas classes de CFA e largura vulvar baseadas nas respectivas
distribuicdes de frequéncia. Os dados gerais foram testados para a normalidade pelo teste Shapiro
Wilk de acordo com o procedimento UNIVARIATE, e quando necessario, transformados para
atingir a normalidade. O procedimento GLIMMIX foi utilizado para avaliar os efeitos de raca,
classe de CFA e largura vulvar sobre os nimeros médios de OV, TE, EPE, P, %P e a %OV/P. Os
dados sdo apresentados como média * erro padrdo da média (EPM). As diferencas foram

consideradas significativas quando o P<0,05.

Experimento 2- Avaliacdo do numero de blastbmeros de embrifes bovinos produzidos in vitro

de fémeas com alta, intermediaria e baixa CFA

Avaliacdo da qualidade embrionéria por microscopia de fluorescéncia

No dia 7 do cultivo in vitro, um total de 90 embrides em estagio de blastocisto foram
obtidos nas trés classes (n=30: alta, n= 30: intermediaria, n=30: baixa) de CFA. Os embrides
foram corados com Hoechst 33342 (tricloridrato bisbenzimida (2'-[4-ethoxyphenyl]-5-[4-methyl-
1-piperazinyl]-2,5'-bi-1Hbenzimidazole trihydrochloride trihydrate)) para contagem dos nucleos
celulares usando o software NIS elements 2.4 (Nikon, Nikon Instruments Inc., Americas). Esse
corante tem a propriedade de atravessar a membrana celular se ligando principalmente aos

nucleotideos adenina e timina da molécula de DNA, a qual quando exposta a luz ultravioleta
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emite fluorescéncia azul de comprimento de onda de 568 nm. Desta forma, é possivel avaliar o
nucleo de células vivas ou fixadas (Thermo Fisher Scientific, 2012). Em placa de quatro pocos,
incubou-se os blastocistos em gotas de 10 pl contendo 10pg/ml de Hoechst 33342 a 37°C durante
15 min em ambiente escuro. Em seguida, os blastocistos foram inseridos em laminas e cobertos
com laminula para visualizacdo no microscépio de fluorescéncia DMLB (Leica DMI14000B) com

aumento de 200X, equipado com filtro UV.

Estatistica

As analises estatisticas foram realizadas utilizando o sistema SAS® (SAS, Cary, NC,
EUA). O procedimento GLIMMIX foi utilizado para avaliar os efeitos de classe de CFA sobre as
caracteristicas reprodutivas avaliadas no estudo. Os dados sdo apresentados como média + erro

padrdo da média (EPM). As diferencas foram consideradas significativas quando o P<0,05.

Resultados

Experimento 1- Avaliacdo da contagem folicular antral e morfometria da genitalia externa

O ndmero de OV, TE, %EPE, nimero de prenhez, taxa de prenhez e %OV/P na raca

Brahman foram superiores (P<0,0001) & Simental (Tab.1).
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Tabela 1. Efeito da raca sobre a producéo de odcitos, embrides e prenhez.

RACA N ov TE %EPE P %P %0V/P

Brahman 184  17,23+0,41* 6,89+0,26* 38,37+0,62*8  1,95+0,18°  38,40+0,83*  12,61+0,48%

Simental 99 12,15+0,46> 2,50+0,21° 22,43+0,62°  1,12+0,17°  29,67+0,91° 8,84+0,52°

OV: nimero de odcitos viaveis; TE: total de embribes; %EPE: porcentagem de eficiéncia de embrides; P: nimero
de prenhez; %P: taxa de prenhez; %OV/P: porcentagem da eficiéncia de odcitos vidveis em relacdo a quantidade de
prenhez. Na mesma coluna, as letras sobrescritas indicam diferencas (P <0,05). Ndmeros sdo médias dos quadrados

minimos + erro padrdo da média.

O numero de OV na classe de CFA alta foi superior (P<0,0001) as demais classes. Além
disso, a classe intermediaria foi superior (P<0,0001) a classe baixa. O TE na classe de alta e
intermediaria foram superiores (P<0,0001) a classe de baixa CFA. O %EPE na classe
intermediéaria foi superior (P=0,002) as outras classes de CFA. A taxa de prenhez e %0V/Q na

classe baixa foram superiores (P<0,05) as demais classes de CFA (Tab.2).

Tabela 2. Efeito da contagem folicular antral (CFA) sobre a producéo de odcitos, embrides e prenhez.

CFA N ov TE %EPE P %P %0V/P

Alta 76 19,52+0,62¢  5,59+0,358 28,07+0,75° 1,70+0,25°  32,99+1,08° 8,90+0,55°
Intermediaria 86 14,36+0,65°  4,75+0,42*  31,91+1,05% 1,56+0,27¢  31,84+1,22° 9,74+0,67°

Baixa 120 10,81+0,40¢  2,70+0,22° 28,20+0,65° 1,22+0,17°  36,61+0,92? 13,59+0,562

CFA: Contagem folicular antral; OV: nimero de o6citos viaveis; TE: total de embrides; %EPE: porcentagem de

eficiéncia de embrides; P: nimero de prenhez; %P: taxa de prenhez; %0OV/P: porcentagem da eficiéncia dos o6citos
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viaveis em relacdo a quantidade de prenhez. Na mesma coluna, as letras sobrescritas indicam diferencas (P <0,05).

Numeros sdo médias dos quadrados minimos + erro padrdo da média.

O ndmero de OV e TE na classe de largura vulvar pequena foi inferior (P<0,0001) a
média. A taxa de prenhez nas classes de grande e média LV foram superiores (P<0,0001) a
pequena. O % OV/P na classe média foi superior (P<0,05) as demais classes de LV. Aléem disso,

0 %OV/P na classe grande LV foi maior (P<0,0001) do que na pequena CLV (Tab.3).

Tabela 3. Efeito da classe de largura vulvar (LV) sobre a producdo de odcitos, embrides e
prenhez.

CLV N ov TE %EPE P %P %0V/P

Grande 58  14,51+0,53% 4,21+0,31* 29,68+0,77% 1,41+0,20*® 35,58+1,03% 11,63+0,59°

Média 64 15,72+0,522  4,59+0,30* 29,11+0,73* 1,84+0,25* 37,14+1,06* 13,75+0,64°

Pequena 58 13,28+0,58"  3,71+0,34° 29,23+0,85% 1,25+0,22% 29,10+1,00° 7,36%0,50°

CLV: classe de largura vulvar; OV: nimero de o6citos viaveis; TE: total de embrides; %EPE: porcentagem de
eficiéncia de embribes; P: nimero de prenhez; %P: taxa de prenhez; %OV/P: porcentagem da eficiéncia dos odcitos
viaveis em relacdo a quantidade de prenhez. Na mesma coluna, as letras sobrescritas indicam diferencas (P <0,05).

Numeros sdo médias dos quadrados minimos + erro padrdo da média.

Houve efeito da interacdo entre raca e CFA (P<0,0001), sendo que, na raca Brahman, o
numero de OV na CFA alta foi maior (P<0,0001) comparada as demais. O numero de OV em
vacas Brahman de CFA intermediaria foi maior (P=0,0003) do que na classe baixa. Porém na
raca Simental, o nimero de OV da classe CFA alta ndo diferiu (P=0,28) do numero de OV na

intermediaria (Fig. 2A). O TE em vacas Brahman de CFA alta foi superior (P<0,01) as demais
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classes (media: P=0,0008; baixa: P<0,0001). O TE de vacas Brahman da classe intermediaria foi
superior (P<0,0001) ao TE de vacas de CFA baixa. Porém, na raca Simental, o TE da CFA alta
ndo diferiu (P=0,95) do observado na classe intermediaria (Fig. 2B). O %EPE de vacas Brahman
de CFA intermediaria foi superior (P<0,0001) as demais classes (alta: P=0,0007; baixa:
P<0,0001). O %EPE de vacas Brahman da classe CFA alta foi superior (P=0,002) a classe baixa.
Porém, na raca Simental, 0 %EPE da classe CFA baixa foi superior (P=0,01) ao observado na
classe CFA alta (Fig. 2C). O nimero de prenhezes nas vacas Brahman com alta CFA foi superior
(P=0,05) a de vacas com baixa CFA, porém, na raca Simental, 0 nimero de prenhezes ndo foi
diferente entre as classes (Fig. 2D). A taxa de prenhez em vacas da raca Brahman néo diferiu
(P>0,05) entre as classes de CFA, porém, na raca Simental a taxa de prenhez de vacas na classe
CFA baixa foi superior a observada nas demais (alta: P=0,0006; intermediaria: P=0,0003; Fig.
2E). O %OV/P em vacas Brahman com alta CFA foi inferior a observada nas demais classes
(intermediéria: P=0,03; baixa: P=0,05). J& na raca Simental, 0 %OV/P em vacas com CFA baixa

foi superior (P<0,0001) as demais classes (Fig. 2F).
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Figura 2. Efeito da interacdo entre raca (Brahman e Simental) e classe de contagem folicular
antral (Alta, Intermediaria e baixa; A-F) sobre nimero de odcitos viadveis (OV), total de embrides
(TE), porcentagem de eficiéncia de embries (%EPE), nimero de prenhez (P), taxa de prenhez
(%P), porcentagem da eficiéncia dos odcitos viaveis em relacdo a quantidade de prenhez
(%O0V/P). Letras mailsculas entre as classes de CFA na raca Brahman e letras mindsculas entre

as classes na raca Simental indicam diferencas (P<0,05). Nimeros sdo médias dos quadrados

minimos + erro padrdo da média.

Houve efeito da interacdo entre raca e classe de LV (P=0,0002). Na raca Brahman o
namero de OV ndo diferiu entre as classes de largura vulvar. J& na raca Simental, o numero de
OV na classe de LV pequena foi inferior as demais classes (grande: P=0,006; média: P<0,0001;
Fig. 3A). O TE em vacas Brahman né&o diferiu entre as classes de LV. Na raga Simental de classe
de LV média, o TE foi superior (P=0,05) ao observado na pequena (Fig. 3B). O %EPE em vacas

Brahman de classe de LV média foi superior (P<0,0001) & classe grande. J& na raca Simental, a
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classe grande foi superior (P=0,04) a média (Fig. 3C). Dependendo da raca, o efeito da classe de
LV sobre 0 %EPE é oposto. O numero de prenhezes em animais Brahman da classe de LV média
foi superior as demais (grande: P=0,02; pequena: P=0,008). Na raca Simental, ndo houve
diferenca (P>0,05) entre as classes de LV (Fig. 3D). A taxa de prenhez em vacas da raca
Brahman da classe de LV média foi superior (P<0,0001) as demais. J& na raca Simental, a classe
de LV grande foi superior as demais (média: P=0,0171; baixa: P=0,004; Fig. 3E). O %0V/P em
animais da raca Brahman da classe de LV média foi superior as demais (grande: P=0,01;
pequena: P<0,0001). Na raca Simental, a %OV/P em vacas de classe de LV grande nédo diferiu

(P>0,05) da de vacas da classe de LV média, mas ambas as categorias de LV, grande e média,

foram superiores (P<0,05) a observada na pequena (Fig. 3F).
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Figura 3. Efeito da interacdo entre raca (Brahman e Simental) e classe de largura vulvar (Grande,
média e pequena- A-F) sobre nimero de odcitos vidveis (OV), total de embrides (TE),
porcentagem de eficiéncia de embrides (%EPE), nimero de prenhez (P), taxa de prenhez (%P),

porcentagem da eficiéncia dos odcitos viaveis em relagdo a quantidade de prenhez (%OV/P).



130
Letras maiusculas entre as classes de CFA na raca Brahman e letras minusculas entre as classes
na raca Simental indicam diferencas (P<0,05). NUmeros sdo médias dos quadrados minimos *

erro padrao da média.

Experimento 2- Avaliacdo do numero de blastbmeros de embribes bovinos produzidos in vitro

de vacas com alta, intermediaria e baixa CFA

O ndmero meédio de blastdbmeros na classe de alta CFA foi superior (P<0,0001) ao
observado nas demais classes. Além disso, a quantidade de blastdmeros na classe intermediaria

foi superior (P<0,0001) a observada na classe com baixa CFA (Fig. 4; Tab. 4).
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Figura 4. Fotomicrografia de embrides bovinos para avaliagio do numero de células
(blastbmeros) sob microscopio de fluorescéncia. A-D) Embrido com + 180 celulas na classe de
contagem folicular antral (CFA) alta; B-E) Embrido com + 130 células na classe de CFA
intermediaria e C-F) Embrido com + 110 células na classe de CFA baixa. Coloragdo Hoescht

33342, comprimento de onda de 568 nm. Aumento 200X.
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Tabela 4. Numero de blastdmeros em embrifes produzidos a partir de oocitos aspirados de vacas
com alta, intermediéria e baixa contagem folicular antral (CFA).

CFA N NBLAST Valor de P

Alta 30 188,37+1,32% <0,0001
Intermediaria 30 137,97+1,32° <0,0001

Baixa 30 110,33£1,32° <0,0001

CFA: Contagem folicular antral; NBLAST: Numero médio de blastdmeros. Na mesma coluna, as letras sobrescritas

indicam diferencas (P <0,05). NUmeros sdo médias dos quadrados minimos * erro padréo da média.

Discussao

O numero de foliculos antrais na raca Brahman foi superior a Simental, evidenciando as
diferencas entre CFA em vacas taurinas e zebuinas. O numero medio (+SD) de foliculos antrais
foram de (35+9) para Nelores e (38+6) para cruzadas (Nelore x Angus) no grupo com CFA alto e
(10£3) para Nelores e (12+2) para mesticos (Nelore x Angus) da classe com baixa CFA (Silva-
Santos et al., 2014a). Estes resultados mostram a diferenca na CFA devido ao grupo genético. Os
resultados do presente experimento mostram que a largura vulvar na raca Brahman foi superior a
Simental, no entanto, ndo existem dados na literatura comparando esse fendtipo em fémeas Bos
taurus e Bos indicus.

Mesquita et al. (2016) classificaram medidas de fémeas da raca Tapabud em grande (>7,5
cm), média (>5 ¢ < 7,5 cm) e pequena (< 5 cm). Apesar dos poucos relatos na literatura sobre a
mensuracdo da genitalia externa, a raca Brahman parece possuir maior largura vulvar
comparativamente a raca Tabapua. Desta forma, parece haver grande variacdo nessa medida entre
animais de diferentes ragas zebuinas. J& em taurinos, inexistem relatos na literatura sobre a

morfometria da genitalia externa. No presente estudo, classificou-se medidas de larguras vulvares
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para fémeas da raca Simental em grande (> 80 mm); média (> 65mm e < 80mm) e pequena (<
65mm) largura vulvar.

A associacdo entre a largura vulvar e a CFA foi relatada em um recente estudo. Mesquita
et al. (2016) mostraram que a CFA foi menor em fémeas da raca Tapabud com largura vulvar
grande (34,88+3,50) que em fémeas com pequena (45,71+2,57) e média (42,45%2,45) largura
vulvar. No presente estudo, essa relacdo foi diferente, sendo que, fémeas com CFA alta
possuiram larguras vulvares maiores (44,29+0,87) comparada com média (35,86+0,75) e pequena
(27,46x0,69) largura vulvar. Diante disso, pode-se supor que existe variacdo entre a associacao
proposta de acordo com a raca avaliada. Entretanto, sdo necessarios mais estudos que avaliem
outros fatores (idade, presenca de cio, nimero de partos, dias que antecedem e sucedem o parto)
que podem interferir na medida da largura vulvar.

A contagem de foliculos antrais na classe de largura vulvar grande foi superior a pequena.
Sabe-se que o numero de foliculos antrais € amplamente determinado pela reserva ovariana, que é
definida como estimativa dos foliculos ovarianos capazes de ovular e produzir odcitos
fertilizaveis que posteriormente resultam em prenhez saudavel e bem-sucedida (Ireland et al.,
2011; Satwik et al., 2012). Estudo recente demonstrou que a CFA foi maior em fémeas com
maior largura vulvar relativa comparada com menor largura vulvar (20,08+1,36 e 11,16+1,60,
respectivamente), podendo afirmar que a largura vulvar relativa com o tamanho corporal € boa
preditora de reserva folicular em fémeas bovinas (Mesquita et al., 2016). Além disso, a largura
vulvar foi maior em fémeas de classe com alta CFA (8,81+0,12cm) comparada com média e
baixa largura vulvar (8,42+0,11cm e 8,38+0,13cm; Maculan, 2015, dados ndo publicados).
Através desses dados pode-se verificar que a largura vulvar foi facilmente associada a CFA e

provavelmente refletem a fertilidade (Mesquita et al., 2016).
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O tamanho de estruturas do trato reprodutor feminino pode influenciar a fertilidade das
fémeas (Modina et al., 2013; Ireland et al. 2011; Cushman et al., 2009; Ireland et al., 2008).
Mesquita et al. (2016) mostraram que ovarios pequenos de fémeas da raca Tabapud tiveram
menores CFAs (17,18+1,76) que ovarios médios (21,35+1,81) e grandes (24,90+1,24).
Resultados similares foram relatados em Bos taurus taurus (Modina et al., 2013; Ireland et al.
2011; Cushman et al., 2009; Ireland et al., 2008). Cushman et al. (2009) observaram correlacéo
baixa (r= 0,05), porém positiva entre o peso do ovario e CFA em novilhas neonatais, sendo que
esse padrdo perdura até a maturidade reprodutiva. Modina et al. (2013) mostraram reducéo
significativa no peso, comprimento e altura (5,07£0,28g; 3,82+0,10cm e 1,79+0,06cm,
respectivamente) em ovarios com baixa (4,51+0,32) comparado com alta (31,93+£1,67) CFA
(13,29+0,68g; 4,67+0,09cm e 2,69+0,06cm, respectivamente). Em consonancia, Ireland et al.
(2008) observaram que, 0 peso, 0 comprimento e a altura (3,05+0,33¢g; 23,3+1,4 e 12,3£1,1mm,
respectivamente) dos ovérios de animais com CFA baixa (<15) foram menores que CFA alta
(>25) (7,11+£0,41g; 28,3+1,3 e 15,5+0,8mm, respectivamente) CFA. Além disso, a variacdo entre
0s animais nas classes de CFA foi positivamente correlacionada (r=0,80-0,90) com variagdo no
peso ovariano e nimero total de foliculos (Ireland et al., 2008). Diante desses relatos, é evidente a
associagao entre o volume ovariano e a CFA. Desta forma, hipotetizou-se que poderia haver uma
possivel relacdo entre CFA e outras medidas do trato reprodutor como a largura vulvar.
Entretanto, os poucos estudos realizados demonstraram resultados ndo elucidados e novas
pesquisas precisam ser realizadas.
A medida da largura vulvar é bastante variavel entre individuos sendo que, observa-se
uma maior variacdo em fémeas Bos taurus indicus em comparagdo com Bos taurus taurus. No
presente estudo, as medidas de larguras vulvares em fémeas da raga Brahman seguiram um

padrdo de distribuicdo normal e variaram de 69,95 a 153,20 mm (média: 106 + 14,06mm). Em
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fémeas Tabapud, as larguras vulvares variaram de 4,20 a 17,07 cm (média: 8,57 £ 1,72 cm) e
4,85 a 17,79 cm (média: 9,80 £ 0,18 cm), respectivamente (Maculan et al., 2015, dados néo
publicados). No presente estudo, as larguras vulvares em fémeas da raca Simental foram de 45,93
a 99,24mm (meédia: 71,91 + 9,79). Inexistem dados na literatura que possibilitam a comparagéo
entre as mensuracgdes observadas em fémeas Bos taurus taurus.

Neste estudo, o nimero de odcitos viaveis, total de embrides, eficiéncia da producdo de
embrides in vitro e eficiéncia dos odcitos viaveis em relacdo a quantidade de prenhez na raca
Brahman foram superiores a Simental. A competéncia de desenvolvimento dos odcitos e
embribes esta ligada ao mérito genético da fertilidade das vacas doadoras. Desta forma, a selecéo
de vacas doadoras € de suma importancia para um programa OPU-PIVE, tendo em vista a
otimizacdo do nimero de odcitos e embribes viaveis produzidos (Ireland et al., 2008, 2011; Silva-
Santos et al., 2014b). Sabe-se que a capacidade genética materna para responder a superovulacédo
foi um fator importante que influenciou a eficiéncia do desenvolvimento embrionario precoce
(Govignon et al., 2000), bem como a taxa de prenhez em fémeas (McMillan e Donnison 1999).
Estudos mostraram que vacas Bos indicus possuem mais ondas foliculares, maior nimero de
foliculos por onda folicular, recrutam maior nimero de foliculos por onda de crescimento (33,4 +
3,2 vs. 25,4 + 2,5; Carvalho et al., 2008) com maior nimero de o0citos recuperados por aspiracao
folicular (de 3 a 4 vezes maior; Viana et al., 2000) que vacas Bos taurus. A média de oocitos
recuperados por aspiracdo folicular € maior para fémeas zebuinas (18 a 25 odcitos; Watanabe et
al., 1999; Thibier et al., 2004) do que para taurinas (4 e 14 odcitos por sessdo de OPU; Martins Jr
et al., 2007). Vacas Bos indicus possuem maior niumero de odcitos por aspiracao folicular (37,1 +
2,6 vs. 154 + 1,2) e total de embribes produzidos in vitro (7,3+0,9 vs. 1,1+0,2) que vacas Bos
taurus (Baruselli et al., 2012). Fémeas Bos taurus com baixa CFA possuem menor numero de

embrides produzidos in vitro quando comparadas com fémeas com CFA alta (1,3 vs. 4,9
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embrides; Ireland et al., 2007). Outro estudo mostra que o total de odcitos (17,1+ 4,5; 11,4+ 3,9;
20,4 + 5,8 e 31,4 £ 5,6), numero de odcitos viaveis por OPU (12,1+3,9; 8,0+2,7; 16,850 e
24,314,7) e de embrides produzidos in vitro (3,2; 2,1; 3,9 e 5,5) foram diferentes entre as racas
Gir, Holandesa, Girolando 1/4 Holstein x 3/4 Gir e Girolando 1/2 Holstein-Gir, respectivamente
(Pontes et al., 2010). A associacdo entre CFA e numero de odcitos e embrides viaveis ja é
consolidada, entretanto, quando se avalia o efeito da CFA sobre a capacidade de prenhez em
fémeas bovinas, os resultados ainda s&o controversos.
O numero e a percentagem de prenhez na raca Brahman foram superiores a raca Simental.
Tendo em vista que a CFA em fémeas Bos indicus é superior as Bos taurus, hipotetiza-se que esta
seja a principal explicacdo para as maiores taxas de prenhez observadas em fémeas zebuinas. Tais
varidveis sdo diretamente correlacionadas e possuem impacto no numero final de prenhezes
(Cushman et al., 2009; Mossa et al., 2012; Pontes et al., 2009; Pontes et al., 2011). Pontes et al.
(2011) mostraram que o nimero de prenhezes em fémeas Nelore com elevado nimero de oécitos
(n=78) foi superior aquelas com baixo nimero de odcitos (5,62 + 0,54 e 0,92 + 0,13). Entretanto,
outro estudo demonstrou que a taxa de prenhez na raga Nelore ndo foi diferente nas classes com
alta, intermediaria e baixa CFA (30,0; 33,8 e 34,6, respectivamente; Morotti et al., 2015). A
relacdo da CFA sobre a taxa de prenhez em fémeas taurinas e mesticas sdo demonstradas em
alguns estudos (Mossa et al., 2002; Pontes et al., 2010; Rocha e Lobato, 2002). Em fémeas da
raca Holandesa, a taxa de prenhez a campo em fémeas com alta CFA foi maior do que nas com
baixa CFA (94 e 84%). Além do mais, a taxa de prenhez a campo ao primeiro servi¢co na classe
de CFA intermediaria foi superior a baixa (45 e 32%; Mossa et al., 2012). Em fémeas puras e
mesticas, as taxas de prenhez (40%, 36%, 37% e 37%) foram diferentes (P<0,01) entre as racgas
Gir, Holandesa, Girolando 1/2 Holstein-Gir e Girolando 1/4 Holstein x 3/4 Gir, respectivamente

(Pontes et al., 2010). As taxas de prenhez em novilhas cruzadas com sangue zebuino (5/8
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Hereford x 3/8 Nelore) foram menores quando comparadas com novilhas taurinas da raca
Hereford (41,82% e 63,31%; Rocha e Lobato, 2002). Tais resultados contradizem a teoria de que
fémeas Zebuinas possuem maiores taxas de prenhez que as taurinas. Entretanto, deve-se levar em
consideracdo que, em se tratando de novilhas, a precocidade sexual do gendtipo taurino pode ter
influenciado as maiores taxas de prenhez observadas na raca Hereford.

Os resultados do presente estudo indicaram que fémeas com alta CFA possuem maior
nimero de odcitos vidveis e embribes em comparacdo a classe com baixa CFA. Além disso, a
eficiéncia de producdo de embrides na classe intermediaria foi superior as outras classes de CFA.
Foi demonstrado que a producao de blastocistos pela OPU-PIVE depende do nimero de odcitos
recuperados (Merton et al., 2003). O nimero médio de CCOs recuperados (36,90 + 13,68 vs. 5,80
+ 3,40) foi maior para fémeas com alta CFA, resultando em maior numero de embrides
produzidos in vitro em fémeas com alta vs. baixa CFA (6,10 + 4,51 vs. 0,55 £ 0,83). O nimero
médio de embribes por coleta foi maior para classe com alta vs. baixa CFA (6,95 + 5,34 vs. 1,9 +
2,13; Silva-Santos et al., 2014b). Evidencia-se que fémeas com baixa CFA possuem menor
quantidade de odcitos recuperados e embrides produzidos in vitro quando comparadas com
fémeas com alta CFA (Silva-Santos et al., 2013, 2014b). Em geral, a variagdo entre os animais
nas classes de CFA foi correlacionada positivamente (r = 0,80-0,90) com o total de foliculos
(saudaveis e atrésicos) e odcitos morfologicamente saudaveis nos ovarios (Ireland et al., 2008).
Ireland et al. (2007) demonstrou o numero de odcitos e embrides recuperados (10,6 = 2,7 vs. 4,7
+ 0,7), numero de embrides transferiveis (5,4 +1,3 vs. 3,8 = 0,8) e numero de embrides
produzidos in vitro (4,9 vs. 1,3 embrides) foi maior (P<0,05) para animais com alta comparada
com baixa CFA. Apos avaliacdo dos diversos relatos citados na literatura sobre a associagao entre
a CFA e a quantidade de odcitos e embrides, pode-se concluir que essa mensuragdo € uma

ferramenta (til para prever a reserva ovariana bovina (Ireland et al., 2007, 2008, 2009, 2011). O
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numero de odcitos viadveis recuperados durante o processo de aspiracdo folicular e a PIVE podem
ser preditos pela prévia contagem dos foliculos antrais, assim, € possivel selecionar previamente
fémeas que apresentaram maior CFA com objetivo de melhorar o desempenho na OPU (Ireland
et al., 2007). Entretanto, quando se avalia a associacdo entre a CFA e a prenhez, os resultados
ainda sdo contraditorios.

A porcentagem de prenhez e a eficiéncia dos odcitos vidveis em relacdo a quantidade de
prenhez na classe de baixa CFA foram superiores as demais classes de CFA em fémeas Brahman
e Simental. Corroborando com esses resultados, Santos et al. (2013) mostraram que a taxa de
prenhez em vacas da raca Nelore submetidas a PIVE foi maior em fémeas com baixa CFA
comparada com as de classe intermediaria (60,50% vs. 48%), enquanto as vacas de CFA alta
(51,67%) foi semelhante a ambas. No entanto, Alvarez et al. (2000) observaram resultados
contrarios, onde a baixa CFA foi associada com reducdo da taxa de prenhez a campo em novilhas
devido a baixa competéncia de producdo de embrides. Resultados similares relacionados a
fertilidade também foram encontrados por Cushman et al. (2009) em que novilhas mesticas com
alta CFA (>28) possuiram maior taxa de prenhez a campo que as de baixa CFA (94,3 + 2,3 vs.
85,5 + 34). A taxa de prenhez total a campo em fémeas da raca holandesa foi maior em fémeas
com alta CFA comparada com baixa (94 e 84%), ndo havendo diferencas dessas classes com a
intermediaria (88%; Mossa et al., 2012). Contrariamente aos autores citados acima, Rodrigues et
al. (2013) ndo observaram diferencas nas taxas de concepcdo de fémeas da raca Nelore
submetidas a protocolo de Inseminacdo Artificial em tempo fixo (IATF) de acordo com a CFA.
Em fémeas Tabapud, a maior contagem folicular antral foi correlacionada (r= - 0,12) com
menores intervalos de partos (Maculan, 2015, dados nao publicados; Oliveira et al., 2002). Diante
desses resultados contraditorios, evidencia-se a necessidade da realizacdo de mais estudos que

avaliem o efeito da populagédo folicular ovariana (CFA) sobre a fertilidade das fémeas quando
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submetidas a biotecnologias reprodutivas (protocolos de IATF, PIVE, TE) e/ou na reproducao a
campo (monta natural).

O efeito positivo da classe de LV sobre a PIVE € reportado pela primeira vez no presente
estudo. Resultados semelhantes mostraram a relacéo da classe de LV com o nimero de CCOs em
fémeas da raca Tabapua. O nimero de CCOs ndo foi diferente entre as classes de LV (grande:
9,90£1,40; média: 13,09+0,98 e pequena: 12,41+1,02; Mesquita et al., 2016). Maculan et al.
(2015), dados ndo publicados mostraram que a largura vulvar foi uma medida que indicou
superioridade reprodutiva. Além de identificar que a medida que a largura vulvar aumentava, o
intervalo de partos (r= - 0,15) diminuia e a eficiéncia reprodutiva aumentava (r= 0,17). Sendo
assim, a proposta da utilizacdo dessa caracteristica (largura vulvar) deve ser considerada em
modelos que pretendem ser aplicados na selecdo para a fertilidade.

Houve interacdo entre raca (Brahman e Simental) e as classes de contagem folicular antral
(alta, intermediaria e baixa) no presente estudo sobre as caracteristicas reprodutivas. A producao
de odcitos variou amplamente entre fémeas da raca Nelore e foram designados como elevado,
alto, intermediario e baixo, com 58,94 + 2,04, 32,61 + 0,50, 22,13 + 0,50 e 10,26 + 0,57; Pontes
et al., 2011). O nimero de odcitos viaveis foi de 47,06 + 1,6; 24,95 + 0,33; 15,57 + 0,26 € 6,31 £
0,38; Pontes et al., 2011). Ja foi demonstrado que a categoria animal e a quantidade de dias pés-
parto ndo interferem na CFA (Rodrigues et al., 2015).

Considerando a importancia da PIVE para o melhoramento genético em bovinos
(Goncalves et al., 2007), observa-se que existe grande diferenca no numero de embrides
produzidos pela doadora, tanto em metodos in vitro como in vivo (Pontes et al., 2009, 2010,
2011). A CFA influencia resultados de PIVE em bovinos, com taxas mais elevadas para animais
com alta CFA (Ireland et al., 2007; Santos et al., 2016; Silva-Santos et al., 2014b). Para o0s

animais cruzados (5/8 Hereford x 3/8 Nelore), 0 nimero médio de embrides por coleta foi maior
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em fémeas com alta comparadas com baixa CFA (6,9 £ 5,3 vs. 1,9 + 2,1). Portanto, este estudo
reforca o conceito evidente de que ha beneficios quantitativos da producdo de embrides de acordo
com o numero de foliculos antrais (Silva-Santos et al., 2014b). Resultados semelhantes foram
obtidos por Ireland et al. (2007) com doadoras taurus. Fémeas com baixa CFA possuem menor
numero médio de embriBes produzidos in vitro que animais com alta CFA (1,3 vs. 4,9 embrides).
H& um consenso de que as vantagens gquantitativas da doadora com CFA alta devem ser
exploradas. Assim, as diferencas no nimero de foliculos por doadora é um aspecto importante
para programas comerciais de producdo de embrides. Portanto, esse método de selecdo é
aconselhavel na pré-avaliacdo de matrizes que serdo utilizadas na reproducdo a campo ou nas
biotecnologias reprodutivas (IA, TE, PIVE).

A importancia da CFA e sua relacdo com as taxas de prenhez também devem ser
enfatizadas. Estudos realizados com fémeas taurus mostraram maiores taxas de prenhez em
fémeas com altas CFA comparadas com a classe baixa (Cushman et al., 2009; Evans et al., 2012;
Mossa et al., 2012). A CFA baixa em fémeas da raca Holandesa foi associada a vérias
caracteristicas relacionadas a infertilidade, como ovérios menores (Ireland et al., 2008), menos
chances de prenhez no final da estacdo de reproducdo (Mossa et al., 2012), reducdo da
capacidade de resposta ao tratamento de superovulacdo, menos embribes viaveis (Singh et al.,
2004; Ireland et al., 2007), menores concentragdes circulantes de progesterona e AMH (Ireland et
al., 2011; Evans et al., 2012) com reduzida espessura do endométrio (Jimenez-Krassel et al.,
2009). Neste contexto, os animais com CFA alta foram provados superiores em todos as
caracteristicas mencionadas. Assim, é assumido e fundamentado que nas vacas existem
associacOes entre CFA alta e indicadores de eficiéncia reprodutiva. Surpreendentemente, em Bos
indicus, alguns dados sugerem melhor desempenho em relacdo as taxas de prenhez para vacas

PIVE com baixa CFA (Santos et al., 2013). A taxa de prenhez em vacas da raca Nelore foi maior
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em fémeas com baixa CFA quando comparada com as de intermediaria (60,50% vs. 48%),
enquanto as vacas de CFA alta (51,67%) foi semelhante a ambas; Santos et al., 2013). No
entanto, estudo recente com vacas Nelore mostrou que ndo houve diferenca significativa na taxa
de concepcdo em PIVE entre vacas com baixa, intermediaria e alta CFA (58,6; 48,6 e 51,9%,
respectivamente, Santos et al., 2016). No presente estudo, a maior CFA esta relacionada com
reducdo na taxa de prenhez, porém ndo suplanta a hipdtese que maior CFA possui efeitos
positivos sobre todas as caracteristicas avaliadas. Sabe-se que fémeas da classe de CFA alta
possuem maior nimero médio de embriBes por doadora, ja para a classe CFA baixa, é necessario
o0 dobro da quantidade de doadoras para conseguir atingir o nimero de prenhezes semelhante as
da classe de alta CFA. Diante disso, menor quantidade de fémeas da classe de alta CFA serédo
necessarias para obter um nimero de prenhezes expressivel.

Houve interacdo entre raca (Brahman e Simental) e as classes de largura vulvar (grande,
média e pequena) no presente estudo. Poucos trabalhos anteriormente mencionados avaliaram
efeitos da largura vulvar (Maculan, 2015, dados ndo publicados; Mesquita et al., 2016). Visto que
esse indicador e seus efeitos sobre as caracteristicas reprodutivas ainda é um assunto recente.
Pode-se afirmar que a largura da genitalia externa relativa com o tamanho corporal é boa
preditora de reserva folicular fémeas bovinas (Mesquita et al., 2016). Nesse estudo, a CFA foi
maior em fémeas com maior largura vulvar comparada a baixa CFA (20,08+1,36 vs. 11,16+1,60).
Outro estudo demonstrou que fémeas com CFA alta (>50 foliculos) possuiram maior largura
vulvar (8,81+012cm) quando comparadas com fémeas das classes intermediaria (8,42+0,11cm) e
baixa (8,38+0,13cm; Maculan, 2015, dados ndo publicados). Porém, ndo houve efeito da largura
vulvar sobre a contagem de CCOs total (baixa: 12,41+1,02; média: 13,09£0,98 e grande:

9,90+£1,40, respectivamente; Mesquita et al., 2016).
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Em outro estudo, fémeas de maior largura vulvar tiveram menor intervalo de parto (r=-
0,15) e maior eficiéncia reprodutiva (r=0,17), entretanto, ndo houve correlacdo com idade ao
primeiro parto (IPP, r=0,78; Maculan, 2015, dados ndo publicados). A proposta da utilizacao
dessa caracteristica fenotipica podera ser considerada em modelos que pretendem ser aplicados
na selecdo para a fertilidade. No entanto, mais estudos precisam ser realizados para elucidar as
possiveis relacdes entre mensuracBes do trato reprodutivo externo e a fertilidade de fémeas
bovinas. Ainda ndo existem relatos sobre a herdabilidade das caracteristicas relacionadas a
morfometria da genitalia externa.

Embrides de fémeas com alta CFA possuiram mais blastdmeros que as demais classes.
Achados mostraram que ovarios com baixa CFA (menos que 10 foliculos de 2 a 5 mm de
didametro ou sem foliculos) possuem CCOs com menor eficiéncia de producdo de embrides in
vitro e blastocistos com o menor namero de células (Boni, 2012). Além disso, embriBes viaveis
possuem caracteristicas como células simétricas, homogeneidade embrionaria, baixa
fragmentacdo, menos células apoptoéticas, distribuicdo de linhagem celular apropriada com a
proporcdo de massa de células/trofoderma (Houghton et al., 2002). Pode-se sugerir que um
embrido bovino de boa qualidade tenha geralmente clivagem antecipada, se desenvolve com
maior velocidade e contém células com morfologia normal. A contagem da clivagem em zigoto é
utilizada como marcador de qualidade do embrido demonstrando incidéncia significativamente
menor de alteragcdes morfologicas em embrides em estagios iniciais (Pers-Kamczyc et al., 2012).
No presente estudo, embrides de fémeas da classe de CFA alta possuem maior numero de
blastdmeros aliada a maior eficiéncia em relacdo a utilizacdo de doadoras, o que justifica esse
tipo de selecdo para fémeas provenientes dessa classe de CFA.

A tecnologia de reproducédo assistida estd intimamente relacionada com a compreenséo

das diferencas na fertilidade em fémeas bovinas. Tentativas foram realizadas por varios
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pesquisadores a fim de determinar indicadores de fertilidade (contagem folicular antral e
morfometria da genitalia externa) que poderiam prever um resultado bem-sucedido na PIVE. Isso
seria benéfico na otimizacdo da utilizacdo de fémeas com alto valor zootécnico e, assim,
minimizar as perdas com animais de baixa fertilidade. Por meio deste estudo, esses indicadores
foram identificados e o0s papeis desses marcadores na predi¢do da resposta oocitaria, embrionaria

e na taxa de prenhez foram demonstrados.

Conclusdes

Houve uma relacdo clara entre CFA e LV em fémeas das racas Brahman e Simental. A
largura vulvar foi associada a classificacdo de CFA, de modo que, maiores larguras vulvares
indicaram maiores CFA e maior producdo in vitro de embrides. Assim, a proposta de utilizacao
desses fenoétipos deve ser considerada em modelos destinados a selecdo de fémeas Bos taurus
taurus e Bos taurus indicus para producédo in vitro de embribes. Se faz necessario mais estudos

envolvendo as caracteristicas CFA e LV no nimero de prenhez em fémeas zebuinas e taurinas.
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