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JARA, Victoria Maria Barreto. AVALIACAO DA TAXA DE RECUPERACAO DE
OVOCITOS BOVINOS POR ASPIRA(;AO FOLICULAR DE OVARIOS ORIUNDOS DE
ABATEDOURO. 2020. 54. Trabalho de Conclusdo de Curso (Graduacdo em
Biotecnologia) — Universidade Federal da Integracéo Latino-Americana, Foz do lguacu,
2020.

RESUMO

O sucesso na producédo de bovinos é altamente dependente da capacidade reprodutiva
das fémeas de bovinos, diversos fatores podem influenciar ou interferir na reproducao
animal. O uso de biotécnicas e tratamentos hormonais tais como a inseminacao artificial
(IA) e a producédo in vitro de embrides (PIVE) contribuem significativamente para
bovinocultura ao elevar a possibilidade de producdo de bezerros geneticamente
superiores a partir de doadoras com alta capacidade genética e com um consideravel
valor agregado. O objetivo desse trabalho foi avaliar a qualidade, morfologia e
classificacdo dos ovocitos recuperados mediante aspiracdo folicular de ovarios
provenientes de abatedouros. Foram realizadas quatro coletas com média de 30 ovarios
por coleta e recuperados 661 ovocitos que foram classificados de acordo com a
qualidade. Os melhores ovacitos, considerados viaveis foram separados e foi analisada
a expansdao das células do cumulus apos 24 horas de cultivo em meio de maturacéo in
vitro suplementado com hCG e FSH. Na ultima coleta foi recuperada uma maior
guantidade de ovocitos quando comparada com as coletas anteriores. A recuperacédo de
ovocitos de grau | nas coletas encontra-se em torno de 42,56 a 55,08%, destacando-se
a segunda coleta com um total de 55,08% de ovdcitos grau |I. Observou-se que a
qualidade dos ovécitos ndo se manteve a mesma em todas as coletas. A porcentagem
de ovdcitos grau | se manteve a mesma quando comparada com os demais graus de
gualidade. Os resultados da avaliacdo da expanséo das células do cumulus variam em
torno de 78,79 a 93,31% nas diferentes coletas, nédo foi encontrada associacao entre as
coletas e a taxa de expansao, a mesma se manteve em todas as coletas. A efetividade
da expansdao das células do cumulus e a diferenca na morfologia e qualidade dos ovécitos
de grau | e demais graus de qualidade encontrados por coleta indicam que a aplicacéo
dos mesmos para PIVE é de grande interesse na area de pesquisa a partir do
aproveitamento do abate nos frigorificos.

Palavras-chave: Reprodugéo; Ovocito; PIVE; Taxa de Recuperagéo.



JARA, Victoria Maria Barreto. EVALUATION OF THE RECOVERY RATE OF BOVINE
OOCYTESBY FOLLICULAR ASPIRATION OF OVARIES FROM SLAUGHTERHOUSE.
2020. 54. Trabalho de Conclusédo de Curso (Graduacao em Biotecnologia) — Universidade
Federal da Integracdo Latino-Americana, Foz do Iguagu, 2020.

ABSTRACT

Success in cattle production is highly dependent on the reproductive capacity of female
cattle, several factors can influence or interfere with animal reproduction. The use of
biotechniques and hormonal treatments such as artificial insemination (Al) and in vitro
embryo production (IVEP) contribute significantly to cattle raising by increasing the
possibility of producing genetically superior calves from donors with high genetic capacity
and with a considerable added value. The objective of this work was to evaluate the
quality, morphology and classification of the oocytes recovered by follicular aspiration of
ovaries from slaughterhouses. Four collections were made with an average of 30 ovaries
per collection and 661 oocytes were recovered and classified according to quality. The
best oocytes, considered viable, were separated and the cumulus cell expansion was
analyzed after 24 hours of culture in in vitro maturation medium supplemented with hCG
and FSH. In the last collection, a greater number of oocytes was recovered when
compared to the previous collections. The recovery of grade | oocytes in the collections is
around 42.56 to 55.08%, highlighting the second collection with a total of 55.08% of grade
| oocytes. It was observed that the quality of the oocytes did not remain the same in all
collections. The percentage of grade | oocytes remained the same when compared with
the other grades of quality. The results of the cumulus cell expansion evaluation vary from
78,79 to 93,31% in the different collections, no association was found between the
collections and the expansion rate, this one was maintained in all collections. The
effectiveness of the expansion of cumulus cells and the difference in the morphology and
quality of grade | oocytes and other quality grades found by collects indicate that their
application for IVEP is of great interest in the research area to take advantages of the
slaughter of cattle in slaughterhouses.

Key words: Reproduction; Oocyte; PIVE; Recovery Rate.



JARA, Victoria Maria Barreto. EVALUACION DE LA TASA DE RECUPERACION DE
OVOCITOS BOVINOS POR ASPIRACION FOLLICULAR DE LOS OVARIOS
ORIUNDOS DE MATADEROS. 2020. 54. Trabalho de Concluséao de Curso (Graduacéo
em Biotecnologia) — Universidade Federal da Integracdo Latino-Americana, Foz do
Iguacu, 2020.

RESUMEN

El éxito en la produccion de ganado depende en gran medida de la capacidad
reproductiva de las hembras bovinas, varios factores pueden influir o interferir con la
reproduccion animal. El uso de biotecnologias y tratamientos hormonales como la
inseminacion artificial (1A) y la produccion in vitro de embriones (PIVE) a la cria de ganado
al aumentar la posibilidad de producir terneros genéticamente superiores a partir de
donantes con alta capacidad genética y con un considerable valor afiadido. El objetivo de
este trabajo fue evaluar la calidad, la morfologia y la clasificacion de los ovocitos
recuperados por aspiracion folicular de ovarios provenientes de mataderos. Se realizaron
cuatro colectas con un promedio de 30 ovarios por colecta y se recuperaron 661 ovocitos
y se clasificaron segun su calidad. Los mejores ovocitos, considerados viables se
separaron y se analizé la expansion de las células del cumulus después de 24 horas de
cultivo en medio de maduracion in vitro suplementado con hCG y FSH. En la Ultima
colecta, se recuperdé una mayor cantidad de ovocitos en comparacion con las colectas
anteriores. La recuperacion de ovocitos de grado | en las colecciones es de alrededor del
42,56 a 55,08%, destacando la segunda coleccion con un total de 55,08% de ovocitos de
grado |, se observé que la calidad de los ovocitos no permanecié igual en todas las
colectas. El porcentaje de ovocitos de grado | se mantuvo igual en comparacion con los
otros grados de calidad. Los resultados de la evaluacién de expansion de las células del
cumulus varian de 78,79 a 93,31% en las diferentes colectas, no se encontré asociacion
entre las colecciones y la tasa de expansién, lo mismo se mantuvo en todas las
colecciones. La efectividad de la expansion de las células del cumulus y la diferencia en
la morfologia y la calidad de los ovocitos de grado | y otros grados de calidad encontrados
en las colectas indican que su aplicacion para la PIVE es de gran interés en el area de
investigacion para aprovechar la faena en los frigorificos.

Palabras clave: Reproduccion; Ovocito; PIVE; Tasa de recuperacion.
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1. INTRODUCAO

1.1. CAPACIDADE REPRODUTIVA DA FEMEA BOVINA

A capacidade reprodutiva se refere a uma condicdo em que algumas espécies
conseguem se manter na cadeia evolutiva, este fator € essencial na producdo animal,
pois para 0 sucesso da producdo comercial, o animal precisa se reproduzir
periodicamente (PALMA, 2008). O sucesso nha producdo de bovinos é altamente
dependente da capacidade reprodutiva das fémeas bovinas (FREITAS et al, 2013). No
caso dos bovinos leiteiros, diversos fatores podem influenciar na eficiéncia reprodutiva
do animal. Dentre esses fatores, podemos citar 0 manejo ambiental e o alimentar que
visa a ingestdo adequada de nutrientes para atingir o balanco energético podendo
interferir tanto na reproducéo animal quanto na producéo de leite (BERGAMASCHI et al.,
2010; TRIANA et al, 2012) e carne (CASTRO et al, 2018). Da mesma forma, o intervalo
interestral, os servigos de concepc¢ao, o grau de involucdo uterina e o reestabelecimento
da atividade ciclica ovariana podem ser influenciados pelo manejo reprodutivo e
influenciar a capacidade reprodutiva subsequente (BETANCOURT et al, 2005; EMERICK
et al, 2009).

Os programas de melhoramento genético sao realizados com intuito de aproveitar o
processo de recombinacdo genética e incorporar caracteristicas desejaveis para
aumentar a producdo de carne e leite nesses animais (PALMA, 2008). Estudos
mostraram que a capacidade reprodutiva de vacas leiteiras pode ser afetada por diversos
cruzamentos que sao realizados com finalidade de melhorar a eficiéncia na producéo de
leite (PRYCE et al., 2004), proporcionado reducéo na fertilidade enquanto a producao
leiteira aumenta e com isso, aumentando a incidéncia de algumas relacionadas ao
incremento na producéo de leite. Outro ponto importante € que ao diminuir a eficiéncia
reprodutiva, a longevidade também pode ser prejudicada, levando ao abate prematuro
(OLTENACU et al., 2010).

Em vacas com alta eficiéncia produtiva, para se obter o intervalo entre partos (IEP)
ideal se torna muitas vezes tarefa dificil, pela baixa taxa de retorno ao estro no pos-parto
e/ou baixa taxa de eficiéncia na detec¢cdo do mesmo, onde podem estar envolvidos

fatores ambientais como estresse térmico, até os sistemas de producdo a pasto ou em
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piso de concreto (PORCIONATO et al, 2009; SARTORI, 2007; SILVA, 2019). O uso de
técnicas e tratamentos hormonais podem melhorar a eficiéncia do ciclo estral, a
sincronizacao da ovulacéo e podem auxiliar no aumento da eficiéncia reprodutiva quando
realizados imediatamente apdés o parto (EMERICK et al, 2009; TRIANA et al, 2012;
SARTORI, 2007) mas desde que seja acompanhado de boas condi¢des nutricionais e de
conforto térmico.

Outra ferramenta adotada para otimizar o desempenho reprodutivo em fémeas
bovinas é estabelecer um periodo de monta onde a concentracdo dos partos coincida
com o periodo seco do ano, periodo que ha baixa incidéncia de doencas que poderiam
causar prejuizo. O uso da estacdo de monta permite controlar melhor a técnica de
inseminacao artificial e outros programas de melhoramento genético (JIMENEZ et al,
2013; VALLE et al, 2000).

A escolha e o uso correto das biotécnicas de reproducao tais como 0s cruzamentos
industriais, inseminacao artificial (1A), inseminacédo artificial em tempo fixo (IATF) e a
produgéo in vitro de embrides (PIVE) contribuem significativamente para o aumento na
producdo de bovinos ao aumentar a possibilidade de producdo de bezerros
geneticamente superiores podendo substituir doadoras com alta capacidade genética e
com um provavel valor agregado (COSTA, 2018).

1.2. FISIOLOGIA OVARIANA
Tanto a foliculogénese quanto a oogénese sao etapas de desenvolvimento ovariano
gue ocorrem em conjunto (GIGLI et al, 2006). Diversas modificacdes celulares ocorrem
no ovario fetal, como migracdes das células primordiais, quando ha massiva multiplicacao
das células mesonéfricas precursoras dos foliculos e leva a diferenciacdo sexual
gonadica (PALMA, 2008). A mitose das oogonias é produzida no interior da gbnada sendo
este o maior periodo da oogénese no ovario. Cada oogbnia esta contida em um foliculo
pré-antral com uma Unica camada de células da granulosa (DELGADO et al, 2011,
MELLO et al, 2013). Antes do nascimento, todos os ovécitos encontram-se em profase |
que estad estagnada pela acdo da substancia inibitéria da maturacdo (OMI, oocyte
maturation inhibitor) secretada pelos foliculos. Quando a fémea bovina entra na
puberdade, a sustancia responséavel pela promog¢do da maturacao € liberada e promove
15



um estimulo para que a divisdo celular continue até chegar a metafase Il, culminando na
ovulacdo, e se houver fecundacdo, a meiose € retomada e 0 ovOcito passa a ser
reconhecido como 6vulo (GOTERA et al, 2008; PALMA, 2008). A partir da semana 35-36
de gestacdo, podem ser observados os foliculos antrais pequenos, onde comeca a
formacdo do antro, que posteriormente aumentara o tamanho até adquirir as

caracteristicas de foliculo pre-ovulatério na puberdade (FILIPIAK et al, 2016).

1.3. OOGENESE EM BOVINOS

O processo de formacdo e desenvolvimento dos ovécitos é conhecido como
oogénese ou ovogénese (GIGLI et al, 2006). A producdo ovocitaria nas fémeas de
mamiferos acontece quando o feto se encontra no terco meédio da gestacdo (MARTINEZ
et al, 2007). A formacdo do ovdcito acontece em sete etapas: A formacdo das células
primordiais germinais, a migracao dessas células as gbnadas primitivas, a colonizacao
das gbnadas pelas células primordiais germinais, a diferenciacdo das células primordiais
germinais em oogonias, a proliferacdo das oogbnias, o inicio da meiose e a detencdo na
fase de diploteno (préfase I) na meiose para permanecerem assim até a puberdade
(PALMA, 2008; GOTERA, 2008).

Nas primeiras semanas do desenvolvimento embrionario, as células germinativas
primordiais migram do mesentério da crista genital, enquanto a diferenciacdo sexual do
embrido bovino ocorre quase uma semana depois, quando comeca a meiose da ovogobnia
e o periodo de maior oogénese até o dia 110 de gestacao. No segundo terco da gestacao
0 ovario esta repleto de oogbnias com uma Unica camada de células da granulosa. No
altimo terco da gestacao ocorrem os estagios iniciais do crescimento folicular (DELGADO
et al, 2011). Os ovdcitos que alcancam estadios de foliculo primordial ficam detidos na
préfase I. Uma vez determinados os foliculos primordiais, a disponibilidade de ovdcitos
sera delimitada e a reserva gametogénica estabelecida. A meiose serd reiniciada nos
foliculos pre-ovulatérios por meio do estimulo do horménio luteinizante (LH), mecanismos
endocrinos e fatores locais que regulam a atividade ovariana (GIGLI et al, 2006). O
crescimento do ovocito dependera da estabilidade das jungcdes comunicantes entre as

células do cumulus e o gameta (GOTERA, 2008).

16



1.3.1. Complexo cumulus-ovécito

As células pré-granulosas comecam sua diferenciacdo em células da granulosa e
envolvem o ovécito com uma camada de células planas, que comecam a multiplicacéo e
diferenciacdo em células cuboides com a retomada da meiose e podem formar varias
camadas ao redor do ovocito, essas células sdo chamadas células do cumulus e em
conjunto com o ovadcito formam o complexo cumulus-ovécito (CCO) (ARASHIRO, 2012;
GIGLI et al, 2006).

O complexo cumulus-ovoécito cumpre uma funcdo de protecdo do ovdcito e controle
fisiolégico que promove o crescimento do ovocito, a maturacdo meidtica e a formacéo e
maturacdo da zona pelucida (CHUI, 2016). Esta interacdo entre as células foliculares
somaticas com 0 ovdcito € necessaria para a maturacdo de um ovocito competente
(GOTERA, 2008; TANGHE et al, 2002). Uma boa expanséo das células do cumulus é
considerada essencial para o bom desenvolvimento da ovulacéo e posterior fecundacao
(FURNUS et al, 1998). Entre os critérios de expansao sdo considerados a expansao nula

ou ndo expansado, expansao leve, expansdo média e expansao maxima (CHUI, 2016).

1.3.2. Maturacgéo dos ovocitos

O processo de maturacdo ovocitaria consiste na conversdo de ovocitos imaturos em
ovocitos maturos com capacidade de serem fecundados. Uma série de eventos
estruturais, moleculares e bioquimicos ocorrem para que a maturacdo do ovocito
aconteca. Esse desenvolvimento ocorre desde os foliculos primordiais até a ovulacéo,
para que na sequéncia ocorra a fecundacdo, na qual o espermatozoide consegue
introduzir no ovécito e comecar a embriogénese (CHAVES et al, 2010). O processo de
maturacao ovocitaria € um dos mais importantes para a producdao in vitro de embrides, ja
que o ovocito deve transitar pela maturacdo nuclear e citoplasmatica de forma
sincronizada passando do estadio de dipléteno da profase | para a meiose Il e assim
alcancar a aptidao e ser ativado ou fecundado (COUTO et al, 2017).

A maturacdo nuclear envolve a progressdo da meiose a partir da profase | até a
metafase Il, ocorrem algumas alteracdes nucleares como a quebra da vesicula
germinativa (VG), desaparecimento do nucléolo, condensagéo da cromatina, extrusdo do

primeiro corpusculo polar e formacéo do segundo fuso mitotico (GOTTARDI et al, 2009;
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COUTO et al, 2017). Ap6s a remocao do ovocito de dentro do foliculo, 0 mesmo perde a
comunicacdo com as células do cumulus e consequentemente a transferéncia de
inibidores é interrompida, o que ativa espontaneamente a meiose, independentemente
da maturidade citoplasmatica (COUTO et al, 2017). A maturacdo nuclear pode ser
blogueada utilizando estabilizadores farmacoldgicos ou inibidores fisiolégicos afim de
desenvolver a capacitacdo ovocitaria de forma semelhante a observada in vivo
(GOTTARDI et al, 2009).

A maturacdo nuclear pode ser classificada em 3 fases: ovocitos em VG com
cromossomos descondensados, ovocitos em metafase | (M) com cromossomos
altamente condensados e ovécitos em metéfase Il (MII) com cromossomos condensados
com formacao da placa metafasica e extrusdo do 1° corpusculo polar (GUEMRA et al,
2013; GOTTARDI et al, 2009; CROCOMO et al, 2011). Na fase da VG as mitocondrias
sdo encontradas na periferia do citoplasma, enquanto na MIl se agrupam no centro do
citoplasma, j& os granulos corticais (GC) na VG se encontram distribuidos por todo o
citoplasma, e na MIl migram para o cOrtex até a periferia celular, o que torna possivel
avaliar o estadio de maturacado citoplasméatica de acordo com a posi¢cdo dos granulos
corticais. Os GC que se encontram associados em grumos no interior do ovicito séo
proprios de um ovdcito imaturo, j& os GC situados no cértex do ovécito condicionam para
um ovocito parcialmente maturo e os GC situados na periferia do ovdcito indicam que o
mesmo esta maturo (OTERO et al, 2017; VELILLA et al, 2004).

Simultaneamente a maturacao nuclear ocorre in vivo a maturacao citoplasmatica ou
capacitacao ovocitaria, porém, o evento in vitro ndo se desenvolve da mesma forma. A
maturacdo citoplasmética se desenvolve mais lentamente em relacdo a maturagao
nuclear podendo ocasionar em problemas de desenvolvimento dos embrides devido a
ativacdo espontanea da meiose nuclear em momento dessincronizado com a maturagao
citoplasmatica (GOTTARDI et al, 2009).

Uma série de situagcOes e processos altamente complexos devem ocorrer de forma
sincronizada para alcangcar a maturagdo citoplasmatica, além da reestruturacdo das
organelas no citoplasma, devem ser realizadas modificagbes moleculares, sintese de
proteinas, regulacdo da producéo do fator de promocdo da mitose (MPF) e a proteina
quinase ativada por mitogénio (MAPK) envolvidas na progresséo da meiose (KANITZ et
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al, 2001). Assim como modificacdes moleculares, redistribuicdo de organelas
intracelulares e maturacdo do mecanismo de liberacéo de célcio (Ca?*) (GOTTARDI et
al, 2009; COUTO et al, 2017)

Existe um particular interesse no processo de maturacao in vitro de ovécitos bovinos
devido as vantagens que pode proporcionar quanto ao custo na producéo de embrides,
obtencdo de ovdcitos de novilhas pré-puberes, reducédo do intervalo entre geracdes e
pela conservacdo do germoplasma de animais considerados superiores geneticamente
(REY, 2017). Na maturacéo in vitro, diversos fatores podem influenciar para o sucesso
da técnica, tais como a atmosfera gasosa, o meio de cultivo, a temperatura, a
suplementacéo proteica e fatores de crescimento (GUEMRA et al, 2013; COUTO et al,
2017; OTERO et al, 2017).

1.4. FOLICULOGENESE EM BOVINOS

Os foliculos podem ser classificados em foliculos pré-antrais, na qual ndo dependem
das gonadotrofinas para o seu desenvolvimento, pois o estimulo é proporcionado por
fatores locais e em foliculos antrais. Estes ultimos dependem das gonadotrofinas, do
horménio foliculo estimulante (FSH) e horménio luteinizante (LH) para o seu
desenvolvimento e completa maturacdo (MELLO, 2013). Os foliculos pre-antrais incluem
os foliculos primordiais, de transi¢do, primarios e secundarios, que sao formados no
ovario. Os foliculos primordiais, consistem em um ovdcito imaturo envolto por uma Unica
camada de células da granulosa achatadas. Os foliculos de transi¢cao consistem em um
ovQcito imaturo, envolto por uma juncdo de células da granulosa achatadas e células da
granulosa cubicas. Os foliculos priméarios consistem em um ovécito imaturo rodeado por
uma unica camada de células da granulosa cubicas. J4 os foliculos secundarios
consistem em um ovocito rodeado por duas ou mais camadas de células da granulosa
cubica. Os foliculos pré-antrais permanecem quiescentes até a puberdade (MARTINS et
al, 2008).

Os foliculos antrais s@o caracterizados pelos foliculos terciarios com a formacéo do
antro (cavidade repleta de liquido folicular), e caracterizados pelo desenvolvimento das
camadas das células da teca, da lamina basal e das células do cumulus. Os foliculos pré-
ovulatorios, que também possuem antro, sdo aqueles que possuem uma cavidade maior
e um diametro proximo a ovulagao, conhecidos como foliculos antrais maduros (MELLO
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et al, 2013; MARTINS et al, 2008). Estes possuem capacidade de responder ao estimulo
do LH reiniciando a meiose e desencadeando a ovulacéo (GIGLI et al, 2006).

O crescimento dos foliculos pré-antrais e antrais iniciais podem ser influenciados por
fatores ovarianos locais (MAGALHAES et al, 2012). Observa-se também grande
importancia na atuagdo das gonadotrofinas e somatotrofinas no crescimento dos foliculos
ovarianos, assim como fatores metabdlicos extra ovarianos e sinalizacdes enddgenas
(MARTINS et al. 2008).

A ativacao folicular possui duas etapas, a primeira, a ativacao inicial, comeca desde
a diferenciacdo dos foliculos primordiais até os foliculos terciarios iniciais. A segunda
ativacdo € a ativacao dos foliculos antrais, ao contrario da primeira ativacdo dependem
das concentracdes de FSH e LH (GIGLI et al, 2006). Apés o recrutamento folicular,
apenas um dos foliculos em crescimento, o foliculo dominante, continua o seu
crescimento até a ovulacao ou atresia por meio de uma acgéo paracrina que atua inibindo
o crescimento dos foliculos subordinados, os quais diminuem de tamanho e sofrem
atresia (LUCY et al, 1992; BARUSELLI et al, 2007; DELGADO et al, 2011). Da mesma
forma, a maioria das células da granulosa que circundam o ovocito sofrem atresia
mediada por apoptose (DELGADO et al, 2011).

1.4.1. Ondas Foliculares

O desenvolvimento folicular dos ovécitos bovinos possui um padrédo de ondas, onde
cada onda é caraterizada pelo inicio de um grupo de pequenos foliculos que sédo
recrutados. Essa etapa pode ser chamada de emergéncia da onda folicular e acontece
por aproximadamente 3 dias sob estimulacéo e em virtude do aumento do FSH (BARROS
et al, 2010; BARUSELLI et al. 2007). Cada onda de crescimento folicular € dividida em
quatro fases: recrutamento, selecdo, dominéncia e atresia ou ovulacdo (PENITENTE
FILHO, 2011). Apenas um dos foliculos em crescimento, o foliculo dominante, continua
0 seu crescimento, enquanto os foliculos subordinados sofrem atresia (GIGLI et al, 2006).
Na dinamica folicular podem ocorrer de uma a quatro ondas foliculares por cada ciclo.
Diferentes autores observaram que existe uma diferengca na quantidade de ondas
foliculares que se apresentam durante o ciclo estral, as quais podem variar em numero

de acordo com varias caracteristicas, com idade do ano e raca, ja que animais de racas
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diferentes, possuem caracteristicas de dinamica folicular diferente (HENAO, 2010;
BARUSELLI et al, 2007; DELGADO et al, 2011; RESTREPO, 2010). O crescimento da
onda folicular comeca nas primeiras duas semanas de idade e pode ser observado
independentemente em fémeas pré-puberes. As ondas podem se desenvolver
aleatoriamente nos ovarios, com exce¢do nos casos de prenhez e poés-parto, onde a

presenca do corpo lateo determina o recrutamento no ovario oposto (GIGLI et al, 2006).

1.5. CLASSIFICAGAO DOS OVOCITOS

A metodologia de aspiracao folicular também conhecida como OPU (ovum pick up)
constitui-se como uma das técnicas mais utilizadas para a obtencédo de ovdcitos. Trata-
se de uma técnica de puncéo folicular in vivo, onde os ovécitos sdo aspirados mediante
a puncéao dos foliculos com a auxilio de uma agulha introduzida via vaginal guiada por
ultrassom. O procedimento ndo é invasivo e pode ser repetido no mesmo animal,
demostrando maior capacidade de obtencdo ovocitaria em relagdo a obtencao
proveniente de ovarios de abatedouro, o que incrementa o rendimento reprodutivo
(DENIS, 2008; MARIANO et al, 2015).

Apbs a aspiracao folicular, seja em laboratério ou por OPU, a classificacdo e avaliacdo
da qualidade dos ovdcitos viaveis ou néo viaveis, torna-se essencial para o futuro
desenvolvimento embrionario (PALMA, 2008). Dependendo da viabilidade dos ovadcitos,
existira ou ndo sucesso nas biotécnicas de reproducdo animal como producdo de
embrides in vitro e a obtencdo de ovocitos a partir de fémeas vivas (DENIS, 2008;
MARIANO et al, 2015). Existem relatos de que as taxas de recuperacdo, qualidade
ovocitaria e producéo in vitro de embrides podem ser influenciadas pela fase do ciclo
estral e do momento em que se realiza a puncéo folicular (GIMENES, 2010).

Diferentes autores (GIMENES, 2010; PENITENTE FILHO, 2011; BACELAR et al,
2010) realizaram a classificacdo de acordo com Leibfried & First em 1979 em quatro
graus de qualidade ou de acordo a Viana et al (2004) que descreve cinco graus de
gualidade ovocitaria. Alguns critérios sdo avaliados para decidir se 0 ovécito pode ou ndo
ser viavel para posterior utilizacdo na reproducéo animal. A classificacdo atualmente mais
utilizada para realizar a classificacdo € aquela que qualifica 0 complexo cumulus-ovécito

(CCO) em graus de qualidade de | a V, onde:
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- Grau |: Possuem CCO compactados com mais de trés camadas de células do
cumulus e ovocitos com citoplasma homogéneo. Enquanto o nucleo possui uma

coloracao clara e transparente.

- Grau II: Possuem CCO compactados com trés ou menos camadas de células do

cumulus e ovacitos com citoplasma ligeiramente heterogéneo.

- Grau lll: Parcialmente desnudos: Os ovécitos mostram eliminagdo completa das
células do cumulus de menos de 1/3 da superficie da zona pelucida. Apresentam uma

coloracgéo translucida (halo transparente) ao redor do ovacito.

- Grau IV: Apresentam cumulus expandido: Os CCO mostram a expansao das células

do cumulus ao redor do ovocito.

- Grau V: Desnudos ou degenerados: Ovocitos sem células do cumulus sobre a maior
parte da superficie da zona pellicida e/ou vacuolizacao e contrac¢édo do citoplasma, podem

ser observadas granulagoes.

Ovacitos pertencentes aos graus | e Il sdo considerados com maior probabilidade de
progredirem até a fase embrionaria e geralmente sdo selecionados para maturacao in
vitro, para posteriormente serem utilizados em técnicas de fertilizac&o e cultivo in vitro,
Ovacitos grau Il podem ser utilizados em alguns casos de pouca recuperacdo de
ovocitos, porém, ao possuir poucas células da granulosa, a capacidade de maturacao e
viabilidade diminui consideravelmente, sendo os de grau IV e V descartados por serem
considerados inviaveis (MARIANO et al, 2015; PENITENTE FILHO, 2011).
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2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL
- Avaliar a taxa de recuperacdo e qualidade de ovocitos oriundos de coletas de ovarios

post mortem em frigorificos.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Realizar a preparacdo de meios de maturagao para producao in vitro de embrides;

- Analisar a estrutura morfologica e qualidade dos ovdcitos extraidos de fémeas

bovinas mediante aspiracao folicular;

- Verificar a taxa de expansao dos ovocitos considerados viaveis.
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3. METODOLOGIA

3.1 PROTOCOLO EXPERIMENTAL

O presente experimento foi realizado no periodo de janeiro a fevereiro de 2020 na
Escola de Medicina Veterinaria da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG),
localizada na cidade de Belo Horizonte, no estado de Minas Gerais, Brasil. O Laboratério
de Células Embrionéarias e Animais Transgénicos da referida Universidade possui um
espaco qualificado para fins académicos e pesquisa, dedicado exclusivamente a
producéo in vitro de embrides.

3.1.1 Confeccéo dos meios

- Solucao salina para transporte de ovario

A solugdo salina que foi utilizada para o transporte dos ovarios coletados no
abatedouro até o laboratorio foi preparada para cada coleta no dia anterior. Foram
utilizados 9,0g de NaCl e misturados com 1000mL de agua Milli-Q. A solucéo foi aquecida
no banho-maria entre 32 e 37°C, posteriormente foram colocados 500mL em saquinhos
plasticos descartaveis e armazenados numa garrafa térmica. Os 500mL restantes sao

armazenados na geladeira para utilizar na lavagem de ovarios no dia seguinte.

- Piruvato de Sodio (Sigma P 5280)

A concentracdo estoque do piruvato de sédio € de 100mM (11mg/mL), porém, a
concentracédo utilizada para preparacédo dos meios € de 0,2mM (22ug/mL). Para preparar
5,0mL de piruvato de sédio foram pesados 0,055g da concentracao estoque e dissolvidos
em 50mL de &gua Milli-Q. A solucédo foi filtrada utilizando filtros de 0,22um,
posteriormente foram realizadas aliquotas de 50uL em tubos eppendorf de 0,5mL e

congeladas no freezer em temperatura de -20°C para utilizados futuramente.
- Sulfato de Amicacina (Novafarma 500mg/2mL)

O Sulfato de Amicacina em concentracdo estoque possui 250mg/mL, porém a
concentracéo de uso que foi colocada nos meios € de 83,4mg/mL. Para a preparacéo da

solucéo foi utilizado um volume de 334pL de sulfato de amicacina e 666uL de agua Milli-
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Q. Foram preparadas aliquotas de 50uL em tubos eppendorf de 0,5mL e congeladas a
temperatura -20°C no freezer.

- hCG (Chorulon 5000 Ul)

Foram adicionados 3,540uL de TCM 199 HEPES (Gibco 12340030) para 5000UI da
concentracdo estoque, da qual foram utilizados 10uL por cada mL de meio MIV a ser
preparado afim de formular a concentracao final de 14UI/mL do HCG. A solucéo estoque
foi aliquotada em tubos eppendorf de 0,5mL, rotulada e congelada no freezer a
temperatura de -20°C.

- FSH (Folltropin)

Foi utilizado o meio TCM 199 NaHCOs3 (Gibco 11150059) e misturado com 0,001g de
FSH para preparar a solucdo com concentracdo de uso de 0,5ug/mL e posteriormente
aliquotados 15pL de solugédo em tubos eppendorf de 0.5mL, rotulada e conservada no
freezer a -20°C.

- Estradiol

Foram pesados 0,002g de estradiol (E 2758) e misturados com 2,0mL de etanol
absoluto para preparar as solucdes a ser utilizadas e posteriormente aliquotas de 15uL

que foram identificadas e conservadas no freezer a -20°C de temperatura.
- Meio de Lavagem (LAV)

Para a confeccao de 50mL do meio LAV foi utilizado um tubo Falcon de 50mL, onde
foram adicionados 45mL do meio TCM 199 HEPES (Gibco 12340030), 5,0mL de soro
fetal bovino (SFB), 250uL de amicacina (solucéo preparada) e 100uL de piruvato (solucéo
preparada). A solucdo foi filtrada utilizando um filtro de 0,22um e posteriormente

identificada e armazenada na geladeira.
- Meio de Maturacao in vitro (MIV)

Para a preparacao de 15mL do meio utilizou-se 13,5mL do meio TCM 199 Bic (Gibco
11150059), 1,5mL de soro fetal bovino (Gibco 12657029), 75uL de amicacina, 30uL de
piruvato, 150uL de HCG, 15pL de FSH das solugdes estoque. O meio foi filtrado utilizando
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uma membrana de 0,22um e posteriormente foram adicionados 15pL da solucéao
preparada de estradiol. O meio foi identificado e armazenado na geladeira.

Para cada procedimento a ser realizado, os meios LAV e MIV foram colocados na
estufa a 38,5°C de temperatura e 5% de CO:2 para serem estabilizados por minimo 30

minutos antes de entrar em contato com 0s ovOcitos.

3.1.2 Procedimento de obtencdao e classificacdo de ovécitos

Os ovarios utilizados na pesquisa foram coletados nos frigorificos Frigobet (localizado
em Betim, Minas Gerais) e no Hipercarnes (Localizado em Belo Horizonte, Minas Gerais),
uma vez por semana, dependendo da disponibilidade das fémeas bovinos no abatedouro,
em sua maioria bovinos de racas zebuinas. Os mesmos foram transportados em solucéo
salina a temperatura de 32 — 37°C em um tempo maximo de 4 horas.

Ao chegar no laboratério, os ovarios foram lavados e acondicionados em um béquer
contendo solucéo salina, que encontrava-se dentro do banho-Maria que era mantido em
temperatura de 36°C. Com o uso de luva estéril e papel toalha foram manipulados os
ovarios a fim de realizar a puncéo folicular. Antes da aspiracdo foram identificados os
foliculos com tamanho entre 2-8mm, os quais foram aspirados utilizando agulha de
didmetro 40x12mm e seringa de 5mL (Figura 01).

O liquido folicular foi coletado em tubos Falcon de 50mL e aspirado até alcancar o0s
25mL do tubo, o qual foi colocado dentro do banho-maria por 10 minutos afim de manter
a temperatura dos ovocitos enquanto eles sedimentavam no fundo do tubo. Concluido o
tempo de decantacéo, o liquido folicular aspirado foi levado para o fluxo laminar, onde a
porcdo decantada foi coletada utilizando uma pipeta regulavel de 1000uL e colocada
numa placa de Petri contendo 1mL de meio LAV afim de rastrear e classificar os ovécitos

recuperados segundo o grau de qualidade (Figura 1).
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Figura 1 — Protocolo de aspiragéo folicular. A — Ovario bovino contendo foliculos. B — Aspiragéo
dos foliculos no ovério com agulha e seringa apropriados. C — Fluido folicular aspirado. D —

Rastreamento dos ovocitos.

Fonte: Autoria propria.

A metodologia de classificagdo dos ovocitos foi selecionada de acordo aos
procedimentos realizados por Viana et al (2004) e mencionados por Mariano et al (2015),
0s mesmos descrevem a classificacdo em 5 graus de qualidade.

Os complexos cumulus-ovécito (CCO) recuperados foram classificados
morfologicamente segundo o aspecto do citoplasma (Figura 2), o nimero e morfologia
das camadas de células do cumulus utilizando uma lupa estereomicroscopica no fluxo
laminar e seguindo os seguintes critérios de qualidade:

- Grau |: COC compactados com mais de trés camadas de células do cumulus e

ovacitos com citoplasma homogéneo.

- Grau II: COC compactados com trés ou menos camadas de células do cumulus e

ovocitos com citoplasma ligeiramente heterogéneo.

- Grau lll: Parcialmente desnudos: Ovocitos que mostram eliminacdo completa das
células do cumulus de menos de 1/3 da superficie da zona pellcida. Apresentam uma

coloracéo translucida (halo transparente) ao redor do ovécito.
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- Grau IV: Apresentam cumulus expandido: CCO que mostram a expansao das células

do cumulus ao redor do ovocito.

- Grau V: Desnudos ou degenerados: Ovdcitos sem células do cumulus sobre a
superficie da zona pellcida e/ou vacuolizagdo e contragdo do citoplasma, podem ser
observadas granulagoes.

Apés realizar a classificagdo de acordo a seu grau de qualidade, os CCO foram
separados em uma placa de Petri contendo o meio LAV para realizar a contagem de CCO
por grau de qualidade e o total de ovOcitos recuperados. Utilizou-se uma placa
aguecedora enquanto os ovécitos ndo estavam sendo manipulados na lupa, afim de

manter a temperatura e a viabilidade dos mesmos.

Figura 2 — Classificacdo dos ovdcitos. A — Placa utilizada para classificagdo dos ovocitos. B —
Ovacitos de grau I. C — Ovdcitos grau Il. D — Ovdcitos Grau lll. E — Ovdcito grau IV. F — Ovdcitos
grau V.

Fonte: Autoria propria.
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3.1.3 Avaliacdo da expanséo das células do cumulus

Classificados todos os ovécitos e anotados na ficha correspondente, os ovocitos de
grau | e 1l foram selecionados e recolhidos para realizar a lavagem no meio LAV afim de
retirar toda o excedente presente (sangue, células epiteliais, etc.) provenientes do liquido
folicular aspirado. Foram realizadas duas lavagens no meio LAV e uma no meio MIV
antes de serem colocadas para maturar. Apés as lavagens, os ovocitos foram colocados
em uma placa de Petri pequena em gotas de 70uL do meio MIV cobertas com 3500pL
de 6leo mineral. Apos a estabilizacéo, a placa contendo os ovocitos foram levados para
estufa e colocados sob uma garrafa de cultivo a temperatura de 38,5°C e 5% de CO:2 por
24 horas. Concluido o tempo de maturacao, os ovécitos foram retirados da estufa para
analise da expansédo do cumulus em uma lupa estéreo-microscopica no fluxo laminar
(Figura 3).

A avaliacdo da maturacdo dos ovocitos foi realizada considerando o método de
expansdo do cumulus mencionado por Valencia (2012) e Boruszewska et al (2015),
considerando os critérios de expansao mencionados por CHUI (2016) e finalmente foram

classificados como cumulus expandido ou ndo expandido.

Figura 3 — Complexo cumulus-ovacito apresentando cumulus expandido.

e -

Fonte: Autoria propria.
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3.2 ANALISE ESTATISTICA

As analises estatisticas foram realizadas utilizando o software Statistical Analysis
System (SAS University). Para os dados referentes ao niamero de foliculos por ovério
foram utilizados os testes de Kolmogorov-Smirnov e Bartlett para verificacdo de
normalidade dos erros e homogeneidade das variancias. Os dados foram submetidos a
analise de variancia (GLM procedure) e as médias (LS-means) comparadas pelo teste
de Tukey-Kramer.

Os dados referentes ao grau de classificacdo ovocitaria e a taxa de expansdo das
células do cumulus em cada coleta foram arranjados em tabelas de contingéncia e
analisados pelo teste de Qui-quadrado. O nivel de significancia adotado foi de a = 0,05.

Os dados encontrados com maior relevancia no presente estudo sdo apresentados a

continuacgao.
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4. RESULTADOS
4.1. CLASSIFICACAO DE OVOCITOS

No inicio do experimento, a expectativa da utilizacdo de ovéarios de fémeas bovinos
superava 90 ovarios por coleta, no entanto, algumas dificuldades se apresentaram na
hora do rastreamento dos ovocitos. Quando aspirados dos foliculos, os ovdcitos
comecam a apresentar cumulus expandido e quanto maior a quantidade de ovarios
aspirados, maior o tempo no qual os ovécitos ficam expostos ao meio e rapidamente
comeca a expansdo do cumulus, dificultando a classificacdo dos ovocitos quanto a
qualidade e procedimento de maturacdo. Consequentemente, decidiu-se utilizar um

namero de ovarios menor, variando entre 25 e 35 ovarios por coleta.

Tabela 1 — Parametros descritivos dos dados das coletas

R Coletas
Parametros

1 2 3 4

Ovarios (n) 32 32 30 32
Foliculos por ovério (n) 26,22 +15,48 23,84 £8,46 29 £15,41 41,16 +15,58
Taxa de recuperagao de

o o 54,72% 77,96% 46,70% 70,41%
ovacitos viaveis | e Il (%)

Os dados sao expressos em médias + desvio padrdo da média.

A primeira coleta foi realizada no dia 21 de janeiro de 2020, na qual foram coletados
e aspirados 32 ovarios, onde, a quantidade total de foliculos aspirados foi de 839
foliculos, dos quais foram recuperados 148 ovacitos. Na segunda coleta, realizada no dia
28 de janeiro, foram coletados 32 ovarios e aspirados 763 foliculos dos quais foram
recuperados 118 ovocitos. No dia 12 de fevereiro, a terceira coleta foi realizada, na qual
foram coletados 30 ovarios e aspirados 900 foliculos dos quais foram recuperados 137
ovocitos. A quarta e ultima coleta foi realizada no dia 18 de fevereiro e foram coletados
32 ovarios e aspirados 1317 foliculos dos quais foram recuperados 257 ovocitos. Por
cada coleta, foi realizada a contagem e classificagdo em graus de | a V dos ovaocitos

recuperados. Os dados encontram-se apresentados na Tabela 2.
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Tabela 2 - Classificacdo e numero de ovécitos recuperados durante as coletas.

Coleta Grau | Grau Il Grau Il Grau IV Grau V
1 42,56%(63) 12,16%(18) 14,86%(22) 12,16%(18) 18,24%(27)
2 55,08%(65) 22,88%(270 11,86%(14) 5,93%(7) 4,23%(5)
3 43,06%(59)  3,64%(5) 13,13%(18) 16,78%(23) 23,35%(32)
4 47,85%(123) 22,56%(58) 11,67%(30) 4,66%(12) 13,61%(35)

4.2. AVALIAC}AO DA TAXA DE EXPANSAO DAS CELULAS DO CUMULUS

A avaliacdo da expansao das células do cumulus, foi realizada apos 24 horas, para
os quais foram selecionados aproximadamente 80 dos ovdcitos grau | e Il coletados para
a avaliacdo que compreende a maturacao dos ovécitos imaturos em meio de maturacao.
A avaliagédo da expansdo do cumulus € um fator que esté relacionado a maturacéo dos
ovOcitos e a competéncia ovocitaria, no entanto, ndo pode ser usado como parametro
para mensurar a taxa de maturacdo dos ovocitos. Foi realizada uma avaliagdo da
expansao do cumulus por observacgédo utilizando uma lupa estereomicroscopica apés 24
horas de cultivo no meio de maturagéo in vitro (Tabela 3).

Tabela 3. Porcentagem de CCOs com expansao por coleta.

Coleta Sem expansao do cumulus  Com expansao do cumulus
2 6,69% 93,31%
3 21,21% 78,79%
4 14,02% 85,98%

4.3. ANALISE DOS DADOS EXPERIMENTAIS
Ao comparar as 4 coletas foi possivel observar um maior numero de foliculos na coleta
4 (41,16 £ 15,58) ao comparar com as outras coletas (P<0,05), conforme observado no

gréfico 1.
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Grafico 1. Numero de foliculos aspirados de acordo com as coletas.
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No gréfico 2 sdo apresentadas as porcentagens de acordo com a qualidade ovdcitaria
classificadas em graus de | & V obtido em cada coleta. Os graus de classificacdo dos
ovécitos foram comparados entre si para determinar se existia diferenca na qualidade
entre as coletas. Como observado no grafico abaixo (Gréafico 2), a recuperacdo de
ovocitos de grau | nas coletas 1, 2, 3 e 4 foi de 42,56%, 55,08%, 43,06% e 47,85%,
respectivamente, sendo que estatisticamente a porcentagem de ovécitos grau | foi maior

na coleta 2.

Grafico 2. Porcentagem da qualidade ovocitaria de graus | a V
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Uma outra analise comparando o grau de qualidade | (de maior importancia para FIV)
com os demais graus de qualidade, o0 mesmo mostrou que nao ha relacdo entre a coleta
e a qualidade dos ovadcitos. Ou seja, para todas as coletas a taxa de obtencédo dos
ovocitos de grau | se mantém a mesma em relacdo aos demais graus de qualidade
ovocitaria. No grafico 3 pode ser observado que a porcentagem dos ovacitos de grau | se

mantém em todas as coletas.

Grafico 3. Porcentagem da qualidade ovocitaria do grau | e demais graus de qualidade.
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Nas coletas 2 e 3 e 4 observou-se uma variagdo de 93,31%, 78,79 e 85,98%de
cumulus expandido respectivamente nas coletas analisadas, destacando-se a coleta 2
com 93,31% de expansdo. Para a analise dos ovocitos maturados no meio MIV que
passaram pela avaliacdo da expansao das células do cumulus foi determinado se existe
relacdo entre as taxas de expansdo e as coletas (Gréfico 4). Pelo teste estatistico
realizado ndo ha associacdo entre as coletas e a taxa de expansdo. Logo pode-se
entender que ndo houve variacdo da taxa de expansao entre as coletas.
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Grafico 4. Taxa de expansao das células do cumulus por coleta.
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5. DISCUSSAO

No presente trabalho, foi avaliada a taxa de recuperacdo de ovécitos obtidos por
aspiracao folicular de ovarios oriundos de abatedouro.

Existem diversos fatores que podem afetar a viabilidade dos ovdcitos utilizando
ovarios provenientes do abatedouro, dos quais ndo se tem um controle sanitario rigoroso.
Porém, a utilizacao desses ovocitos pode ser efetiva ja que ajuda na reducao dos custos
possibilitando o aproveitamento de ovécitos com potencial para a producao in vitro de
embrides e que normalmente se tornaram atrésicos durante o ciclo estral do animal
(BEZERRA et al, 2019; JEREZ, 2018).

O transporte dos ovarios desde o abatedouro até o laboratorio deve ser realizado com
0 maximo de seguranca proporcionando menores variacfes de temperatura possiveis,
para evitar perdas na qualidade dos ovacitos recuperados durante a aspiracao folicular
(VALENCIA, 2012). No presente experimento, os ovarios foram transportados desde o
abatedouro até o laboratério a temperatura de 32-37°C, podendo influenciar nas
respectivas taxas de recuperacao obtidas em cada coleta. A manutencédo dos ovocitos
no fluido folicular até serem avaliados proporciona o melhor ambiente para manter os
CCOs em boas condi¢des (VALENCIA, 2012).

Para um correto desenvolvimento do ovdcito no cultivo in vitro, € importante que o
mesmo, ho momento da aspiracao folicular apresente um desenvolvimento apropriado
(entre 2mm e 10mm) capaz de responder aos estimulos proporcionados por sinais
paracrinos e enddcrinos responsaveis pela indugdo a maturacdo (ARAUJO et al, 2014).
Quando o foliculo é consideravelmente maior, é exercida uma pressao menor pela agulha
durante a aspiracdo, o que impede uma possivel fissura devido a maior quantidade de
células do cumulus que circunda o ovécito, proporcionando uma protecao (ARASHIRO,
2012). Porém, quanto maior o foliculo, as células do cumulus aspiradas tendem a ser
mais expandidas ou degeneradas do que em foliculos de menor tamanho, podendo
prejudicar na hora da classificacdo do ovocito como viavel ou ndo (ARASHIRO, 2012).

Concordando com COUTO et al (2017), o tempo de aspiracao folicular foi um fator
determinante observado no presente trabalho, pois em um primeiro momento, o numero
de amostras de ovarios planejados para utilizacdo foi maior do que os que foram

efetivamente utilizados (FERNANDEZ, 2017; ERREIS, 2016). O fator que influenciou a
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decisdo de utilizar entre 25 e 35 amostras foi 0 menor tempo de espera dos ovocitos
extraidos do ovéario e que permaneciam decantando no fluido folicular, ja que com
amostras maiores percebeu-se maior propor¢cdo de expansao das células do cumulus.

Para obter uma boa qualidade de ovécitos mediante a aspiracéo folicular se deve
levar em consideracdo o diametro da agulha e a pressdo de aspiragao, por isso, optou-
se pela utilizacdo de agulhas 40x12 que conseguem aspirar 0S ovOcitos inteiros e evitar
separar o complexo cumulus-ovocito deixando os ovécitos desnudos. Como a pressao
gerada na aspiracdo € manual, optou-se pela utilizacdo de seringas de 5 mL, as quais
permitem uma melhor manipulacdo e menor pressao (ZAMORA, 2013). Outro fator que
pode ser considerado é a habilidade manual, ja que alguns autores mencionam que a
taxa de CCOs recuperados depende também da destreza da pessoa durante a
manipulacéo (VALENCIA, 2012; BOLANOS, 2014). Nesse trabalho, foi observada uma
diferenca na porcentagem de ovdcitos recuperados entre os graus de qualidade das
coletas realizadas, podendo ser resultado da manipulacdo da técnica. A diferenca das
primeiras coletas, para as ultimas coletas foi observada uma melhora na recuperacao de
ovocitos, podendo inferir que junto com a experiéncia foi adquirida uma melhora na
manipulacéo da técnica.

As técnicas mais comuns de obtencdo de ovdcitos utilizadas para ovarios de
abatedouro s&o, o método de slicing ou fatiamento do ovéario (BOLANOS, 2015) e
aspiracao folicular acoplada a seringa ou bomba a vacuo (LUEDKE, 2018). Dentre essas
técnicas, a taxa de obtencao de ovécitos é maior quando utilizado o slicing ou fatiamento
do ovario, pois 0 mesmo permite um maior alcance de foliculos localizados no cértex do
ovario. No entanto, a qualidade desses ovocitos apds a recuperacdo se encontra
diminuida, devido as perdas das células do cumulus durante o fatiamento (ERREIS,
2016).

Um estudo realizado por Bezerra et al (2019) compara a taxa de obtencédo dos
ovocitos obtidos a partir de OPU de doadoras in vivo e aspiragdo folicular de doadoras
provenientes do abate (in vitro), o artigo apresenta uma maior taxa de obtencdo de
ovOcitos viaveis em ovarios in vitro, do que in vivo, contudo, a quantidade de ovocitos que

desenvolveram até a fase de blastocisto foi maior com a OPU para fémeas vivas do que

37



para ovarios de abatedouro. Resultados similares foram encontrados por Karadjole et al
(2010).

Algumas pesquisas apresentam diferenca entre a quantidade de foliculos aspirados
por ovario, possivelmente devido a manipulacdo da técnica de aspiracdo folicular
(VALENCIA, 2012), as diferentes procedéncias dos animais, estacdo do ano
(KANWICHAI et al, 2019), raca, idade da fémea (BATISTA et al, 2016), e possiveis
doencas reprodutivas (OLIVEIRA, 2007). No presente trabalho foi registrado um aumento
na quantidade de foliculos aspirados na ultima coleta, onde a quantidade de foliculos
aspirados por ovario supera o mencionado por Batista et al (2016) que foi de 3,54 foliculos
por ovario e Perea et al (2017) que foi de 13,8 foliculos por ovéario, mas continua sendo
inferior & quantidade de foliculos aspirados por Malca et al (2016) que foi de 100,75
ovocitos por vaca. Em relacdo a quantidade de ovocitos recuperados, os valores sao
muito menores aos encontrados em estudos relacionados (BATISTA et al, 2016; MALCA
et al, 2017).

No trabalho realizado por Karadjole et al (2010) o niumero de foliculos aspirados por
ovario proveniente de abatedouros foi de 19,3 foliculos por ovario, menor em relacdo aos
dados apresentados neste trabalho, da mesma forma, a porcentagem de ovécitos de grau
| e Il recuperados para maturacdo in vitro foram menores. Contudo, os autores
mencionam que existe uma variagdo muito grande em relagédo a quantidade de ovdcitos
viaveis que podem ser recuperados, podendo variar entre 7% e 69,6%, sendo maior a
taxa de recuperacdo em ovarios provenientes de abatedouro.

Erreis (2016) encontrou uma taxa de recuperacdo de ovdcitos de qualidade | de
27,3%, considerada menor em comparac¢ao aos resultados obtidos no presente trabalho
(entre 42,56 % e 55,08%). Porém, em relacdo a porcentagem total de ovocitos viaveis
(grau | e grau Il), a autora encontrou uma porcentagem de 47,6%, resultado similar em
relacdo ao presente estudo (entre 46,70%). Kanwichai et al (2019) encontrou uma
porcentagem de 74.9% de ovacitos de grau | utilizando o método de aspiracéo folicular,
sendo considerado uma porcentagem maior em relacdo aos resultados obtidos no
presente estudo, porém, para os demais graus de qualidade, as porcentagens se mantém

as mesmas. Isto difere do resultado encontrado neste estudo, onde a porcentagem de
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ovacitos recuperados difere em cada coleta e somente o grau | se mantém em todas as
coletas.

O experimento realizado por Batista et al (2016) encontrou uma porcentagem maior
de ovécitos com grau de qualidade 11l em todas as suas repeticdes, isto difere do que foi
encontrado no presente trabalho, onde a maior porcentagem de recuperacdo dos
ovocitos foi do grau I, considerado o de maior importancia para a producao in vitro de
embrides (PIVE). No trabalho de Malca et al (2017) somente 36,96% dos ovdcitos
recuperados foram considerados viaveis e aptos para utilizacdo na FIV. No entanto,
Bolafios (2015) conseguiu uma porcentagem de 66,6% de ovocitos viaveis durante a
primeira hora de aspiracdo post mortem, observando uma diminuicdo de 62,8% de
viabilidade 3 horas apds a morte dos animais, demostrando que a manutencao dos
ovarios a 38°C mantém a viabilidade dos ovdcitos durante o tempo que € realizada a
classificacéo e posterior maturacao in vitro de ovocitos viaveis.

Resultados encontrados por Mamy et al (2017) descrevem que a aspiragao folicular
de ovéarios com corpo luteo presente contribuem para uma maior porcentagem de
ovacitos nao viaveis, guando comparado com a aspiracdo de ovarios sem a presenca do
corpo luteo, concluindo que a auséncia do corpo luteo permite a obtencdo de uma
quantidade maior de ovécitos viaveis.

Diversos autores relataram a possibilidade da classificacdo da qualidade oocitaria de
acordo com o interesse da pesquisa ou do produtor. Para uma melhor classificacdo dos
ovocitos, no presente trabalho optou-se pela classificagdo em 5 graus de qualidade.
Apesar de classificarmos os ovdcitos nos graus | a V, somente agueles pertencentes aos
graus | e Il contendo CCOs com varias camadas de células do cumulus compactas e
citoplasma uniforme foram considerados viaveis para dar continuidade ao processo de
maturacao e posterior avaliagdo da expansdo do cumulus.

O processo de maturacdo ovocitaria € essencial para o sucesso da producao in vitro
de embrides, pois garante que o ovocito possua a capacidade para ser fecundado
(LUEDKE, 2018). Para o sucesso da maturag¢do dos ovocitos, uma série de suplementos
basicos devem ser utilizados (ARAUJO et al, 2014). A retomada da meiose depende da
exposicdo dos foliculos in vivo ou in vitro as gonadotrofinas (TSAFRIRI et al, 1982). Um

estudo realizado por Rosseto e colaboradores (2012) comparando os meios TCM-199,
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McCoy e a-MEM demostrou que o melhor meio que conduz a maior porcentagem de
viabilidade dos ovocitos bovinos apos o cultivo in vitro € o meio TCM-199.

O oleo mineral utilizado para cobrir as gotas do meio de cultivo durante a manipulacao
dos ovacitos (inclusive embrides) tém uma importante funcdo; a de barreira fisica e
térmica quando adicionado nas placas. Desta forma busca-se evitar a evaporacéo,
favorecendo a manutencao da temperatura, a osmolaridade e o pH, enquanto a placa
nao estiver dentro da estufa, impedindo que sujeiras externas penetrem no
microambiente onde se encontram os ovocitos (SWAIN et al, 2018; MARTINEZ et al,
2017). Contudo, Araujo et al (2014) menciona que a nao utilizacdo do 6leo no cultivo in
vitro de foliculos pré-antrais bovinos mantém a viabilidade folicular e estimula a formacao
do antro e a producao de estradiol apos o cultivo in vitro.

As células do cumulus desempenham um papel importante na maturacao in vitro,
estabelecendo a quantidade de nutrientes e energia necessarios para a maturacao, além
disso, secreta acido hialurénico que é responsavel pela expanséao das células do cumulus
(ZHISPON & CONTRERAS, 2017). Acredita-se que estas sejam capazes de transportar
0s suplementos adicionados ao meio de maturacao até o ovocito (DALTON et al, 2014).

O cumulus é considerado expandido quando os CCOs apresentam uma variacdo na
morfologia e distribuicdo das células que envolvem o ovacito ap6s a maturacao in vitro
(QUEZADA-CASASOLA et al, 2018). No presente trabalho foi avaliada a expansao do
das células do cumulus, onde os resultados encontrados variam em torno de 78,79 a
93,31% da expansado das células do cumulus nas diferentes coletas, mesmo que nao
haja relacdo entre as coletas e a taxa de expansdo do cumulus, os resultados
encontrados neste trabalho foram similares e inclusive melhores do que os encontrados

por Valencia (2012) em racas bovinas leiteiras.
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6. CONSIDERACOES FINAIS

No presente estudo, foi observada uma alta taxa de recuperacdo de ovoOcitos com
grau de qualidade | em ovarios obtidos de abatedouro utilizando a técnica de aspiracao
folicular. Foi observada uma variacdo nas diferentes coletas em relacdo a taxa de
recuperacdo dos diferentes graus de qualidade, porém, a obtencdo de ovocitos viaveis
para continuar o processo de maturagdo in vitro se mantiveram em todas as coletas, o
qgue indica que a aplicacdo dos mesmos para PIVE é de grande interesse na area de
pesquisa para o aproveitamento do abate nos frigorificos.

Em relacdo a quantidade de foliculos aspirados por ovério, no periodo em que foram
realizadas as coletas, a média encontrada por coleta teve variacdes sobretudo na ultima
coleta. Esses resultados podem ser devido as diferentes procedéncias dos ovarios,
estacdo do ano, raca e inclusive a causa da morte desses animais nos frigorificos.

Foi observada uma alta taxa de expansdo das células do cumulus apés a

permanéncia de 24 horas no meio de maturacao.
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