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APRESENTACAO

A obra “Anélise Critica das Ciéncias Biologicas e da Natureza” consiste de
uma série de livros de publicacdo da Atena Editora. Com 96 capitulos apresenta uma
viséo holistica e integrada da grande area das Ciéncias Biologicas e da Natureza, com
producao de conhecimento que permeiam as mais distintas tematicas dessas grandes
areas.

Os 96 capitulos do livro trazem conhecimentos relevantes para toda comunidade
académico-cientifica e sociedade civil, auxiliando no entendimento do meio ambiente
em geral (fisico, biolégico e antrdpico), suprindo lacunas que possam hoje existir e
contribuindo para que os profissionais tenham uma viséo holistica e possam atuar em
diferentes regides do Brasil e do mundo. As estudos que integram a “Analise Critica
das Ciéncias Biologicas e da Natureza” demonstram que tanto as Ciéncias Biolo6gicas
como da Natureza (principalmente quimica, fisica e biologia) e suas tecnologias
séo fundamentais para promocao do desenvolvimento de saberes, competéncias e
habilidades para a investigacdo, observacéo, interpretacdo e divulgacéo/interacéao
social no ensino de ciéncias (bioldgicas e da natureza) sob pilares do desenvolvimento
social e da sustentabilidade, na perspectiva de saberes multi e interdisciplinares.

Em suma, convidamos todos os leitores a aproveitarem as relevantes
informacgdes que o livro traz, e que, 0 mesmo possa atuar como um veiculo adequado
para difundir e ampliar o conhecimento em Ciéncias Biologicas e da Natureza, com
base nos resultados aqui dispostos.

Excelente leitura!

José Max Barbosa de Oliveira Junior
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CAPITULO 11

INFLUENCIA DA PROGESTERONA ENDOG,ENA NA
QUANTIDADE E NA QUALIDADE OOCITARIA DE

Rafael Augusto Satrapa
Instituicdo de Ensino, Faculdade ou Departamento

Cidade — Estado

Erica Sousa Agostinho

Universidade Federal do Acre - UFAC

Rio Branco — Acre

Daniel Ribeiro Guimaraes de Menezes
Universidade Federal do Acre - UFAC

Rio Branco — Acre

Dagoberto de Almeida Junior
Universidade Federal do Acre - UFAC

Rio Branco — Acre

RESUMO: O objetivo deste estudo foi comparar
ainfluénciado Corpo Luteo (CL) naquantidade e
qualidade de o6citos de ovarios de abatedouro.
As amostras foram coletadas em abril e maio de
2016. Imediatamente apds a coleta, os ovarios
foram divididos em dois grupos experimentais:
vacas prenhes (N = 3) e nédo gestantes (N = 3),
acondicionadas em frascos individualizados
contendo solugdo (NaCl 0,9 %, temperatura
ambiente) e transportados para o laboratério
da Unidade de Ensino e Pesquisa em Medicina
Veterinaria da Universidade Federal do Acre.
Ap0s aspiracéo, o liquido folicular foi depositado
em tubo ependofe de 10 mL e, apdés a
sedimentacgao, os odcitos foram depositados em
placas de petri contendo tampéao fosfato salino

Analise Critica das Ciéncias Biologicas e da Natureza

VACAS DA RACA NELORE

(PBS), selecionados e classificados em quatro
categorias de acordo com suas caracteristicas
(Grau | - 6timo, Il - bom, Il - regular e IV - nu).
PALAVRAS-CHAVE: bovino, obcito, corpo
luteo, morfologia, PIV

ABSTRACT: The objective of this study was
to compare the influence of the Luteal Body
(CL) on the quantity and quality of oocytes from
slaughterhouse ovaries. The samples were
collected in April and May 2016. Immediately
after collection, the ovaries were divided into
two experimental groups: pregnant cows (N=3)
(N=3),
individualized bottles containing solution (NaCl

and non-pregnant cows packed in
0.9%, room temperature) and transported to the
laboratory of the Veterinary Medicine Teaching
and Research Unit of the Federal University of
Acre. After aspiration, the follicular fluid was
deposited in a 10 mL centrifuge tube and, after
sedimentation, the oocytes were deposited
in petri dishes containing phosphate buffered
saline (PBS), selected and classified into four
categories according to their characteristics
(Grade | - great, Il - good, lll - regular and 1V -
nude).

KEYWORDS: bovine, oocyte, corpus luteum,
morphology, IVP
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11 INTRODUCAO

O rebanho bovino brasileiro chegou a 212,3 milhées de cabecas em 2014, um
acréscimo de 569 mil animais em relacdo a 2013. Com isso, 0 Brasil manteve-se
como segundo colocado no ranking mundial, atras apenas da india. (IBGE, 2014).
Junior (2002) destaca que os enormes desafios representados pelo melhoramento
genético e o aumento de produtividade do rebanho bovino brasileiro, nos ultimos 40
anos, tiveram como principal alavanca, a utilizacao de biotecnologias de multiplicacéo
animal, em diferentes fases do seu desenvolvimento e aplicagdo, mas todas essas
novas ferramentas estabeleceram a necessidade de maior compreensao da atividade
ovariana.

As fémeas bovinas também tém sido alvo de varias pesquisas, para que o
aproveitamento mais racional de seus gametas seja possivel (SENEDA et al., 2002).
Gordon (2003) relata que bezerras ao nascimento possuem mais de 100.000 odcitos
em seus ovarios e que pelas vias naturais podem gerar apenas 0,01% de produtos
viaveis, totalizando por volta de dez descendentes durante a sua vida reprodutiva.
Desta forma, o emprego de biotecnologias, como a Inseminagcao Artificial (I1A) e
Transferéncia de Embrides (TE), vém sendo utilizadas com sucesso.

Outras técnicas, mais recentes, como a produc¢ao in vitro de embrides (PIV), tém
contribuido para acelerar o melhoramento genético, ao utilizar animais provados e com
caracteristicas desejaveis e superiores (SANTOS, 2010). Neste sentido, o Brasil lidera
o mercado mundial de producao de embrides bovinos, somadas as produgdes in vivo
e in vitro. Do total da producdo mundial de embrides bovinos, produzidos mediante
ambas as técnicas descritas acima, 25% sao originados no Brasil (VIANA, 2005).

A producéo in vitro de embrides (PIV) vem sendo aplicada para o aumento na
producdo do numero de embrides destinados a transferéncia comercial. A técnica &
capaz de superar problemas como infertilidades adquiridas em vacas com alto valor
econémico (GALLI et al., 2003), além de proporcionar aumento de ganho genético
através da multiplicacéo de bovinos com grande potencial genémico (VISHWANATH,
2003). Essa técnica consiste na obtencao de odcitos a partir de vacas vivas ou mortas,
que serdo maturados, fertilizados e cultivados em laboratorio até que o embrido
se desenvolva ao estagio morula ou blastocisto, estagios recomendados para a
transferéncia as receptoras. Na PIV podem ser utilizadas novilhas pré-puberes, vacas
em anestro pos o parto e fémeas no 1° trimestre de gestacéo, a fim de produzir o
animal que melhor convém ao tipo de producéao, atingindo o0 maximo de sucesso e
produtividade na atividade pecuaria. (JUNIOR, A, M., 2012; CALADO et. al, 2005).

A primeira etapa da PIV consiste na obtencdo de oocitos imaturos que,
posteriormente, necessitam ser maturados in vitro para a sua fertilizagdo. Os
olcitos imaturos exibem uma variedade de caracteristicas morfoldgicas visiveis por
microscopia de luz, tais como 0 numero de camadas e o grau de compactacao das
células do cumulus e a homogeneidade do citoplasma (LEIBFRIED e FIRST, 1979). O
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critério rotineiramente utilizado pela quase totalidade dos laboratérios para selecéo de
olcitos esté relacionado a morfologia do complexo cumulus-oécito (CCO) e aspecto do
citoplasma, classificados em quatro categorias (Grau | a IV; KHURANA e NIEMANN,
2000).

Um dos fatores que pode interferir na fertilizagéo do oécito e, consequentemente,
na taxa final de blastocistos resultante da PIV & a qualidade oocitaria e sua maturacéo
in vitro. Apesar do grande avango na produc¢ao de embrides bovinos, os resultados de
maturacéo oocitaria em condi¢des de cultivo sdo insatisfatérios, quando comparados
a maturacao in vivo. Vale ressaltar que a maturacédo oocitaria € uma das etapas
determinantes para o sucesso da técnica e resultados ruins nesta fase alteram
drasticamente a taxa final de embrides produzidos (EPPIG, 2001; GILCHRIST et al.,
2004; MCNATTY et al., 2004).

Mota (2008) ressalta que a capacidade de desenvolvimento de odcitos varia
com o tamanho do foliculo, morfologia dos CCOs e grau de expansao do cumulus,
sugerindo que o potencial de desenvolvimento oocitario é determinado pela interacéo
de multiplos fatores. Os odcitos de bovinos apresentam um ooplasma escuro que
pode prejudicar a selecao, ao contrario do encontrado em humanos, onde a presenca
de granulos e vacuolos é facilmente identificado (BORININI et al., 2005).

Portanto, conhecer melhor os mecanismos que controlam a matura¢éo oocitaria
e os fatores que as influenciam, como a prépria qualidade do odcito, é fundamental
para melhorar os resultados da técnica de PIV de embrides. Dentre estes fatores, se
observa a presenca ou auséncia de um corpo luteo (CL).

O CL é uma glandula endécrina que se forma no ovario, apés uma ovulacao,
e contribui para a regulacéo do ciclo estral e manutencdo da gestacao. A principal
funcéo do CL é secretar progesterona (P4) durante o ciclo estral bem como durante a
gestacdo (SCHAMS e BERISHA, 2004).

Vacas com CL apresentaram melhor desempenho que as vacas sem a presenca
de CL em relacédo as seguintes variaveis: maior numero de ovécitos coletados dos
dois ovarios, mais ovocitos de melhor qualidade, mais zigotos que clivaram, além de
produzirem, em geral, maior numero de embrides aos 7 dias apds a fecundagao in vitro
(REIS et al. 2006). Além disso, Machatkova et al., (1996) observaram maior producéo
in vitro de embrides quando odcitos foram aspirados durante o predominio de CL na
gestacado. Entretanto, Machatkova et al. (2000; 2004) sugeriram que os melhores
resultados em todas as etapas da PIV eram provenientes da aspiracdao de ovécitos
durante a fase de crescimento folicular, com auséncia de CL.

Frente as contradi¢des da literatura em relagéo a influéncia do CL na morfologia
oocitaria, objetivou-se com esse estudo avaliar, de forma comparativa, a quantidade e
a qualidade de odcitos oriundos de vacas gestantes (presenca de CL e consequente
exposicao prolongada a progesterona) e ndao gestantes (auséncia de CL ativo) oriundas
de abatedouros.
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2 | HIPOTESE

Aquantidade e a qualidade de odcitos oriundos de vacas gestantes sdo superiores,
quando comparadas a vacas nao gestantes.

3 | MATERIAIS E METODOS

3.1 Coletas dos ovarios

A coleta de ovarios (n=3) de vacas aneloradas foi realizada no abatedouro
Frigorifico Nosso - Frigonosso, localizado na Rodovia Ac-01, km 28, Zona Rural, no
municipio de Senador Guiomard, estado do Acre, entre os meses de abril a maio de
2016. Imediatamente, na linha de abate, os ovarios foram coletados com auxilio de uma
tesoura cirurgica e armazenados, de acordo com 0s grupos experimentais (Grupos
Gestantes e Nao Gestantes), em garrafas térmicas individualizadas e identificadas,
contendo solucéo salina (NaCl 0,9%, temperatura ambiente).

A formacdo dos grupos experimentais foi realizada de acordo com as
caracteristicas gestacionais, confirmadas ou ndo por inspe¢cdo manual e visual no
momento do abate. ApOs a coleta ovariana, as garrafas térmicas contendo as amostras
foram transportadas ao laboratério da Unidade de Ensino e Pesquisa em Medicina
Veterinaria da Universidade Federal do Acre, onde os odécitos foram aspirados e
classificados.

3.2 Aspiracao folicular e Classificacao Oocitaria

Os complexos cumulus-o6citos (COCs) imaturos foram aspirados de foliculos (3-8
mm)utilizando agulha 19G acoplada a seringa de 10 mL. ApGs a aspiragao, o liquido
folicular foi depositado em um tubo de centrifuga de 10 mL e, apds a sedimentagao, os
odcitos foram depositados em placas de petri contendo tampao fosfato salino (PBS).
Em seguida, foram selecionados e classificados em quarto categorias de acordo com
as suas caracteristicas celulares (KHURANA e NIEMANN, 2000; Figura 1):

Grau | - (6timo), CCOs compacto, com mais de trés camadas de células do
cumulus e odcito com citoplasma homogéneo.

Grau Il - (bom), CCOs compacto, com trés ou menos camadas de células do
cumulus ou oécito com citoplasma levemente heterogéneo.

Grau lll - (regular), o6citos parcialmente desnudos, mostrando remocao de
células do cumulus em menos de 1/3 da superficie da zona peldcida.

Grau IV - (desnudo), o6citos sem células do cumulos na maior parte da superficie
da zona pelucida e/ou vacuoliza¢do e encolhimento do citoplasma.
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Figura 1 — Classificagao dos o6citos de acordo com o grau de compactagéo das células do
cumulus (I, I, Il e IV). (HANSEN, P.J. 2004).

3.3 Analises Estatisticas

As médias dos numeros e das porcentagens dos o0citos aspirados de vacas
gestantes e ndo gestantes foram comparadas, de acordo com suas classificacoes
morfolégicas, por meio de analise de variancia ANOVA (programa Minitab for Mac;
Copyright 2016, Minitab), sendo consideradas diferentes as comparac¢des com p<0,05.

4 | RESULTADOS E DISCUSSAO

No total, foram aspirados 721 odcitos (Tabela 1), sendo 358 de vacas gestantes
e 363 de vacas nao gestantes. Nas vacas gestantes, 113, 118, 107 e 20 odcitos
foram classificados em Gl, Gll, Glll e GIV, respectivamente, enquanto que 84, 96,
140 e 43 obcitos de vacas nao gestantes foram classificados em Gl, Gll, Glll e GV,
respectivamente.

Gestante N&o Gestante
Grau | Graull  Graulll Grau IV Grau | Graull  Graulll GraulV
Coleta 1 45 50 46 7 33 35 56 18
Coleta 2 35 32 34 6 30 31 53 15
Coleta 3 33 36 27 7 21 30 31 10
TOTAL 113 118 107 20 84 96 140 43
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Tabela 1. Numero de oécitos aspirados em trés coletas de ovarios de vacas gestantes e néo
gestantes classificados de acordo com a qualidade morfolégica em graus | (Gl-6timo), Il (GlI-
bom), Il (GllI-regular) e IV (GIV-desnudo).




Quando a média do numero de od0citos aspirados foi analisada (Figura 2),
observou-se diferenca significativa somente entre os de grau IV, sendo que, em vacas
nao gestantes, foram numericamente superiores (14,3+4,0), quando comparados aos
de gestantes (6 +0,57).

B Vaca Gestante M Vaca Nao Gestante

Média do Nimero de Qdcitos
@

Gl Gl Gl aGiv
Classificacao

Figura 2. Média (xDPM) do numero de obcitos aspirados de vacas gestantes e ndo gestantes,
classificados de acordo com a qualidade morfolégica em graus | (Gl-6timo), 1l (Gll-bom), 11I
(Glll-regular) e IV (GIV-desnudo). Letras diferentes, p<0,05.

Além disso, as médias das porcentagens dos oécitos de melhor qualidade
morfologica (Gl e Gll) foram superiores (31,9+1,3% e 31,4+1,2%, respectivamente;
p<0,05) nas vacas gestantes, quando comparadas as de vacas nao gestantes
(21,6+1,5% e 26,3+1,1%, respectivamente; Figura 3). As porcentagens dos oécitos de
pior qualidade (Glll e GIV) foram superiores (39,3+0,5% e 12,0+1,0%, respectivamente;
p<0,05) nas vacas nao gestantes, quando comparadas as vacas gestantes (30,5+1,0
e 4,5+0,5%, respectivamente; Figura 3).
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Figura 3. Média (= DPM) da porcentagem de odcitos aspirados de vacas gestantes e néo
gestantes, classificados de acordo com a qualidade morfolégica em graus | (Gl-6timo), 1l (GlI-
bom), 1l (Glll-regular) e IV (GIV-desnudo). Letras diferentes, p<0,05.

Comparando vacas aneloradas gestantes e nao gestantes, Barbosa et al. (2013)
reportaram que a presenca de CL n&o influenciou sobre a qualidade oocitaria em vacas
nao gestantes, mas houve maior numero de o6citos melhor qualidade (Gl) nos animais
prenhes, corroborando os resultados do presente estudo. De forma similar, Meintjes et
al. (1995) e Sauvé (1998) constataram que vacas gestantes podiam ser submetidas a
técnica de aspirac¢ao folicular por via vaginal, durante o primeiro e segundo trimestre
de gestacéao, respectivamente, sem que houvesse prejuizo ao feto ou mesmo a vaca,
achado este que confere viabilidade a presente pesquisa e sustenta o resultado obtido
na mesma.

Além disso, Pfeifer et al. (2009), mimetizando a fase gestacional com tratamento
exodgeno de progesterona em animais mesticos (zebuinos x taurinos), observaram
nameros superiores de odcitos totais (6,80 vs 3,40, p<0,05), de odécitos viaveis (64,85%
vs 46,60%, p<0,05) e de blastocistos (1,05 vs 0,4, p<0,05) do que em animais com
baixas concentragdes de progesterona, respectivamente.

Entretanto, os resultados do presente trabalho discordam dos de Dominguez
(1995), que observou menos foliculos aptos a aspiracao em vacas gestantes do que
em vazias e ciclicas. Nao obstante, Takuma et al. (2010) observaram quantidades e
qualidades oocitarias semelhantes entre animais gestantes e ndo gestantes. Porém,
notaram maiores taxas de clivagem de blastocistos em vacas gestantes, quando
comparadas as nao gestantes, indicando uma maior qualidade nesta categoria de
animal, indo de encontro com os presentes resultados.

Por sua vez, Sakate et al. (2013) observaram que a morfometria ovariana mostrou
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similaridade a outros estudos em fémeas zebuinas e a presenca de CL n&o alterou
a qualidade oocitaria, diferindo dos resultados observados no presente experimento.
Além disso, Machatkova et al. (2004) notaram melhor qualidade dos COC'’s obtidos de
ovarios com CL recentemente formados (trés dias pds-cio) porém, a presenca de um
CL funcional, néo proporcionou melhoria na qualidade oocitaria e a taxa de producéo
de embrides foi significativamente maior em ovarios sem CL. De forma semelhante,
ao investigar se a morfologia e qualidade dos COC’s estariam relacionadas com a
fase de desenvolvimento folicular e pela presenca do CL, Vassena et al. (2003) nao
observaram efeito do CL e nas caracteristicas morfolégicas dos odcitos, contrariando,
mais uma vez, os achados do presente estudo.

Embora a qualidade oocitaria e o numero de camadas de células do cumulus
nao assegurem a capacidade dos oo6citos em se desenvolverem de forma eficiente, ha
indicativos de sua viabilidade (FERNANDES et al., 2001), ja que as células do cumulus
tém ligacéo direta com o ooplasma, permitindo o transporte de nutrientes, controle do
metabolismo, bem como a maturac¢ao nuclear e citoplamética (HIRSHFIELD, 1991).

O od6cito pode ter seu potencial de maturacéo, fecundagcdo e capacidade de
desenvolvimento embrionario avaliado pela aparéncia do CCO. Morfologicamente, os
oocitos de melhor potencial de viabilidade devem apresentar ooplasma homogéneo
com granulagdes finas, de coloragdo marrom e completamente envolvidas por
camadas de células do cumulus dispostas de forma compacta (GONCALVES et al.,
2008). Segundo Corréa (2006), melhores resultados de maturacao, fecundacao e de
desenvolvimento embrionario sdo alcancados na presenca desse tipo celular.

Desta forma, os resultados apresentados no presente trabalho trouxeram um
melhor entendimento do momento da aspiracéo folicular em bovinos, seja ela na fase
estral ou mesmo gestacional, e servirdo de base para o aprimoramento desta técnica,
com consequente aumento na obtencdo de odécitos em maior numero e de maior
qualidade, levando a um incremento na PIV de embrides bovinos.

51 CONCLUSOES

Verificou-se que os oécitos de melhor qualidade morfoldgica (G | e G Il) foram
identificados em foliculos de vacas gestantes em relacdo as vacas nao gestantes.

Os odécitos de pior qualidade (Glll e GIV) foram identificados em foliculos de
vacas nao gestantes.

Os resultados sugerem correlacao positiva entre a qualidade oocitaria e a fase
gestacional do animal (presenca de CL e manutencdo da concentracdo plasmatica de
progesterona).

Além disso, o numero absoluto de oécitos de grau IV em vacas néo gestantes foi
superior ao de mesmo grau em vacas gestantes.
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6 | CONSIDERACOES FINAIS

S&o necessarios mais estudos para comprovar a acuracia dos resultados, pois
apesar da possibilidade de se aumentar o nUmero de descendentes de doadoras que
foram abatidas, a PIV de embrides a partir de o6citos de abatedouro possui limitacoes,
como o tempo de transporte do matadouro ao laboratério, 0 desconhecimento acerca
do estado de saude, nutricional, padrdo hormonal dos animais e, principalmente, a
impossibilidade de repeticéo da técnica para um mesmo animal, ja que os ovarios sé&o
obtidos com o 6bito do mesmo. Porém, a técnica de classificagdo oocitaria aplicada a
P1V, leva a uma melhora dos indices reprodutivos do rebanho resultando em aumento
da producgdo, o que é necessario para suprir o aumento da demanda nacional.
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