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RESUMO GERAL

A producdo de embribes bovinos pode ser realizada por biotécnicas in vivo e in vitro. Na
producdo in vivo utiliza-se a superestimulacdo ovariana para promover multiplas ovulacdes.
Com esse intuito, protocolos de superestimulacdo ovariana foram desenvolvidos. Porém, as
vacas doadoras de embriBess sdo submetidas a varios manejos e ao estresse hormonal durante
os procedimentos de superovulacao e colheita de embrides. Além disso, algumas vacas nédo
respondem aos protocolos de superovulacdo. Tais dificuldades na producdo in vivo de
embribes ndo sdo observadas na producdo in vitro que consiste em realizar in vitro a
maturacdo e fecundagdo dos odcitos e cultivo inicial do desenvolvimento embrionério. No
entanto, embrides produzidos in vivo possuem qualidade superior aos produzidos in vitro, o
que acarreta maior criotolerancia e melhores resultados de prenhez. Sendo assim, uma
alternativa para melhorar a qualidade embrionéria e evitar as dificuldades da producéo in vivo
é a utilizacdo da técnica de injecdo intrafolicular de odcitos (IIFO). Porém, a producdo de
embribes por essa técnica ainda é baixa e varidvel entre as vacas. Dessa maneira, 0 objetivo
do estudo foi verificar se o processo de maturacdo in vivo de varios oocitos em foliculo pre
ovulatério esta relacionado com a baixa producdo de embrides pela técnica de 1IFO. Para isso,
dois experimentos foram realizados para avaliar a cinética de maturacdo (Experimento 1) e a
fecundacgdo in vitro (Experimento 2) de odcitos maturados em foliculo pré ovulatdrio apds
IIFO. Verificou-se que a maturacdo de odcitos em foliculo pré ovulatério por 20 horas ndo
altera a cinética de maturacdo e aumenta a capacidade de fecundacédo in vitro em relacdo aos
odcitos que foram maturados in vitro. Portanto, a maturacao de varios oocitos no foliculo pré

ovulatorio néo é o fator determinante para a baixa producéo de embrides pela técnica de I11IFO.

Palavras-chave: Embrido, Intrafolicular, TIFOI



GENERAL ABSTRACT

The production of bovine embryos can be performed by in vivo and in vitro biotechniques. In
in vivo embryo production, ovarian superstimulation is used to promote multiple ovulations.
For this purpose, ovarian superstimulation protocols were developed. However, embryo donor
cows are subjected to several manipulations and hormonal stress during superovulation and
embryo collection procedures. In addition, some cows do not respond to superovulation
protocols. Such difficulties in the in vivo embryo production are not observed in the in vitro
technique, that consists in performing, via in vitro, the maturation and fecundation of the
oocytes and initial culture of the embryonic development. However, embryos produced in
vivo have superior quality when compared to those produced in vitro, which leads to greater
cryotolerance and better pregnancy results. Thus, an alternative to improve embryo quality
and to avoid the difficulties of in vivo production is the use of intrafollicular oocyte injection
technique (IFOI). However, the production of embryos by this technique is still low and
variable among cows. Thus, the objective of the study was to verify if the process of in vivo
maturation of several oocytes in pre ovulatory follicle is related to a low production of
embryos by the IFOI technique. For this purpose, two experiments were performed to
evaluate maturation kinetics (Experiment 1) and in vitro fecundation (Experiment 2) of
oocytes matured in pre ovulatory follicle after IFOI. It was found that the maturation of
oocytes in the pre ovulatory follicle for 20 hours does not alter maturation kinetics and
increases in vitro fertilization capacity in relation to oocytes that were matured in vitro.
Therefore, the maturation of several oocytes in the preovulatory follicle is not the determining
factor for low embryo production by the IFOI technique.

Keywords: Embryo, Intrafollicular, IFOT.
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PRIMEIRA PARTE

1 INTRODUCAO

A producédo in vitro (PIV) de embrifes vem se desenvolvendo a cada ano, o que
aumentou significativamente a utilizacdo da técnica em bovinos. Em 2013, 42% dos embrides
produzidos no mundo foram oriundos do processo de fertilizagdo in vitro (FIV), sendo 73%
produzidos na América do Sul (BLONDIN, 2015). Esse aumento na PIV de embrides ocorreu
principalmente pela utilizagio da aspiracdo folicular guiada por ultrassonografia,
especialmente em paises como o Brasil, em que a PIV superou a producdo de embrides in vivo
(PERRY, 2014). O intervalo para producdo de embrides de uma doadora € menor com a
utilizacdo da aspiracdo folicular guiada por ultrassonografia, pois as aspiragdes podem ser
realizadas a cada 15 dias sem prejuizos na producdo de embrides e para a vaca doadora de
odcitos (SALES et al., 2015). Porém, os embrides produzidos in vitro possuem menor
qualidade (RI1ZOS et al., 2002b). Embribes produzidos in vivo apresentam caracteristicas
ultraestruturais (FAIR et al., 2001), lipidicas (CROSIER et al., 2001), morfoldgicas
(KASSENS et al., 2015) e genéticas (RIZOS et al., 2002a) diferentes de embrides produzidos
in vitro o que os tornam de melhor qualidade e com melhor resposta ao processo de
criopreservacdo (LONERGAN et al., 2003b). Porém, a producdo de embrides in vivo possuli
limitacdes como o nimero de manejos nos protocolos de superovulagdo (BARUSELLI et al.,
2006), a necessidade de 30 dias de intervalo entre protocolos de superestimulacdo para a
producdo de embrides (BO; MAPLETOFT, 2014) e, 20 a 30% de animais ndo responderem
aos protocolos de superestimulagcdo (BARUSELLI et al., 2010). Dessa maneira, o fator
principal que impede a producdo dos embrides PIV superar a producdo de embrides in vivo no
cenario mundial € a menor viabilidade, principalmente ap0s o processo de criopreservagao
(BLONDIN, 2015)

Com o intuito de melhorar a qualidade embrionaria, diminuir a quantidade de manejos
necessarios para producdo in vivo de embrides e evitar a utilizacdo da producéo in vitro, uma
nova biotecnologia vem sendo desenvolvida e aprimorada. Essa técnica consiste na producédo
in vivo de embriBes a partir da transferéncia intrafolicular de odcitos (KASSENS et al., 2015;
SPRICIGO et al., 2016). A técnica de injecdo intrafolicular de odcitos (I1IFO) foi utilizada
pela primeira vez em 1985 em bovinos e babuinos por laparotomia, gerando o primeiro
embrido (FLEMING; SALGADO; KUEHL, 1985). Com o auxilio da ultrassonografia a 1lIFO
se desenvolveu e iniciaram estudos em bovinos (BERGFELT; BROGLIATTI; ADAMS,
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1998). Em 2015 e 2017, foi relatado os primeiros nascimentos de bovinos originados da
biotecnologia com odcitos maturados (KASSENS et al., 2015) e imaturos (SPRICIGO;
DODE, 2016; MICHAEL et al., 2017). Porém, a producdo de embrides pela técnica é inferior
a PIV (KASSENS et al., 2015; SPRICIGO et al., 2016; MICHAEL et al., 2017). Portanto, é
importante investigar as possiveis causas da baixa producéo de embrides pela técnica de I1FO,
pois é uma técnica promissora para a producdo de blastocistos de melhor qualidade com
resultados de prenhezes consistentes (LONERGAN; FAIR, 2015).
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2 REFERENCIAL TEORICO: Producéo de embrides bovinos

As biotecnologias de producao de embrides sdo ferramentas utilizadas para aumentar o
ganho genético nos rebanhos bovinos e disseminar animais com genética superior (HASLER,
2014). Além do ganho genético, programas de transferéncia de embrides s&o aplicados para
melhorar o desempenho reprodutivo de vacas repeat-breeder (DOCHI et al., 2008) e vacas
em estresse termico (AMBROSE et al., 1999).

2.1 Producdo de embrides in vivo

Nos programas de producdo de embrides in vivo, as doadoras de embrides sdo
submetidas ao tratamento de superovulacdo com a administracdo de FSH para promover o
desenvolvimento dos foliculos recrutados na onda folicular que entrariam em atresia apds a
divergéncia folicular (BO; MAPLETOFT, 2014). Tradicionalmente, os protocolos consistem
em uma administracdo de gonadotrofina coriénica equina (eCG) ou de duas administracdes
diarias consecutivas de FSH por quatro dias (MAPLETOFT; STEWARD; ADAMS, 2002).
Porém, a maioria dos protocolos de superovulacdo utiliza o FSH, pois a eCG promove
estimulo prolongado no ovério (BO; MAPLETOFT, 2014). Além disso, a eCG altera as
concentracdes de progesterona e LH nas fémeas tratadas (JENSEN et al., 1982; GREVE;
CALLESEN; HYTTEL, 1983). Tais efeitos reduzem as taxas de fecundacdo e ovulacdo
(CALLESEN; GREVE; HYTTEL, 1986).

Os tratamentos com gonadotrofinas visando promover a superestimulagdo folicular
devem iniciar na emergéncia da onda folicular (NASSER et al., 1993). Com esse intuito, 0s
protocolos convencionais de superestimulacdo ovariana necessitam de observacdo de estro
para determinar o inicio da onda folicular e, consequentemente, o tratamento com
gonadotrofinas (BARUSELLI et al., 2006). No entanto, com esse método (observacéo de cio),
a administracdo de gonadotrofinas pode ndo coincidir com o dia da emergéncia de uma nova
onda, comprometendo a resposta superestimulatoria (NASSER et al., 1993; ADAMS et al.,
1994).

A manipulacdo da emergéncia de uma nova onda folicular pode ser realizada por
métodos mecanicos ou farmacoldgicos. Dessa forma, métodos como ablacdo folicular
(BERGFELT et al., 1997), utilizagdo de GnRH (KOHRAM et al., 1998; WOCK; LYLE;
HOCKETT, 2008; STEEL; HASLER, 2009) ou a associagdo de estradiol com progesterona
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(BO et al.,, 1995) podem promover a emergéncia de uma nova onda folicular. Nesses
tratamentos, a emergéncia da onda inicia-se 1-2 dias apos a ablacdo folicular, 1,5-2,5 dias
apos a administracdo de GnRH e 4 dias apds o inicio do protocolo com progesterona e
estradiol (MAPLETOFT; BO, 2012).

Com o controle do desenvolvimento folicular e o desenvolvimento de protocolos de
sincronizacdo da ovulagéo, a transferéncia de embrides pode ser realizada sem a necessidade
de observacdo do estro (BARUSELLI et al., 2006). Esses protocolos consistem na
administracdo de FSH quatro dias ap0s a insercdo do dispositivo de progesterona (P4) e
administracdo de benzoato de estradiol. A inducédo sincronizada da ovulagdo é realizada ap6s
a administracdo de prostaglandinas e remocdo do dispositivo de progesterona, com
administracdo de GnRH ou LH . Dentre os protocolos de sincronizacdo da ovulacdo, o
protocolo P36LH48 é o mais indicado para Bos indicus (BO; MAPLETOFT, 2014). Nesse
protocolo, o dispositivo de progesterona é mantido até 36 horas ap6s a administracdo de
prostaglandina e a ovulacéo € induzida pela administracdo de LH 12 horas apds a remocgao do
dispositivo (48 horas ap6s a PGF) (OLIVEIRA et al., 2014). Em Bos taurus, o protocolo mais
indicado é o P36LLH60 que diferente de Bos indicus, LH é administrado 60 horas apds a PGF
(MARTINS et al., 2012). Nesses protocolos as inseminagdes sao realizadas em tempo fixo 12
e 24 apdés a administracdo de LH sem a necessidade de deteccdo de estro (BARROS;
NOGUEIRA, 2005; MARTINS et al., 2012). No entanto, pode-se realizar uma Unica
inseminacdo com sémen de alta qualidade 16 horas ap6s a administracdo de LH sem que
ocorra comprometimento da fecundacdo (BARUSELLI et al., 2006). A coleta de embribes €
realizada seis dias ap6s a ultima inseminacdo em Bos indicus e 6,5 dias em Bos taurus (BO;
MAPLETOFT, 2014).

Os tratamentos para superestimulacdo normalmente sdo realizados por administragdes
consecutivas de FSH durante 4-5 dias (BO; MAPLETOFT, 2014). Porém, o aumento desse
periodo de tratamento para sete dias sem aumento na dose de FSH, melhora a sincronizagéo
do crescimento folicular e aumenta as ovulagdes (GARCIA GUERRA et al., 2012). Por outro
lado, 0 maior nimero de manejos aumenta a possibilidade de falhas na administracdo dos
hormonios (BO; MAPLETOFT, 2014) e aumenta o estresse nas doadoras provocando redugédo
da resposta superovulatoria (BO et al., 1994) e alteracdo no pico pré-ovulatorio de LH
(STOEBEL; MOBERG, 1982). Na literatura, os trabalhos tém demonstrado que uma a quatro
administracdes de FSH apresentaram resultados similares aos protocolos com oito
administracgdes. Para isso, modificaram para a via de administragdo subcutanea (BO et al.,
1994) ou utilizaram solugéo a base de acido hialurénico (TRIBULO et al., 2011; TRIBULO et
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al., 2012) ou de gel de hidréxido de aluminio (KIMURA, 2016). Porém, animais com menor
deposicao de tecido adiposo podem néo responder ao protocolo com uma Gnica administracao
de FSH subcutanea (BO et al., 1994). A diluicdo de FSH em 2% de solucéo a base de &cido
hialurdnico é trabalhosa (TRIBULO et al., 2011) e o uso de preparacdes com gel de hidroxido
de aluminio apresenta rea¢6es no local da administracdo (KIMURA, 2016).

Com o intuito de fornecer estimulo constante aos receptores foliculares de LH na fase
final de desenvolvimento folicular substitui-se as duas ultimas aplicacbes de FSH pela eCG
(OLIVEIRA et al., 2014), visto que a eCG possui afinidade para receptores de FSH/LH
(MURPHY; MARTINUK, 1991). Desta forma, a substituicdo de FSH pela eCG nas Ultimas
duas administracbes aumenta o numero de embrides viaveis ap0s a coleta de embrides
(BARROS et al., 2008; MATTOS et al., 2011). No entanto, Sartori et al. (2009), Davis;
Artega e Hasler (2012) e Oliveira et al. (2014) ndo observaram efeito no nimero de embrides
viaveis quando se fez a substitui¢do das Ultimas doses de FSH pela eCG.

A producéo de embrides in vivo é influenciada pelo nimero de foliculos presentes no
ovario no momento do tratamento com gonadotrofinas (MONNIAUX et al., 2012) em que,
animais com maior numero de foliculos ovarianos apresentam melhores respostas aos
protocolos de superovulacdo (SINGH et al., 2004; IRELAND et al., 2007; SILVA-SANTOS
et al.,, 2014). Mais recentemente, verificou-se correlacdo entre o nimero de foliculos
visualizados e a concentracdo de AMH (MONNIAUX et al., 2012) e entre a concentragao de
AMH e a resposta superovulatéria (RICO et al., 2012).

Mesmos com avangos nos protocolos de superovulacdo, o numero médio de embrides
ndo se alterou durante os Gltimos anos como demonstrado pela Associagdo Americana de
Transferéncia de Embrides (AETA). A producdo media em doadoras de corte foi de sete
embribes e em doadoras holandesas 6,3 embrides (HASLER, 2014). Na década de 80 a
producdo média de embrides em vacas de corte era de 6,2 embrides/vaca (LOONEY, 1986) e
de 6,4 para vacas holandesas (HASLET et al., 1983).

2.2 Producéo de embrides in vitro

A producéo in vitro de embrides é dividida em trés etapas: maturacao oocitaria (MIV),
fertilizacdo (FIV) e cultivo do zigoto até blastocisto (CIV). Normalmente, os odcitos séo
recuperados de animais por aspiragdo folicular guiada por ultrassonografia transvaginal e
entdo passam pelas etapas de maturacdo, fecundacéo e cultivo in vitro (LONERGAN; FAIR,

2015). Na maturacdo in vitro, os o6citos sdo incubados em meio de cultivo celular (TCM199)
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com sais de EARLE’s (DODE; RUMPF, 2002), suplementado com fontes energeéticas
(glicose, piruvato), proteicas [soro fetal bovino e albumina sérica bovina; (ALI; SIRARD,
2002)] e com hormonios LH ou FSH (HEINZMANN et al., 2015) por um tempo de 18 a 24
horas (KOYAMA et al., 2014). Esse ambiente permite que ocorra a maturagdo nuclear e
reorganizacdo citoplasmatica. Esse periodo de maturacdo resulta em melhor producdo de
blastocistos in vitro (WARD et al., 2002). Em termos de eficiéncia, aproximadamente 90%
dos odcitos imaturos completam a maturagédo nuclear in vitro (LONERGAN et al., 2003b). O
ambiente de maturacdo oocitaria e o tamanho do foliculo no qual o odcito foi adquirido
influenciam as taxas de producdo de blastocistos, pois o6citos maturados in vivo e de foliculos
maiores que 6mm maturados in vitro apresentaram maior taxa de blastocistos (R1ZOS et al.,
2002b).

Assim como o ambiente de maturacdo influencia a producdo de blastocistos na PIVE,
0 ambiente no qual ocorre a fecundacéo também interfere nas taxas de blastocistos. Embrides
maturados e fertilizados in vivo apresentaram maior taxa de blastocisto do que os produzidos
in vitro (RIZOS et al., 2002b). Na PIVE, os espermatozoides sdo submetidos a métodos de
selecdo espermatica, com 0 objetivo de remover o plasma seminal e crioprotetores para
aumentar as caracteristicas de qualidade espermatica. Os métodos mais utilizados sdo o
swuim-up e a centrifugacdo com gradiente de Percoll (RODRIGUEZ-MARTINEZ;
LARSSON; PERTOFT, 1997). Ambos os métodos sdo eficientes para a producdo de
embrides in vitro. Apos a selecdo espermatica, 0s espermatozoides sdo incubados de 12 a 18
horas com os odcitos (DODE et al., 2002), com concentracdo espermatica variando de 1,0
x10° sptz/ml (DEMYDA-PEYRAS et al., 2015) até 4,0x10° sptz/ml (CAMARGO et al.,
2000). Variagdes na concentracdo de espermatozoides ocorrem principalmente por diferencas
existentes entre individuos e racas (BRACKETT; KESKINTEPE, 1996). No entanto, alta
concentracdo espermética aumenta a incidéncia de embribes poliploides (DEMYDA-
PEYRAS et al., 2015).

Apods a fecundacdo, os zigotos sdo transferidos para meios de cultivo no qual
permanecem por sete dias até se desenvolverem a blastocistos. Nessa fase de
desenvolvimento, os embrides estdo aptos para serem criopreservados ou transferidos para as
receptoras. Esse periodo é determinante para a qualidade embrionéria, pois pode afetar a
ultraestrutura, o metabolismo e a expresséo génica (RIZOS et al., 2002a). Com o objetivo de
mimetizar um ambiente in vivo, 0s meios de cultivo podem ser compostos por soro fetal
bovino (SFB) e/ou albumina sérica bovina (BSA), que sdo proteinas derivadas de animais.

Porém, embrides produzidos em meios contendo SFB apresentam maior contetdo lipidico,
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tornando-os menos tolerantes & criopreservacdo (MORENO et al., 2015). Devido aos
problemas de utilizacdo de proteinas de origem animal e a competicdo de células sométicas
com os embrides, meios sintéticos vem sendo desenvolvidos sem adicdo de BSA e SFB
(WRENZYCKI et al., 2001; LONERGAN et al., 2004; MORENO et al., 2015) e de células
somaticas. A auséncia de células somaticas no meio de cultivo é importante, pois essas células
competem com o embrido ap6s o quarto dia de cultivo (GONCALVES et al., 2002). Além
disso, as fontes proteicas provenientes de material biolégico ndo possuem padronizagdo e
apresentam alta variacdo (ALI; SIRARD, 2002). No entanto, células em co-cultivo podem
retirar embriotoxinas do meio de cultivo e produzir substancias embriotréficas que auxiliam o
embrido (RIEF et al., 2002).

2.3 Particularidades de embrides produzidos in vivo e in vivo

Embrides produzidos in vitro apresentam algumas diferencas na morfologia e
ultraestrutura celular, na resisténcia a baixas temperaturas e na expressdo génica que
interferem na qualidade do embrido quando comparados a embriGes produzidos in vivo
(LAZZARI et al., 2002). Tais mudancas observadas no embrido in vitro ocorrem durante o
processo de maturacdo (ADONA et al., 2016), fertilizacdo (RIZOS et al., 2002b) e cultivo in
vitro (R1ZOS et al., 2002b; LONERGAN et al., 2003a; LONERGAN et al., 2004).

A competéncia oocitaria € influenciada pelo processo de maturacéo in vitro, pois altera
a expressao de genes relacionados ao metabolismo do oécito (ADONA et al., 2016) e reduz a
taxa de producgdo de blastocistos (RIZOS et al., 2002b). A qualidade embrionéria é inferior
em embriBes cultivados in vitro (CROSIER et al., 2001; FAIR et al., 2001), principalmente
embrides cultivados in vitro em meio contendo soro fetal bovino (CROSIER et al., 2001,
ABE et al., 2002). Estudos demonstraram que blastocistos produzidos in vivo possuem espago
perivitelino menor, maior nimero de microvilosidades na membrana plasmatica, maior
quantidade de juncdes intercelulares, maior quantidade de mitocondrias maduras (FAIR et al.,
2001), menor densidade lipidica (CROSIER et al., 2001) e citoplasma mais claro (KASSENS
et al., 2015). Tais caracteristicas embrionarias conferem aos embrides produzidos in vivo
melhor resposta ao processo de criopreservacdo. Além disso, 0 meio de cultivo in vitro,
principalmente contendo soro fetal bovino, aumenta o acumulo lipidico no citoplasma dos
blastocistos, o que reduz a congelabilidade dos embrides, possivelmente pela incorporacgéo de
lipidios do soro incluso no meio de cultivo nas células embrionéarias (ABE et al., 2002). A
PIVE, além de ocasionar mudangas estruturais nos blastocistos, também afeta o padrdo de
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expressdo génica no embrido (R1ZOS et al., 2002a) e no odcito (ADONA et al., 2016). A
maioria dos produtos dos genes que sdo alterados no periodo pés-fertilizagéo estdo envolvidos
em processos bioldgicos como metabolismo, adaptacdo ao estresse, transcricdo e traducéo,
regulacao epigenética de transcricdo, apoptose e formacao de blastocistos (CORCORAN et
al., 2006). Assim, Gutierrez-Adan et al. (2004) verificaram que na producdo in vitro de
embrides houve aumento de genes relacionados a resposta ao estresse e diminuicdo em genes
relacionados ao metabolismo celular. Da mesma forma, em suinos, verificou-se que
blastocistos produzidos in vivo apresentavam maior quantidade relativa de genes ligados ao
estabelecimento e manutencéo da pluripoténcia (KUMAR et al., 2007; MAGNANI; CABOT,
2008). Portanto, condicdes de cultivo in vitro ocasionam modificacBes na expressdo de genes
do embrido, além de alterar a parte ultraestrutural e a capacidade de suportar métodos de
criopreservacao (LAZZARI et al., 2002; RIZOS et al., 2002a; R1ZOS et al., 2002b).

2.4 Injecao intrafolicular de odcitos

A transferéncia intrafolicular de odcitos € uma técnica que consiste na injecdo de
odcitos dentro de um foliculo pré-ovulatério, com o prop6sito de fornecer as condi¢des in vivo
(SPRICIGO et al., 2016) para o desenvolvimento desse odcito até a fase de embrido. Com a
utilizacdo da ultrassonografia transvaginal, a técnica vem sendo melhorada e utilizada em
éguas (GOUDET et al., 1997; DELEUZE et al., 2009), vacas (BERGFELT; BROGLIATTI,
ADAMS, 1998; SPRICIGO et al., 2016; MICHAEL et al., 2017) e em humanos (WERNER-
VON DER BURG; COORDES; HATZMANN, 1993).

Bergfelt; Brogliatti e Adams (1998) verificaram que a puncdo do foliculo dominante
com agulha de 25G néo interfere na capacidade ovulatoria do foliculo puncionado e que é
possivel a obtencdo de embrides extras quando se faz 1IFO com o auxilio da ultrassonografia
transvaginal. Recentemente foram relatados os primeiros nascimentos de bezerros oriundos da
técnica de IIFO utilizando odcitos maturados in vitro (KASSENS et al., 2015) e de odcitos
imaturos (MICHAEL et al., 2017). Além disso, foi verificado que bezerros de 1IFO sdo mais
leves que oriundos de PIVE, e que os embribes apresentam menor acimulo de gotas lipidicas,
maior tolerancia a criopreservacdo e maior taxa de prenhez que embrides produzidos em meio
contendo soro de vaca em estro (KASSENS et al., 2015). No entanto, a técnica de injecdo de
odcitos no foliculo dominante deve ser aprimorada (LONERGAN; FAIR, 2015), pois a
producdo de embrides é variavel entre individuos e baixa quando comparada com 0 processo
de producéo in vitro de embrides (KASSENS et al., 2015; SPRICIGO et al., 2016; MICHAEL
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et al., 2017). Contudo, é uma técnica que pode fornecer melhoras na qualidade embrionéria
(KASSENS et al., 2015), pois embrifes cultivados in vivo apresentam melhor qualidade do
que aqueles cultivados in vitro permitindo criopreservacao (RIZOS et al., 2002a; RIZOS et
al., 2002b).
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RESUMO

O objetivo foi avaliar a cinética de maturacdo e a fecundacdo in vitro de odcitos bovinos
imaturos injetados em foliculo pré ovulatério de vacas previamente sincronizadas pela técnica
de injecdo intrafolicular de odcitos (IIFO). No experimento 1, complexos cumulus odcitos
(CCOs; n=438) de graus I, 1l e 11l foram blocados por qualidade e distribuidos aleatoriamente
em um de trés grupos: Matvitro (n=111), CCOs maturados in vitro por 22 h; Matvivo20
(n=172) e Matvivo30 (n=155), 30 odcitos imaturos foram injetados em cada foliculo pré
ovulatorio de vacas receptoras de o0citos previamente sincronizadas. No Matvivo20, odcitos
foram maturados por 19,8+0,1 h e no Matvivo30, por 28,3+0,1 h. As vacas receberam 12,5
mg de LH (Lutropin, Bioniche, Canada) na IIFO (Matvivo20) ou 10 h apds a IIFO
(Matvivo30). Odcitos do Matvivo20 e Matvivo30 foram aspirados 20 h depois da injecdo de
LH para avaliacdo da maturacdo nuclear e taxa de recuperacdo. Odcitos foram avaliados de
acordo com a cinética de maturacdo em: vesicula germinativa, metafase I, anafase |, telafase I,
metafase Il, ativados partenogeneticamente e degenerados (aberragdes cromossdmicas e
presenca de cromatina difusa ou indefinida). No experimento 2, CCOs imaturos de ovarios de
abatedouro (n=202) de grau LIl e Il foram blocados por qualidade e distribuidos
aleatoriamente em dois grupos: Matvitro (n=103), CCOs foram maturados e fertilizados in
vitro; Matvivo (n=99), mesmo delineamento utilizado no grupo Matviov20, e os CCOS foram
fertilizados in vitro. Futuros zigotos foram classificados como fertilizados, néo fertilizados ou
poliespérmicos. Andlise estatistica foi realizada pelo procedimento GLIMMIX do SAS. Taxa
de recuperacdo foi menos (p<0,001) em Matvivo20 (52,9%, 91/172) comparado com
Matvivo30 (72,9%, 113/155). Taxa de odcitos em estagio de vesicula germinativa (P=0,94),
metafase | (P=0,98), anafase | (P = 0,99) e tel6fase | (P=0,20) foram similares. No entanto,
existiu diferenca na taxa de odcitos em metafase 11 [Matvitro — 81,0% (90/111)%, Matvivo20 —
74,5% (35/47)* e Matvivo30 — 41,6% (32/77)°; P=0,001], degenerados [Matvitro — 5,4%
(6/111)°, Matvivo20 — 21,3% (10/47)" e Matvivo30 — 48,1% (37/77)% p=0,001] e ativados
partenogeneticamente [Matvitro — 0,0% (0/111)°, Matvivo20 — 0,0% (0/47)° e Matvivo30 —
9,1% (7/77)% P=0,001]. Taxas de poliespermia (P=0,18) e degenerados (P=0,98) foram
semelhantes. No entanto, existiu maior (P=0,05) taxa de odcitos fertilizados no Matvivo
(60,6%, 60/99) do que no Matvitro (46,6%, 48/103). Conclui-se que odcitos maturados in vivo
por 20 h ap6s a IIFO ndo compromete a cinética de maturacdo nuclear e aumenta a
capacidade de fertilizacdo in vitro do odcito. No entanto, 0 aumento na permanéncia do odcito
no foliculo pré ovulatério por 10 h diminui a proporgdo de odcitos viaveis. Assim, a fase de

maturacao oocitaria ndo é o fator limitante da baixa producdo de embrides I1FO.
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27



28

ABSTRACT

The objective was to evaluate the in vitro nuclear maturation and fecundation kinetics of
oocytes injected into pre-ovulatory follicles of synchronized cows using the intra-follicular
oocyte injection (IFOI) technique. In experiment 1, 438 immature abattoir-bovine cumulus
oophorus complexes (COCs) of grades I, 1l and 111 were blocked for quality and randomly
allocated to one of three groups: Matvitro (n=111), COCs matured in vitro for 22 h;
Matvivo20(n=172) and Matvivo30 (n=155), 30 oocytes were injected into each pre-ovulatory
follicle of pre-synchronized recipients. In Matvivo20, oocytes were matured for 19.8+0.1 h
and in Matvivo30, for 28.3+0.1 h. All cows received 12.5mg of LH (Lutropin, Bioniche,
Canada) at IFOI (Matvivo20) or 10 h after IFOI (Matvivo30). Oocytes from Matvivo20 and
30 were aspirated 20 h after LH injection for assessment of oocyte maturation and recovery
rates. Oocytes were evaluated according to maturation Kinetics as germinal vesicle, metaphase
I, anaphase |, telophase I, metaphase Il, parthenogenetically activated and degenerate
(chromosomal aberrations, presence of diffuse or indefinite chromatin). In experiment 2,
immature abattoir-bovine COCs (n=202) of grades I, Il and Il were blocked for quality and
randomly distributed into two groups: Matvitro (n=103), COCs were matured and fertilized in
vitro; Matvivo (n=99), same Matvivo20 protocol, and COCs fertilized in vitro. Presumptive
zygotes were evaluated as fertilized, unfertilized or polyspermic. Statistical analyses were
performed by the GLIMMIX procedure of SAS. Recovery rate was lower (P<0.001) in
Matvivo20 (52.9%, 91/172) compared to Matvivo30 (72.9%, 113/155). Germinal vesicle (P =
0.94), metaphase | (P = 0.98), anaphase | (P = 0.99) and telophase | (P = 0.20) rates were
similar. However, there were differences in metaphase Il [Matvitro- 81.0% (90/111)a,
Matvivo20 - 74.5% (35/47)a, and Matvivo30- 41.6% (32/77)b; P=0.001], degenerate
[Matvitro- 5.4% (6/111)c, Matvivo20- 21.3% (10/47)b and Matvivo30- 48.1% (37/77);
P=0.001] and parthenogenetically activated [Matvitro- 0.0% (0/111)b, Matvivo20- 0.0%
(0/47)b and Matvivo30- 9.1% (7/77)a; P=0.001]. Polyspermic (P = 0.18) and abnormal (P =
0.98) rates were similar. However, there was a higher rate (P=0.05) of fertilized oocytes in
Matvivo (60.6%, 60/99) than in Matvitro(46.6%, 48/103). In conclusion, oocyte maturation in
vivo after IFOI for 20 h does not alter maturation kinetics and increases in vitro oocyte
fertilization capacity. However, the 10h-increased in intra-follicular oocyte permanence
decreased the proportion of viable oocytes. Thus, the oocyte maturation phase is not the

limiting causative factor for the low IFOl-embryo production rates.

Keywords: embryo, intrafolicular, IFOT.
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Introducéo

A producdo de embrides bovinos pode ser realizada por biotécnicas in vivo e in vitro.
Apesar do maior numero de embrides produzidos in vivo, observa-se maior crescimento na
producdo in vitro de embrides (P1V) nos Gltimos anos [1]. Na produgdo de embrides in vivo €
necessario promover a superestimulacdo ovariana para promover multiplas ovulagbes [2].
Para isso, € importante determinar o dia da emergéncia da onda folicular para realizar a
suplementacdo com FSH que consistem na administracdo dessa gonadotrofina duas vezes ao
dia durante quatro dias [3]. Dessa forma, € necesséria a realizacdo de diversos manejos nas
vacas doadoras para promover a producdo de embrides [4], 0 que aumenta a possibilidade de
falhas durante o processo de preparacdo das doadoras para a colheita de embrides [5]. Além
disso, as vacas sdo submetidas a estresse hormonal de estrogeno e progesterona durante a
superstimulacéo ovariana [6] e formacdo de varios corpos luteos [7]. Devido a esse estresse
hormonal e morfoldgico, as doadoras de embriGes somente podem ser submetidas a nova
superestimulacdo ap6s 30 dias [5]. Por fim, protocolos de superestimulacdo ovariana
apresentam baixa resposta em 20-30 % das vacas doadoras de embrides [8]. Tais dificuldades
da producéo in vivo, ndo sdo observadas na producdo in vitro de embrides que consiste em
realizar in vitro a maturagdo e fecundacdo de o6citos e crescimento inicial do embrido [9]. Na
PIV ndo ha necessidade de promover estresse hormonal nas doadoras para a producdo de
embrides, 0 que permite realizar essa técnica com maior frequéncia do gue a producéo in vivo
de embrides [10]. No entanto, somente 30 -50% dos odcitos maturados e fecundados in vitro
se desenvolvem a embrides [11] e os embribes produzidos possuem menor qualidade devido a
diferencas na ultraestrutura [12], contetdo lipidico [13], morfologia [14] e padrdo de
expressdo génica em relacdo a embriGes produzidos in vivo [15, 16]. Tais alteracdes no
embrido produzido in vitro aumentam as perdas embrionarias precoces, morte fetal e promove
a sindrome de fetos gigantes [17]. Além disso, embrides produzidos in vitro possuem menor
criotolerdncia [18] o que dificulta a disseminacéo dessa biotecnologia.

Uma alternativa para melhorar a qualidade embrionaria, diminuir a quantidade de
manejos necessarios para producdo in vivo de embrides e evitar a utilizagdo do processo de
producdo in vitro € a técnica de injecédo intrafolicular de odcitos [19]. A injecdo intrafolicular
de odcitos (IIFO) consiste em injetar oocitos imaturos em foliculo pré ovulatorio, inseminar a
vaca receptora de odcitos ap6s a IIFO com dose Unica de sémen e coletar os embrides sete
dias depois [20, 21]. No entanto, a producdo de embrides por IIFO é baixa (12,9% [21] e

17,3% [20]) e variavel entre as vacas receptoras de oocitos. Dessa forma, € importante
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verificar as etapas de formacédo e desenvolvimento embrionario. Os processos de maturacéo e
fecundacdo de odcitos podem interferir na producéo de embrifes, sendo eventos importantes
para 0 sucesso dessas biotecnologias [11, 22]. Além disso, a qualidade oocitaria, o tempo e 0
meio de maturacdo dos odcitos podem influenciar a fertilizacdo [23]. Dessa forma, 0s
processos de maturacdo e fertilizagdo dos odcitos injetados em foliculo dominante podem
interferir na produgdo de embrifes. Assim, o objetivo do estudo foi avaliar a maturagdo
nuclear e a fecundagdo de odcitos injetados em foliculo pré ovulatério de vacas receptoras

utilizando a técnica de 1IFO.

1. Material e Métodos

1.1. Experimento 1: Avaliacdo do tempo de maturacéo oocitéria intrafolicular

1.1.1. Local e animais do experimento

O experimento foi conduzido na fazenda Cdérrego da Prata em Bom Sucesso, MG,
Brasil. Foram utilizadas 16 vacas Bos indicus ndo lactantes, com escore de condicao corporal
de 2,75+0,00 (escala de 1 — 5), mantidas em piquetes de Brachiaria decumbens, com livre
acesso a agua e sal mineral. As anélises de cinética de maturacdo nuclear foram realizadas no
Laboratorio de Reproducdo Animal da EMBRAPA — CENARGEN, Brasilia, DF, Brasil.

1.1.2. Delineamento experimental

Os complexos cumulus o6citos (CCOs) recuperados (n=438) de ovarios de abatedouro
foram distribuidos aleatoriamente em um de trés grupos experimentais (grupo Matvitro, grupo
Matvivo20 e grupo Matvivo30). No grupo Matvitro, os CCOs (n=111) foram maturados in
vitro por 22 a 24 horas. No Grupo Matvivo20, os CCOs (n=172) distribuidos em 9 secdes de
IIFO, foram maturados in vivo por 20 horas em foliculo pré ovulatério (FD) de vacas
previamente sincronizadas. No Grupo Matvivo30, os CCOs (n=155) distribuidos em 7 se¢des
de 1IFO, foram maturados in vivo por 30 horas em foliculo pré ovulatério de vacas
previamente sincronizadas. Para isso, as vacas receptoras de odcitos foram sincronizadas
utilizando protocolo de sincronizacdo da ovulacdo a base de progesterona/estradiol. As vacas
receberam um dispositivo intravaginal contendo 1g de progesterona (P4; Sincrogest®,

Ourofino Agronegocio, Sdo Paulo, Brasil) e 2mg de benzoato de estradiol i.m. (Sincrodiol®,
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Ourofino Agronegocio, Sdo Paulo, Brasil). Oito dias depois (D8), as vacas receberam 500ug
de PGF2a (Cloprostenol sédico; Sincrocio®, Ourofino Agronegocio, S&o Paulo, Brasil) e 0
dispositivo de P4 foi removido. Porém, esse manejo do D8 no grupo Matvivo30 foi realizado
10 horas depois do grupo Matvivo20. No grupo Matvivo20, as vacas foram submetidas a
injecdo intrafolicular de odcitos (I1FO) 46 horas apos a retirada do implante de progesterona
concomitante a administracdo de 12,5mg de LH (Lutropin-V®, Bioniche, Ontario, Canada).
No grupo Matvivo30, as vacas foram submetidas a injegdo intrafolicular de o6citos 36 horas
apos a retirada do implante de progesterona e 10 horas apos a IIFO receberam 12,5mg de LH.
Apbs o periodo de maturacdo in vivo, os foliculos pré ovulatérios foram aspirados com auxilio
de ultrassonografia para a recuperacdo dos CCOs injetados. Os CCOs recuperados foram
desnudados por sucessivas pipetagens, fixados em solucdo de 3:1 de etanol e &cido acético
glacial para posterior avaliacdo da cinética de maturagdo oocitéria (Figura 1).

1.1.3. Recuperacdo e selecdo de oocitos

Os odcitos utilizados no experimento foram obtidos de ovarios de abatedouro.
Imediatamente apds o abate, os ovarios foram transportados em solugédo salina 0,9% (NaCl)
com 100 pg/ml de estreptomicina e 100 Ul/ml de penicilina G a temperatura de 35-37°C. O
tempo de coleta do abate até o0 momento da injecdo intrafolicular ndo excedeu 3 horas. Os
CCOs foram aspirados de foliculos com didametro de 3-8 mm com auxilio de seringa de 5ml e
agulha 18G e depositados em tubos plasticos de 15ml para sedimentacdo. Em seguida, o
sobrenadante foi retirado e o precipitado vertido em placa de cultivo celular 100 x 20 mm
contendo tampdo fosfato salina modificado por Dulbecco (DMPS) com 0,1 % de alcool
polivinilico (PVA) para avaliacdo e selecdo dos CCOs em estereomicroscépio. Os CCOs
foram avaliados e classificados conforme a homogeneidade do citoplasma e ndmero de
camadas compactas de células do cumulus nas seguintes categorias: I, I, 1ll, desnudos e

atrésicos [24].
1.1.4. Maturacao in vitro
Imediatamente apos a selegdo, os CCOs grau |, Il e 1l foram mantidos em meio de

transporte [TCM 199 (Gibco) suplementado com 10% SFB (Gibco)] e levados até o
Laboratorio de Reproducdo Animal da Universidade Federal de Lavras (UFLA). No
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laboratdrio, os CCOs foram lavados em duas gotas de 100uL de meio de maturagdo (TCM
199 suplementado com 10% SFB, 5ug/ml FSH, 50ug/ml LH e 01ug/ml de estradiol; MIV,
Vitrogen, Sdo Paulo, Brasil) e em seguida, maturados in vitro em incubadora a 38,5°C com
5% de CO, em ar e umidade saturada por 22 a 24 horas em placas de 4 po¢os contendo 400uL

de meio de maturagéo, com no maximo 30 estruturas por poco.

1.1.5. Injecdo intrafolicular de odcitos (11FO)

No dia da IIFO, os animais foram avaliados previamente por ultrassonografia para
mensuracao e localizacdo do foliculo dominante. A 1IFO foi realizada por linha de aspiracdo
de teflon de 1,7mm de diametro e 80cm de comprimento (WTA, Cravinhos, SP, Brasil)
acoplada a uma agulha descartavel 24G em uma extremidade e na outra uma seringa de 1ml.
O sistema foi preenchido com solucdo aquecida de DMPBS e heparina (5000 Ul/ml). Apds
preenchimento do sistema, 30 CCOs foram colocados na agulha com 60ul da solucéo
(DMPBS + heparina) por pressdo negativa criada no sistema. Em seguida, o sistema foi
inserido na guia de aspiracdo folicular transvaginal (WTA, Cravinhos, SP, Brasil), contendo
uma probe micro-convexa de 7,5MHz (Aloka SSD500, Japdo), que foi posicionada no fornix
vaginal ipsilateral ao ovario que continha o foliculo pré ovulatério. Ap6s o posicionamento da
guia de aspiracdo e visualizacdo do foliculo pré ovulatério, 60ul de solucdo de DMPBS e
heparina e os CCOs foram injetados no foliculo. Em seguida, o sistema foi lavado com
solucdo de 0,1% de PVA em placa de cultivo celular de 100x20mm. A injecdo dos CCOs foi
confirmada pela visualizagdo de pontos hiperecoicos no foliculo e pela auséncia de CCOs na

placa de petri apds a lavagem.

1.1.6. Aspiracéo folicular guiada por ultrassonografia

No dia da aspiracdo folicular (66 horas apds a retirada do implante), as vacas foram
previamente avaliadas para mensuragdo do foliculo pré ovulatorio. Em seguida, uma probe
micro-convexa com frequéncia 7,5 MHz (Aloka SSD500, Japdo) foi introduzida até o fornix
vaginal com auxilio de uma guia de aspiragéo folicular (Guia de aspiracdo, WTA, Cravinhos,
SP, Brasil). A puncéo do foliculo pré ovulatorio foi realizada por linha de aspiracéo de teflon
de 1,7 mm de didmetro e 80 cm de comprimento (Linha de aspiragcdo, WTA, Cravinhos, SP,
Brasil), acoplada a uma agulha descartavel 20G (WTA, Cravinhos, SP, Brasil) e inserido na
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guia de aspiragéo folicular. Todo o sistema de aspiragéo folicular foi submetido a uma pressao
negativa entre 10 a 15 ml de agua/minuto (60 a 70 mmHg) produzida por uma bomba de
vacuo (WTA, Cravinhos, SP, Brasil). O foliculo pré ovulatorio foi puncionado e seu contetdo
direcionado para tubo plastico de 4ml contendo 0,5ml de solucdo de DMPBS e heparina a
temperatura entre 35 e 36°C. O tubo com o material aspirado foi conduzido ao laboratério e
seu conteudo vertido em placas de cultivo celular de 100 x 20 mm contendo DMPBS com
0,1% de PVA para busca e contagem dos CCOs sob estereomicroscopio. Apds esse

procedimento, os odcitos foram submetidos a avaliacdo da cinética de maturagédo nuclear.

1.1.7. Avaliacdo da cinética de maturacéo nuclear

CCOs recuperados foram expostos a solugdo com 0,3% de hialuronidase por um
periodo de 5 minutos, e posteriormente submetidos a sucessivas pipetagens para retirada das
células do cumulus. Apds este procedimento, odcitos foram fixados em solucdo de etanol e
acido acético glacial (3:1) por no minimo 48 horas. Os odcitos fixados foram colocados entre
lamina e laminula e corados com lacmoide (Sigma, Sto. Louis, MO, USA) a 45% em 4&cido
acético glacial por 10 minutos.

A avaliacdo da cinética de maturacdo nuclear foi realizada em microscépio de
contraste de fase (Nikon Eclipse E200,1000X) e classificados em vesicula germinativa (VG),
metafase | (MI), anafase | (Al), teléfase | (T1), metafase Il (MII) com alinhamento dos
cromossomos na placa metafasica e extrusdo do 1° corplsculo polar, ativados
partenogeneticamente (presenca de pro-nacleo feminino) e degenerados (aberragdes

cromossomicas, presenca de cromatina difusa ou indefinida).

1.2. Experimento 2: Avaliacdo da fecundacdo in vitro de od6citos injetados e

maturados em foliculo preé ovulatorio
1.2.1. Local e animais do experimento
O experimento foi conduzido no campus da UFLA, Lavras, MG, Brasil. Foram

utilizadas seis vacas Bos indicus ndo lactantes, com ECC de 3,3+0,20 (escala de 1 — 5),

mantidas em piquetes de Brachiaria decumbens, com livre acesso a 4gua e sal mineral.
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1.2.2. Sincronizacdo da ovulacdo, recuperacao e selecdo de odcitos

No estudo, as vacas receberam o mesmo protocolo de sincronizagcdo da ovulagéo
utilizado no grupo Matvivo20 do experimento 1. O transporte e a aspira¢do dos ovarios, a

recuperacdo e selecdo dos CCOs foram semelhantes aos realizados no experimento 1.

1.2.3. Delineamento experimental

Os CCOs recuperados (n=202) de ovarios de abatedouro foram distribuidos em dois
grupos experimentais (Grupos Matvitro e Matvivo). No grupo Matvitro (n=103), os CCOs
foram maturados e fertilizados in vitro. No Grupo Matvivo (n=99) foram realizadas 12 se¢des
de 1IFO. Nessas secbes, 30 CCOs foram injetados em foliculo pré ovulatério de vacas
previamente sincronizadas 46 horas depois da retirada do implante de progesterona
semelhante ao grupo Matvivo20 do experimento 1. Os CCOs permaneceram no foliculo pré
ovulatério por 20 horas apds a injecdo dos odcitos. Apods esse periodo, foi realizada a
aspiracdo do foliculo pré ovulatério com auxilio de ultrassonografia para a recuperacdo dos
CCOs injetados. Os CCOs recuperados foram levados ao laboratério para ser submetidos a

fertilizacdo in vitro.

1.2.4. Maturacéo in vitro, IIFO e aspiracéo folicular guiada por ultrassonografia

Apo0s a recuperacao e selecdo, os CCOs do grupo Matvitro foram lavados em duas
gotas de 100 uL de meio de transporte e em duas gotas de 100 uL de meio de maturacdo. Em
seguida, foram colocados em placas de 4 pocos contendo 400ul de meio de maturagdo, com
no maximo 30 CCOs por pogo e maturados in vitro conforme descrito no experimento 1. Os
procedimentos de IIFO e aspiracdo folicular guiada por ultrassonografia foram semelhantes

aos realizados no experimento 1.

1.2.5. Fecundacdo in vitro

Apo6s a maturacdo, os CCOs dos grupos foram fertilizados com espermatozoides
descongelados (palheta de 0,25 mL) de um unico touro com motilidade p6s-descongelamento
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acima de 50% e vigor maior que 2,0. Nas fertilizagdes in vitro (FIV) foram utilizadas palhetas
da mesma partida de sémen para os diferentes grupos. O sémen foi descongelado em banho-
maria a 37°C por 30 segundos e posteriormente selecionado pelo gradiente de Percoll (45% e
90%, 400 pL cada), preparados em microtubos de 2mL e centrifugado por 6 minutos a 600g.
Apos esse periodo, o pellet obtido foi submetido a centrifugacdo em 400 uL de meio Fert-
TALP (Vitrogen, Cravinhos, SP, Brasil) acrescido de solucgdes de penicilamida, hipotaurina e
hepinefrina (PHE) e 10 pg/ml de heparina por 4 minutos a 600g. O pellet obtido desse
processo foi ressuspendido em 50 puL de meio FERT-TALP associado a PHE e heparina.
Antes e apoés a realizacdo do gradiente de Percoll, foram avaliadas a motilidade espermatica e
o vigor do sémen utilizado para a fecundacdo dos odcitos. A fecundacéo in vitro foi realizada
em gotas de meio Fert-TALP acrescido de solugbes de PHE e 10 pg/ml de heparina cobertas
com 6leo mineral (Vitrogen, Cravinhos, SP, Brasil) na proporcdo de 2,4 a 3,0uL de meio por
oécito, utilizando concentracdo espermatica ajustada para 1,0x10° espermatozoides/mL

durante o periodo de 18 horas.

1.2.6. Avaliacdo da taxa de fecundacéo in vitro

Apbs a fecundagdo in vitro, os futuros zigotos foram submetidos a sucessivas
pipetagens para a retirada das células do cumulus e espermatozoides acessorios e fixados em
solucdo de etanol e acido acético glacial (3:1) por no minimo 48 horas. Os zigotos fixados
foram colocados entre lamina e laminula e corados com lacmoide (Sigma, Sto. Louis, MO,
USA) a 45% em &cido acético glacial por 10 minutos. A avaliacdo da fecundacéo foi realizada
em microscépio de contraste de fase (Nikon Eclipse E200,1000X) e as estruturas classificados
em ndo fecundado (NF; sem a presenca de material genético masculino), fecundado (FEC;
presenca de dois pro nucleos), polispermia (POL; presenca de mais de 2 prd ndcleos ou mais

de um material genético masculino) e degenerados.

2. Resultados

No experimento 1, trés secfes de 1IFO do grupo Matvivo20 foram desconsideradas
pois no momento da aspiracdo folicular para recuperacdo dos o0citos injetados as vacas
estavam ovuladas. O didmetro do FD no momento da IIFO foi de 12,4+0,8mm para 0 grupo
Matvivo20 e de 13,0+0,7mm para o grupo Matvivo30 e o numero de odcitos injetados foi de
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28,6+0,8 para 0 grupo Matvivo20 e 31,0+0,9 para o grupo Matvivo30. No grupo Matvitro
foram maturados in vitro 29,3+1,5 odcitos. Os CCOs foram maturados in vivo por 19,8+0,3h
no grupo Matvivo20 e por 28,3+0,2h no grupo Matvivo30. No dia da aspiracdo folicular, o
diametro do foliculo foi de 13,4+0,9 para o grupo Matvivo20 e 14,4+1,0 para 0 grupo
Matvivo30. Ap6s a OPU, a taxa de recuperacdo de odcitos foi diferente entre os grupos
[Matvivo20 - 52,91% (91/172) e Matvivo30 - 72,90% (113/155); P=0,001]. Durante o
processo de remocdo de células do cumulus, fixacdo e montagem de laminas para avaliacdo
da cinética de maturacdo nuclear foram perdidos 4,5% dos o00citos no grupo Matvitro, 48,4%
dos odcitos no grupo Matvivo20 e 31,9% dos odcitos no Matvivo30. Na cinética de
maturacdo nuclear, verificou-se que as taxas de odcitos em estado de vesicula germinativa
(P=0.94), em metafase | (P=0.98), em anafase | (P=0.99) e em teléfase | (P=0.20) foram
semelhantes entre os grupos experimentais. No entanto, verificou-se menor taxa de odcitos
em metafase 1l [Matvitro - 81.0% (90/111)%, Matvivo20 - 74.5% (35/47)* e Matvivo30 -
41,6% (32/77)°; P=0.001], maior taxa de odcitos degenerados [Matvitro - 5.4% (6/111),
Matvivo20 - 21.3% (10/47)" e Matvivo30 - 48.1% (37/77)% P=0.001] e maior taxa de odcitos
ativados partenogeneticamente [Matvitro - 0.0% (0/111)°, Matvivo20 - 0.0% (0/47)" e
Matvivo30 - 9.1% (7/77)%; P=0.001] no grupo Matvivo30 (Tabela 1).

No experimento 2, trés sec¢des de 1IFO foram desconsideradas devido as vacas estarem
ovuladas no momento da aspiracdo folicular para a recuperacdo dos odcitos injetados. O
didmetro do FD no momento da IIFO foi de 14,9+1,2mm e o nimero de odcitos injetados foi
de 29,8+0,7 por foliculos injetados. Na fecundacdo in vitro, observou-se que as taxas de
poliespermia (P=0,18) e de degenerados (P=0,98) foram semelhantes entre os grupos. Porém,

verificou-se maior taxa de oocitos fecundados no grupo Matvivo (P=0,05; Figura 2).
3. Discussao

Para 0 nosso conhecimento esse é o primeiro estudo que relata a cinética de maturacéo
e a fecundacdo in vitro de odcitos injetados em foliculo pré ovulatorio. No estudo, a cinética
de maturacdo foi semelhante entre os grupos de odcitos maturados in vivo por 20 horas e 0
grupo de oo6citos maturados in vitro, porém, a fecundacdo in vitro foi maior nos oocitos
maturados in vivo. Além disso, a taxa de maturagdo foi menor em oocitos maturados in vivo
por 30 horas em foliculos pré ovulatério. Tais achados confirmam parcialmente a hipdtese do
estudo. Durante o processo de meiose das células germinativas, o o00cito permanece

estacionado na fase de profase | devido a fatores presentes no fluido folicular que inibem a
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progressdo da meiose [25, 26]. A alta concentragdo de GMPc no fluido folicular inibe a
ativagdo da enzima fosfodiasterase tipo 3 (PDE-3), mantendo elevada a concentragdo de
AMPc no odcito [27]. Altas concentracdes de AMPc impedem a ativacdo do fator promotor
de maturacdo (MPF), responsavel pela reassuncdo da meiose e progressdo até metafase Il
[28]. Trabalhos demonstraram que a maturacdo de odcitos in vitro com fluido folicular de
foliculo dominante retarda a cinética de maturacéo nuclear oocitaria [29-31]. O processo de
retomada da meiose e progressdo até metafase Il ocorre in vivo somente ap0s o pico de LH.
No entanto, a remocdo do odcito do ambiente folicular permite a retomada espontanea da
meiose [32]. Dessa forma, o tempo necessario para que o odcito complete o processo de
maturacgdo nuclear in vivo é de 22 a 24 horas ap6s o pico de LH [33, 34]. Em funcéo disso, o
periodo de maturacdo in vitro dos oocitos é de 18 a 24 horas [35]. Assim, a cinética de
maturacdo nuclear entre os grupos Matvitro e Matvivo20 foi semelhante. No entanto, apesar
do tratamento com LH ser realizado 20 horas antes da aspiracédo folicular, observou-se menor
taxa de maturagdo e maior taxa de odcitos degenerados em odcitos maturados por 30 horas em
foliculos pré ovulatorio. De forma semelhante, 0 aumento no periodo de maturagdo in vitro
reduziu as taxas de maturacdo oocitaria, aumentou a proporcao de oécitos degenerados [36] e
diminuiu a producdo de embries [35]. Na literatura observa-se que odécitos de foliculos
persistentes sdo ativados prematuramente [37] devido ao periodo maior de exposi¢cdo dos
odcitos a maior frequéncia de pulsos de LH que antecede o pico pré ovulatério [38]. Essa
condicdo de ativacdo prematura do oocito € observada em vacas de alta producdo com
prolongado periodo de proestro devido ao aumento do metabolismo de esteroides pela maior
ingestdo de matéria seca [39]. O aumento do intervalo (inicio do estro a ovulagdo) foi
associado a menor fertilidade de vacas de leite de alta producdo, devido provavelmente a
ovulacdo de odcitos ativados prematuramente [33]. Sendo assim, o ambiente folicular pré
indugdo do pico de LH no grupo de o6citos maturados por 30 horas no foliculo pré ovulatorio
ndo impediu a maturagdo nuclear dos oo0citos resultando em maior taxa de od6citos
degenerados.

No presente estudo, a taxa de fecundagdo in vitro foi maior no grupo de odcitos
maturados in vivo demonstrando que a maturacdo de varios oo0citos imaturos em um unico
foliculo pré ovulatério ndo altera a capacidade do odcito ser fecundado in vitro, sendo até
maior do que a maturagdo in vitro. A maturacdo oocitaria compreende eventos nucleares e
reorganizacdo das organelas citoplasméticas que preparam o odcito para a fecundacdo [40].
Além disso, a fertilizacdo € um processo multifatorial que inclui interacdo e fusdo entre odcito

e espermatozoide e inicio do desenvolvimento embrionario [41], sendo importante na
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determinacdo da competéncia do odcito [42]. Na maturagdo in vitro, observa-se assincronia
entre 0s processos de maturacdo nuclear, citoplasmatica e das células do cumulus [11]. Além
disso, 0 padrdo de expressao de genes relacionados com o desenvolvimento embrionario que
reduz a possibilidade de fecundacdo altera-se em odcitos maturados in vitro [15]. Dessa
forma, a competéncia para se desenvolverem até blastocisto € maior nos odcitos maturados in
vivo [11, 15]. Assim, conclui-se que maturagao de odcitos in vivo apos IIFO por 20 horas ndo
compromete a cinética de maturacdo e melhora a capacidade de fecundagdo in vitro,
provavelmente ndo sendo esse o fator responsavel pelos baixos indices observados na técnica
de IIFO. No entanto, o aumento da permanéncia de odcitos injetados em foliculo pré

ovulatério por 10 horas diminui a proporcao de odcitos viadveis para a fecundagéo.
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Tabela 1
Cinética de maturagdo nuclear de o6citos bovinos imaturos injetados e maturados por 20 e 30
horas em foliculo pré ovulatério.

Matvitro Matvivo20 Matvivo30 P
Odcitos %o, (n/n)

Vesicula germinativa 0,0% (0/111) 2,1%(1/47) 1,3%(1/77) 0,94
Metéfase | 0,0% (0/111) 0,0% (0/47) 0,0% (0/77) 0,98
Anéfase | 0,9% (1/111) 0,0% (0/47) 0,0% (0/77) 0,99
Telofase | 12,6% (14/111) 2,1% (1/47) 0,0% (0/77) 0,20
Metéafase |1 81,0% (90/111)*  74,5% (35/47)*  42,6% (32/77)° 0,001
Ativados 0,0% (0/111)° 0.0% (0/47)°  9.1% (7/77)* 0,001
partenogeneticamente

Degenerados 5,4% (6/111)° 21,3% (10/47)°  48,1% (37/77)* 0,001

Letras diferentes entre colunas diferem estatisticamente
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Figura 1: Desenho experimental Experimento 1.
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Figura 2: Taxa de fecundacéo in vitro e poliespermia de oocitos maturados em foliculo pré
ovulatério por 20 horas apés IFO.
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