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Comparou-se a producdo de embrides a partir de ovdcitos
oriundos de ovarios com e sem corpo liteo de vacas da
raca Nelore, em relacdo & qualidade e quantidade de
ovécitos obtidos, embrides produzidos, taxa de prenhez e
propor¢do dos sexos. Foram realizadas aspiragdes
foliculares dos dois ovérios de 219 vacas em 250 secGes,
igualmente distribuidas em cinco grupos, sendo
Gl=fémeas gestantes; G2=ndo gestantes, com CL e
submetidas a tratamento hormonal com
progestageno+BE+PGF,,; G3=ndo gestantes, sem CL e
com 0 mesmo tratamento de G2; G4=ndo gestantes, com
presenca de CL e sem tratamento; G5=ndo gestantes, sem
presenca de CL e sem tratamento. Os resultados foram
avaliados pela analise de variancia (ANOVA) e aplicado o
Teste de Tukey para comparagdo entre médias, a 5% de
significancia, pelo programa SISVAR. Ja para
comparacdo de propor¢cdo de sexos dentro e entre os
grupos, foi utilizado o teste de comparagdo mdltipla de
propor¢des. O G4 produziu maior média de ovacitos totais

RESUMO

aspirados que G2 e G3. Comparando-se 0s trés grupos que
apresentavam CL (G1, G2, G4), o G4 foi superior a G1 e
G2 em ovdcitos totais, no ovario com e sem CL. Em
ovdcitos viaveis, G2 foi superior a G1 no ovario com CL.
Os ovocitos obtidos de ovarios com CL é que resultaram
em melhores indices de producdo de embrides. As vacas
gestantes produziram melhor nos ovarios sem CL, com
mais ovécitos viadveis (p<0,05) e iguais em embribes
(p>0,05), em relacdo ao ovario com CL. As taxas de
prenhez e propor¢do dos sexos foram semelhantes entre 0s
grupos (p>0,05). A concentracdo de progesterona (P,) foi
diferente entre os grupos, mas ndo influenciou as variaveis
analisadas. A utilizacdo do tratamento hormonal n&o
melhorou os resultados de nenhuma varidvel. Portanto, o
melhor critério de escolha de doadoras Nelore para
programas de Producdo in vitro (PIV) de embribes é o
conhecimento individual de cada animal ao longo das
secdes de aspiracao folicular.

PALAVRAS-CHAVE: aspiragdo folicular; progesterona sérica; reproducdo animal.

In vitro PRODUCTION OF NELORE BOVINE EMBRYOQOS ORIGINATED FROM
OOCYTES FROM OVARIES WITH AND WITHOUT CORPUS LUTEUM

This study aimed to compare the quality and quantity of
oocytes aspirated from ovaries containing or not corpus
luteum (CL), the development of embryos, pregnancy rate
and sex ratio among embryos after I\VP in Nellore cows.
Follicular aspirations were performed in both ovaries of
219 cows in 250 sections, and equally divided into five
groups: G1 = pregnant, G2 = not pregnant, with CL and
submitted to hormonal therapy with
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ABSTRACT

progestin+tBE+PGF,,.; G3 = not pregnant, without CL and
with the same treatment of G2; G4 = not pregnant, with
the presence of CL and no treatment; G5 = not pregnant,
without the presence of CL and no treatment. The
statistical analysis was performed with analysis of
variance (ANOVA) and Tukey Test was applied to
compare means at 5% significance level, by SISVAR
program. For the comparison of sex ratio within and
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between groups, the multiple comparison test of
proportions was used. The G4 produced higher mean of
total aspirated oocytes than G2 and G3. Comparing the
three groups with CL, G4 showed higher number of
oocytes than G1 and G2 in both ovaries. The G2 presented
more viable oocytes than G1 in the CL-containing ovary.
The ovaries without CL showed better production in
pregnant cows despite of viable oocytes (p<0.05), and
similar embryo production (p>0.05) when compared with
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ovaries presenting CL. Oocytes obtained from ovaries
with CL resulted in better rates of embryo production.
Pregnancy rates and sex ratio were similar among groups
(p>0.05). The P, concentration was different between
groups, but it did not influence any variable. The use of
hormonal treatment did not improve the results of any
variable. Therefore, choosing Nellore donors for IVP
programs depends on knowing each animal individually
along the sections of OPU.

KEYWORDS: animal reproduction; follicular aspiration; serum progesterone

INTRODUCAO

A producdo in vitro (PIV) de embribes
bovinos é uma biotécnica da reproducdo que tem
sido muito estudada e utilizada para o melhoramento
genético do rebanho nacional. O interesse pela
técnica de PIV cresce a cada dia, pois esse
procedimento permite a recuperagdo de ovdcitos
colhidos de doadoras por meio da aspiragéo folicular
guiada por ultra-sonografia (“Ovum Pick-up”, OPU)
e producdo de embrides de alto valor genético,
podendo ser realizada sem maiores alteragcdes
aparentes no trato reprodutivo, independente da fase
do ciclo estral (BLONDIN et al., 2002).

O corpo luteo (CL) é uma glandula
endécrina que se forma no ovéario, ap6s uma
ovulacgdo, e contribui para a regulagdo do ciclo estral
e manutencdo da gestagdo. A principal funcdo do CL
é secretar progesterona (P,) durante o ciclo estral
bem como durante a gestagdo (SCHAMS &
BERISHA, 2004).

No trabalho de REIS et al. (2006), as vacas
com CL apresentaram melhor desempenho que as
vacas sem a presenca de CL em relagdo as seguintes
variaveis: maior nimero de ovdcitos coletados dos
dois ovarios, mais ovdcitos de melhor qualidade,
mais zigotos que clivaram, além de produzirem, em
geral, maior nimero de embrides aos 7 dias apos a
fecundacéo in vitro (FIV). MACHATKOVA et al.
(1996) concluiram que ocorre maior producdo in
vitro de embriGes quando se utilizam ovocitos
aspirados durante o predominio de CL no ciclo estral
e, segundo MANJUNATHA et al. (2007), ocorrem
maiores taxas de clivagem e de embrides
transferiveis quando os ovocitos sdo provenientes de
ovarios onde o CL estd ativo. Entretanto,
MACHATKOVA et al. (2000) e MACHATKOVA
et al. (2004) sugeriram que os melhores resultados
em todas as etapas da PIV eram provenientes da
aspiracdo de ovocitos durante a fase de crescimento
folicular, com auséncia de CL.

PFEIFER et al. (2009) verificaram que vacas

tratadas com implantes de  progesterona

apresentaram aumento na disponibilidade de
foliculos na puncdo folicular, aumento na quantidade
de ovdcitos totais, na quantidade de ovdcitos de
melhor qualidade, na taxa de clivagem total e na
producdo de blastocistos, em relagdo as que ndo
continham o implante. Entretanto, RAMOS et al.
(2010) ndo encontraram vantagens em sincronizar a
onda folicular de vacas doadoras para a OPU com
implantes de P, e associagéo de benzoato de estradiol
(BE), pois observaram que ndo ha melhorias quanto
ao namero e a qualidade dos ovécitos recuperados ou
ao numero de embrides produzidos in vitro.

Segundo TAKUMA et al. (2007), a presenca
de um CL local no ovério ndo afetou a dindmica
folicular ap6s a aspiracdo folicular e nem o
desenvolvimento de competente complexo cumulus-
ovécito (COC) coletado. SUGULLE et al. (2008)
concluiram que a presenca de CL ndo influencia
significativamente as taxas de clivagem e o
desenvolvimento dos blastocistos produzidos in
vitro.

MEINTJES et al. (1995) constataram que
vacas gestantes podiam ser submetidas a técnica de
aspiragdo folicular por via vaginal, durante o
primeiro trimestre de gestacdo e SAUVE (1998), até
0 sexto més de prenhez, sem que fosse notado
qualquer prejuizo a gestacdo ou as vacas.

AVERY et al. (1991) e GUTIERREZ-
ADAN et al. (2001) descreveram que as condicdes
de cultivo dos embrides, associada a escolha de
blastocistos de desenvolvimento mais avancgado para
a inovulagdo favoreciam o0s embrides de sexo
masculino, por terem desenvolvimento mais rapido,
em detrimento aos do sexo feminino.

Frente as contradicbes da literatura bem
como dos trabalhos realizados a campo em
programas de PIV sobre a importancia do CL local e
da progesterona sistémica em doadoras de ovdcitos,
este trabalho objetivou verificar a influéncia da
presenga do corpo luteo local bem como dos niveis
séricos de progesterona circulante sobre a quantidade
e qualidade de ovocitos aspirados por ovum pick-up
(OPU), a quantidade e qualidade dos embriGes, as
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taxas de concepcdo a inovulacdo e a variagcdo do
sexo destes embrides, produzidos por fecundagédo in
vitro (FIV) em fémeas bovinas da raca Nelore
doadoras de ovocitos, gestantes ou ndo gestantes, e
com insercdo ou ndo de implantes de progesterona.

MATERIAL E METODOS

As doadoras dos ovécitos eram da raca
Nelore, todas selecionadas para producdo comercial
de embrides, mantidas em regime de semi-
confinamento, oriundas de oito fazendas localizadas
no Tridngulo Mineiro, por um periodo de 19 meses
consecutivos, com média de 13,15 secdes de
aspiracdo por més.

Foram realizadas 250 secGes de aspiragdo,
ou seja, 500 ovarios, sendo utilizadas 219 vacas,
sendo que em 198 foi feita apenas uma secdo e em
21 vacas foram feitas 52 sec¢des, variando de duas a
quatro secOes por vaca, com intevalo minimo de 30
dias entre elas. Os animais foram distribuidos em
cinco grupos sendo: Gl= fémeas gestantes; G2=
fémeas ndo gestantes, submetidas a controle
hormonal & base de progestagenos subcutaneos
auriculares e com presenca de CL; G3= fémeas nao
gestantes, submetidas ao mesmo protocolo de G2
mas sem a presenc¢a de CL nos ovarios; G4= fémeas
ndo gestantes, sem tratamento hormonal e com
presenca de CL nos ovarios; G5= fémeas ndo
gestantes, sem tratamento hormonal e sem presenca
de CL nos ovarios.

Foram realizadas 50 se¢Ges de aspira¢do por
grupo. As idades variaram de dois a treze anos, e
padronizaram-se as mesmas variacGes de idade em
cada grupo. As vacas gestantes apresentaram média
de 4,17 meses de gestacéo.

Os ovocitos foram aspirados pelo método de
ovum pick-up (OPU), pelo fornix vaginal. O
procedimento de aspiracdo folicular foi realizado
utilizando-se equipamento de ultrassom Aloka
SSD500, com transdutor micro-convexo de 5SMHZ,
acoplado a guia de aspiracdo trans-vaginal, e as
aspiragdes foram realizadas com agulha hipodérmica
descartavel 20G (Jelco Plus) e sistema de aspiracdo
Handle Cook. A pressdo de vacuo/vazdo foi ajustada
previamente em 18mL /minuto.

As etapas da PIV foram realizadas no
Laboratério Biovitro, em Uberaba, Minas Gerais.
Para evitar a0 maximo as variagdes na execucao da
pesquisa, a mesma equipe trabalhou em todas as
etapas.

Os grupos G2 e G3 foram submetidos ao
seguinte protocolo hormonal: Dia 0 = colocagéo de
implante de progestageno subcutdneo auricular
(Crestar® Intervet) contendo 3mg de Norgestomet;
aplicacdo de 2mg (2mL) de Benzoato de Estradiol
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intra-muscular  (IM) (Estrogin®, Farmavet) e
aplicacdo de 0,5mg de cloprostenol sodico (2mL de
PGF,,. sintética, Ciosin® MSD) (IM); Dia 5 =
retirada do implante de progestageno e realizacdo da
OPU. Mesmo sem apresentar CL, os animais do G3
foram submetidos a aplicacdo de PGF,...

Nos grupos G1, G2 e G4 realizou-se a
separacdo dos ovdcitos colhidos de cada ovario, para
se quantificar a producdo por gbnada com ou sem
CL, sendo os ovocitos maturados e fecundados em
placas diferentes para cada ovario.

Quinze doadoras de cada grupo (30%) foram
escolhidas aleatoriamente para se realizar coleta de
sangue, via pungdo venosa, no momento da
aspiragdo folicular, para a dosagem sérica de
progesterona. As amostras foram centrifugadas, o
soro obtido foi congelado a -20,0°C e identificado
guanto ao animal, grupo a que pertencia e data da
coleta. O material congelado foi posteriormente
analisado pelo método de quimioluminescéncia, com
resultados registrados em nanogramas por mililitro
(ng/mL).

O material aspirado foi imediatamente
avaliado na propria fazenda, segundo DE LOOS et
al. (1991), para contagem e sele¢cdo dos ovocitos
viaveis (graus I, Il e Ill), sendo descartados os de
grau IV e desnudo.

Os ovocitos eram maturados in vitro (MIV),
em meios convencionais, segundo BAVISTER et al.
(1992), durante 24h & temperatura de 38,5°C e
atmosfera de 5% de CO, em ar.

A fecundagdo in vitro (FIV) foi realizada
apos 24h de MIV. O sémen convencional congelado
em palhetas de 0,25mL ou 0,5mL foi preparado de
acordo com PARRISH et al. (1986), sendo avaliado
quanto & concentragdo e motilidade espermatica. A
concentracdo final foi ajustada para 25x10°
espermatozoides moveis/mL com meio TALP-FIV
sob 6leo mineral. No entanto, nos grupos G1, G2 e
G4, cada dose foi dividida entre as placas com
ovdcitos oriundos de cada ovario, com CL e sem CL,
separadamente.

Apdés a fecundagdo, os zigotos foram
submetidos ao cultivo em placas de 35 mm com 90 uL
de meio SOF, cobertos com 6leo mineral, atmosfera
de 5% de CO, em ar, sob umidade saturada e
mantidos no interior da incubadora de cultivo a
temperatura de 38,5°C, durante sete dias (HOLM et
al., 1999).

Os embrides de sete dias (blastocistos de
grau 1) foram envasados, individualmente, em
palhetas de 0,25mL em meio contendo PBS + 0,4%
de BSA (Holding Embriocare®). As receptoras
utilizadas eram de ragas mesticas de
zebuinosxtaurinos, de fazendas inseridas nos
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programas do laboratério de PIV, sendo todas
tratadas com o0 mesmo protocolo, que consistia em:
Dia 0 = colocacdo de implante de progestageno
subcutaneo auricular (Crestar® Intervet) contendo
3mg de Norgestomet; aplicacdo de 2mg (2mL) de
Benzoato de Estradiol (IM) (Estrogin®, Farmavet);
Dia 5 = aplicagéo de 300Ul de eCG (Gonadotrofina
Coribnica equina) (IM) (Folligon®, MSD); Dia 8 =
retirada do implante de progestageno e aplicacdo de
0,5mg de cloprostenol sodico (2mL de PGF,,
sintética, Sincrocio® Ourofino) (IM); Dia 9 =
aplicacdo de 1mg (1mL) de Benzoato de Estradiol
(IM); Dia 17 = inovulagéo do embri&o.

A inovulagdo foi feita pelo método né&o-
cirtrgico, no éapice do corno uterino ipsilateral ao
ovario com a presenca de CL. As aspiragdes
foliculares nas vacas doadoras foram feitas sempre
no dia 9 deste protocolo de receptoras e a fecundagao
in vitro dos ovdcitos, no dia 10.

Trinta dias ap6s a fecundacdo in vitro, ou
seja, 23 dias apos a inovulacdo, foi feito o exame
ultrassonogréfico para diagnéstico de gestacdo nas
receptoras. Trinta dias depois, as receptoras prenhes
foram novamente avaliadas por ultrassonografia,
para diagnostico do sexo fetal.

Para as andlises estatisticas, foi feita a
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andlise de variancia (ANOVA) e aplicado o teste de
Tukey para comparacdo entre médias, a 5% de
significancia (SISVAR). Para comparacdo de
propor¢do de sexos dentro e entre 0s grupos, foi
utilizado o teste de comparacdo mdltipla de
propor¢Oes, utilizando-se o software R (2008,
disponivel em http://www.r-project.org/) (BIASE &
FERREIRA, 2009).

RESULTADOS

Foram aspirados 8588 ovocitos totais dos
500 ovérios, das 219 vacas, em 250 secbes de
aspiracdo do experimento, resultando em uma média
de 17,17 ovocitos por ovario. Os cinco grupos do
experimento foram comparados da seguinte forma:
todos 0s cinco grupos conjuntamente; 0s trés grupos
que possuiam corpo lateo, onde se comparou o
ovario com CL e o sem CL; os dois grupos que nao
possuiam CL e todos os grupos em relacdo a
concentracdo de progesterona.

Quando se analisou estatisticamente a
producdo de ovoécitos aspirados, observou-se que o
grupo G4 apresentou maior média (p<0,05) do que
0s grupos G2 e G3, ficando os grupos G1 e G5 iguais
a todos (Tabela 1).

Tabela 1- Médias de producdo e qualidade de ovdcitos, de embries produzidos in vitro e taxa de prenhez de
todos 0s grupos experimentais, oriundos de animais da raga Nelore

Média de Ovdcitos

Grupos aspirados Ovdcitos vidveis (%)  Embrides viaveis (%)  Taxa de Prenhez (%)
Gl 31,34 (+20,20) ab 80,29 (+12,40) a 38,51 (+21,70) a 30,81 (+24,88) a
G2 29,40 (+20,33) a 82,16 (+11,85) a 36,17 (+21,06) a 36,48 (+26,66) a
G3 26,58 (+21,24) a 78,27 (+17,36) a 29,49 (+22,61) a 37,93 (£30,79) a
G4 44,08 (+32,98) b 81,02 (+11,78) a 32,00 (+20,84) a 32,92 (+28,23) a
G5 40,36 (+34,25) ab 83,39 (£11,28) a 29,64 (£19,39) a 35,20 (+29,21) a
CV (%) 77,39 16,20 63,77 80,86

Médias seguidas de letras iguais nas colunas nao diferem entre si pelo teste de Tukey com 5% de significancia.

CV = Coeficiente de Variagéo.

Ao se comparar a porcentagem de ovdcitos
vidveis para serem maturados e fecundados, a taxa
de embrides considerados viéveis para a inovulacéo,
ou seja, embrides de grau | e a taxa de prenhez aos
30 dias de gestacdo, 0s grupos ndo apresentaram
diferenca significativa (p>0,05).

Os grupos G1, G2 e G4, que apresentavam
CL em um dos ovérios, foram analisados para se

verificar a influéncia da presenca local do CL sobre a
producdo dos ovarios separadamente.

O grupo G4 produziu maior namero
(p<0,05) de ovécitos recuperados nos ovarios com e
sem CL, bem como na somatoria dos dois ovarios,
guando comparado com 0s grupos G1 e G2 (Tabela
2). Porém, quando se comparou dentro de cada
grupo, os ovarios com CL e sem CL forneceram
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quantidades iguais de ovocitos aspirados (p>0,05). A
presenca de CL em um dos ovarios ndo propiciou
diferenca (p>0,05) na quantidade de ovécitos
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aspirados para cada grupo individualmente (16,94 vs
18,00).

Tabela 2- Médias de ovocitos totais e vidveis aspirados do ovario com CL, do ovario sem CL e dos dois

ovarios, nos grupos G1, G2 e G4

Média de Média de Média de Ovacitos Ovdcitos
Grupos ovc’)ci_tos ovocitos t_otais ovacitos t_otais Qv()_citos viaveis — viaveis —
totais de ovarios de ovarios viaveis (%) com CL sem CL
aspirados —com CL —sem CL (%) (%)
Gl 15,67 a 15,04 a,A 16,30 a,A 79,92 a 77,03 a,A 82,82 a,B
G2 14,70 a 14,06 a,A 15,34 a,A 82,30 a 84,90 b,A 79,71 a,A
G4 22,04 b 21,72 b,A 22,36 b,A 81,18 a 82,16 ab,A 80,20 a,A
CV (%) 72,89 17,49
Ovarios
com CL 16,94 x 81,36 x
Ovarios
sem CL 18,00 x 80,91 x

Meédias seguidas de letras iguais minusculas nas colunas e maiusculas nas linhas ndo diferem entre si pelo teste de Tukey com 5% de

significancia.
CV = Coeficiente de Variagéo.

Em relacdo aos ovdcitos vidveis para a
fecundacdo, os trés grupos foram similares na
producédo total; no entanto, o G2 produziu maior
porcentagem do ovario com a presenga de CL do que
G1, sendo G4 igual aos outros dois grupos. Ao se
analisar dentro de cada grupo individualmente,
apenas no G1 é que houve diferenga entre os dois
ovarios, sendo que o ovario sem CL produziu mais

ovécitos viaveis que o ovario com CL (Tabela 2).

Analisando-se a porcentagem de embrides
grau | (de melhor qualidade) produzidos a partir dos
ovacitos colocados para a fecundagéo, observou-se 3
gue nesses trés grupos a presenga de CL em um dos
ovérios propiciou maior produgdo de embrides
(40,93% vs 31,63%, p<0,05) (Tabela 3).

Tabela 3- Médias das taxas de embrides viaveis produzidos in vitro, originarios de ovdcitos do ovario com
CL, do ovéario sem CL e dos dois ovarios, nos grupos G1, G2 e G4

Embrides viaveis

Embrides viaveis — com

Embrides viaveis — sem CL

Grupos (%) CL (%) (%)

Gl 39,93 a 42,44 (+24,50) a,A 37,42 (£27,58) a,A
G2 36,50 a 41,33 (+24,98) a,A 31,67 (+20,89) ab,B
G4 32,41 a 39,01 (+26,48) a,A 25,80 (+19,99) b,B
CV (%) 66,79

Ovérios com CL 40,93 x

Ovarios sem CL 31,63y

Meédias seguidas de letras iguais mindsculas nas colunas e maitsculas nas linhas ndo diferem entre si pelo teste de Tukey com 5% de

significancia.
CV = Coeficiente de Variagéo.

Analisando-se 0s trés grupos em conjunto,
observou-se que o0s ovarios com CL produziram
porcentagens de embrifes similares entre 0s grupos
(p>0,05), 0 que ndo ocorreu nos ovarios sem CL,
onde o G1 (37,42%) produziu maior porcentagem
(p<0,05) de embrides do que G4 (25,80%), enquanto
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G2 (31,67%) produziu quantidades iguais aos outros
dois grupos (p>0,05) (Tabela 3).

Avaliando-se os grupos individualmente, nos
grupos G2 e G4 os ovarios com CL (41,33% e
39,01%) produziram mais embrides (p<0,05) do que
o0s ovarios sem CL (31,67% e 25,80%), mas no G1
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ndo houve diferenca entre os ovarios com e sem CL
(p>0,05) (Tabela 3).
A taxa de prenhez ndo variou em nenhum
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grupo (p>0,05) e nem foi influenciada pela presenca
ou ndo do CL (Tabela 4).

Tabela 4- Médias das taxas de prenhez em receptoras inovuladas com embrifes originarios de ovocitos do
ovario com CL, do ovéario sem CL e dos dois ovarios das doadoras, nos grupos G1, G2 e G4

Taxa de Prenhez — com Taxa de Prenhez — sem

Grupos Taxa de Prenhez (%) CL (%) CL (%)

Gl 30,54 a 30,46 (£27,92) a,A 30,62 (£27,77) a,A
G2 36,10 a 40,68 (£31,33) a,A 31,50 (£30,32) a,A
G4 31,51a 36,13 (£29,41) a,A 26,88 (+29,16) a,A
CV (%) 89,71

Ovaérios com CL 35,76 x

Ovarios sem CL 29,67 x

Meédias seguidas de letras iguais minusculas nas colunas e maitsculas nas linhas ndo diferem entre si pelo teste de Tukey com 5% de

significancia.
CV = Coeficiente de Variagdo.

Tabela 5- Proporc¢édo dos sexos de fetos originarios das prenhezes do ovario com CL e do ovario sem CL das
doadoras dos grupos G1, G2 e G4.

Grupos Fémeas Machos Total de prenhez aos 60 dias
G1com CL 36 (53,73%) a,A 31 (46,27%) a,A 67

Glsem CL 37 (53,62%) a,A 32 (46,38%) a,A 69

G2 com CL 47 (46,53%) a,A 54 (53,47%) a,A 101

G2 sem CL 31 (46,27%) a,A 36 (53,73%) a,A 67

G4 com CL 71 (55,47%) a,A 57 (44,53%) a,A 128

G4 sem CL 43 (51,81%) a,A 40 (48,19%) a,A 83

Médias seguidas de letras iguais minusculas nas colunas e mailsculas nas linha, ndo diferem entre si pelo teste de comparagéo

multipla de proporcdes, com 5% de significancia.

Em relagdo ao sexo dos fetos, considerando-
se a producdo dos ovarios com e sem CL, 0s grupos
G1, G2 e G4 (Tabela 5) ndo apresentaram diferengas
na proporcao de fetos do sexo feminino e masculino,
tanto entre os grupos como dentro de cada grupo
(p>0,05).

Quanto & proporcdo do sexo fetal avaliada
neste trabalho, observou-se que a producdo de
fémeas e de machos foi semelhante (p>0,05) tanto
entre 0s cinco grupos como dentro dos grupos, com
uma média de 52,35% de fémeas e 47,65% de
machos.

Os grupos G3 e G5 que ndo possuiam CL em
nenhum dos ovarios no dia da aspiracdo ou no dia da
colocagdo do implante apresentaram algumas
diferencas. Os animais do grupo G3 foram
estimulados com protocolo hormonal & base de
progestageno, mas mesmo assim ndo obtiveram
maior concentracdo de P, sérica (Tabela 7) e ainda
produziram menos ovocitos totais, representando

menor recrutamento folicular (Tabela 6).

Para a anélise da concentracdo sérica de P,
foram obtidos os dados de 30% dos animais de cada
grupo, num total de 15 wvacas, escolhidas
aleatoriamente antes das coletas, a fim de identificar
se houve influéncia dos niveis séricos de
progesterona sobre as variaveis analisadas neste
trabalho (Tabela 7).

O grupo G1, de vacas gestantes, apresentou a
maior concentracdo seérica de progesterona com
média de 18,47ng/mL. A média da idade gestacional
dessas 15 vacas selecionadas para analise de P, foi
de 3,4 meses. O grupo G4, que se caracterizou pela
presenca de CL em vacas vazias e ciclicas, sem
serem submetidas ao protocolo de sincronizacdo de
estro, apresentou a segunda maior concentracio
sérica com 8,40ng/mL. J& os grupos G2, G3 e G5
apresentaram igualmente as menores concentragdes
de P4, provavelmente devido a lutedlise promovida
no G2 e a auséncia de CL no G3 e no G5. Mesmo se
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considerando as diferentes concentracdes
progesterona entre os grupos, verificou-se que nestes
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de animais avaliados ela ndo exerceu diferenga em

nenhuma das variaveis (Tabela 7).

Tabela 6- Médias de producéo e qualidade de ovécitose embrides e taxa de prenhez dos grupos G3 e G5

Média de ovécitos Ovacitos viaveis Embrides viaveis Taxa de Prenhez

Grupos aspirados (%) (%) (%)

G3 26,58 (+21,24) a 78,27 (+17,36) a 29,49 (+22,61) a 37,03 (+30,79) a
G5 40,36 (+34,25) b 83,39 (+11,28) a 29,64 (+19,39) a 3520 (+29.21) a
CV (%) 85,15 18,11 71,25 82,08

Médias seguidas de letras iguais nas colunas nao diferem entre si pelo teste de Tukey com 5% de significancia.

CV = Coeficiente de Variagéo.

Tabela 7- Médias de produgéo e qualidade de ovdcitos e embrides e taxa de prenhez de todos os grupos, em
relacdo a concentragdo sérica de progesterona

Concentragdo de Ovocitos

Ovécitos viaveis Embrides viaveis

Taxa de Prenhez

Grupos  p mg/mL) aspirados (%) (%) (%)

Gl 1847 (+4.97)a  36,73(+2346)a  82.93(+11,29)a  40,15(x21,18)a  25,95(+19,27)a
G2 153 (+1,31)c  3833(+2430)a  8408(+838)a  3263(x17,31)a  42,95(+30,06)a
G3 280 (+2,40)c  30,93(+2953)a  71,66(+20,08)a  3540(x30,23)a  34,64(+34,99)a
G4 840 (+1,81)b  5140(+2552)a  8337(+650)a  29.87(x16,17)a  27,91(+19,77)a
G5 095 (+040)c  40,20(+1898)a  80.32(+12,22)a  24,77(x20,19)a  21,75(+2143)a
CV(%) 42,86 62,24 15,65 66,32 84,48

Médias seguidas de letras iguais nas colunas nao diferem entre si pelo teste de Tukey com 5% de significancia.

CV = Coeficiente de Variagéo.

DISCUSSAO

Avaliando-se a importancia da presenga do
CL em um dos ovarios e comparando-se com
animais sem CL, este trabalho ndo encontrou
diferencas nas varidveis analisadas entre 0s grupos
G4 e G5, que foram de animais ndo gestantes, com e
sem CL, respectivamente.

Os dados, entdo, discordam dos achados por
REIS et al. (2002), que encontraram em novilhas
Simental maior ndmero de ovocitos coletados
(7,2+0,47 vs 5,7+0,44, p<0,05), quando o CL esta
ativo no ovario, e também de REIS et al. (2006), que
relataram a presenga do CL em vacas Holstein
Friesian como fundamental para melhorar as
caracteristicas avaliadas na PIV, em relagdo aos
animais em fase folicular e sem o CL. Esses autores
encontraram maior nimero de ovocitos coletados
dos dois ovérios (10,87+1,01 vs 7,05+0,91,
p<0,001), maior porcentagem de ovOcitos viaveis
(62,28% vs 54,46%, p<0,05), mais zigotos que
clivaram (59,03% vs 4552%, p<0,05) e maior
namero de embrides aos 7 dias apos a FIV (44,23%
vs 31,48%, p<0,05), para os grupos com CL em
relacio  aos  sem CL, respectivamente.
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MANJUNATHA et al. (2007) também encontraram,
ao trabalharem com ovarios oriundos de abatedouro,
maiores taxas de clivagem (57,0% vs 43,6%, p<0,05)
e de embrides transferiveis (19,4% vs 8,8%, p<0,05)
a partir de ovarios que continham CL, com ou sem
foliculo dominante (FD), em relacdo aos ovarios sem
CL e sem FD, respectivamente.

No entanto, este trabalho concorda com
outros autores, quando dizem que o CL em um dos
ovarios ndo foi importante para as caracteristicas de
producdo in vitro de embrides, quando comparados
com animais que ndo o possuem. MACHATKOVA
et al. (2000) encontraram mais ovdcitos viaveis
(p<0,05) em doadoras Holstein sem CL (8,0+0,6) do
que nas doadoras com CL  (3,3+0,5).
MACHATKOVA et al. (2004) relataram que 0s
melhores ovdcitos foram obtidos de ovérios em que
0 CL ainda estava em formacéo, por volta do dia 3
pos-cio, ndo sendo importante a presenca de um CL
funcional para melhorar a qualidade ovocitaria. Eles
encontraram taxas de producdo de embrides de
30,3% e 14,9% (p<0,01) em ovarios sem e com CL,
respectivamente. CHIAN et al. (2002) néo
encontraram diferenca (p>0,05) em numero de
ovacitos coletados totais (22,7 com CL vs 26,05 sem
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CL) e nem na produgéo de embrides (30,4% com CL
vs 30,2% sem CL) em taurinos. REIS et al. (2002)
ndo observaram diferencas na porcentagem de
ovacitos vidveis (55+3% vs 47+3%, p>0,05) e na
producdo de embrides (24+3% vs 26+4%, p>0,05),
para 0s grupos com CL ativo e ausente,
respectivamente.

Neste trabalho, para se avaliar a influéncia
local do CL, realizou-se, também, comparacédo entre
0S grupos que possuiam corpo liteo (G1, G2, G4),
confrontando-se os resultados do ovario com e sem
CL. Observou-se que, nesses grupos, 0s animais
produziram mais embrides de ovécitos oriundos de
ovarios com CL do que de ovarios sem CL (40,93%
vs 31,63%, p<0,05). Esses resultados discordam de
TAKUMA et al. (2007), que ndo encontraram
diferenca (p>0,05) entre a producdo do ovario com
CL e sem CL, sendo os resultados obtidos,
respectivamente, 57,5% e 65,7% para taxa de
clivagem e 23,6% e 32,1% para producdo de
embrides viaveis. Eles ressaltam que a presenca local
de um CL no ovério nédo afeta a dindmica folicular e
nem o desenvolvimento de blastocistos apds a OPU.
SUGULLE et al. (2008) também ndo encontraram
diferenca estatistica entre os ovarios (29,0% com CL
vs 30,7% sem CL) na producdo de blastocistos.
Quanto aos ovécitos totais coletados neste trabalho,
0s ovarios com e sem CL foram semelhantes (16,94

vs 18,00, respectivamente), concordando com
SUGULLE et al. (2008), que também nao
encontraram diferencas estatisticas nessa

caracteristica a partir de ovarios de abatedouro.

A sincronizacdo de onda folicular para a
realizacdo da OPU também foi avaliada. Neste
trabalho os grupos G2 e G3 foram submetidos a
implantes de P, com aplicacdo de PGF,, no dia zero,
sendo que G2 possuia CL e G3 ndo. Na comparacao
com o0s demais, esses dois grupos apresentaram
menos ovacitos totais aspirados (29,40 e 26,58) que
G4 (44,08), que ndo era submetido ao implante.
Quando se comparou G2 com o0s demais que
continham CL (G1 e G4), notou-se que o tratamento
hormonal ndo melhorou nenhuma variavel analisada.
Quando se comparou G3 com G5, sendo que
nenhum possuia CL e G5 ndo foi submetido ao
tratamento hormonal, concluiu-se que G3 (26,58)
produziu menos ovdcitos totais aspirados que G5
(40,36) e foram semelhantes nas demais
caracteristicas.

Os resultados encontrados neste trabalho
concordam com CHAUBAL et al. (2007), em que os
protocolos hormonais, a base de progesterona
sintética, ndo melhoraram a resposta folicular e ainda
produziram menos blastocistos do que vacas sem 0
dispositivo de P4, pois o0s resultados subiram de
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1,33+0,4 para 2,89+0,4 blastocistos/vaca/sessdo de
OPU (p<0,05), quando ndo se utilizaram os
implantes. Essa conclusdo também foi feita por
GOODHAND et al. (2000), que nao observaram
vantagens em sincronizar a onda folicular para a
OPU com implante de P, associado a estradiol 17,
sendo importante apenas a utilizagdo de FSH para
aumentar o nimero de ovécitos coletados, ja que o
numero de foliculos aspirados saltou de 17,7+1,60
em animais ndo tratados para 23,6+1,97 em animais
tratados com FSH (p<0,05). RAMOS et al. (2010)
também ndo encontraram vantagens na utilizacdo do
implante de P, associado a BE nem mesmo com a
remocdo do FD, ndo havendo incremento na
guantidade e qualidade de ovécitos e nem no numero
de embrides produzidos.

Os resultados deste trabalho discordam dos
de PFEIFER et al. (2009), que encontraram em
animais mesticos (zebuinosxtaurinos), submetidos a
tratamento com P, exdgena, maior ndmero de
ovdcitos totais (6,80 vs 3,40, p<0,05), mais ovAdcitos
viaveis (64,85% vs 46,60%, p<0,05) e mais
blastocistos (1,05 vs 0,4, p<0,05) produzidos por
OPU do que o grupo sem P, exdgena,
respectivamente.

No entanto, BACELAR et al. (2010)
submeteram novilhas Nelore ao mesmo protocolo
hormonal deste estudo e obtiveram média de 8,07
ovacitos totais aspirados e ainda 78,76% de ovocitos
viaveis, enguanto neste trabalho conseguiu-se maior
guantidade de ovdcitos totais (média de 27,99), mas
semelhante porcentagem de ovdcitos vidveis (média
de 80,21%).

BACELAR et al. (2010) afirmam que a
auséncia de CL no momento da aspiragdo folicular
apresenta varios aspectos favoraveis, dentre os quais
a maior facilidade de localizacdo e puncdo dos
foliculos, bem como a reducgdo da perfusdo vascular,
com menor captacdo de sangue, justificando a
utilizagdo do luteolitico.

Quanto a categoria de vacas gestantes,
TAKUMA et al. (2010) concluiram que estas
tiveram  maiores taxas de clivagem e
desenvolvimento de blastocistos que vacas néo
gestantes  (p<0,05), mas com semelhantes
quantidades e qualidades de ovocitos coletados.
Neste trabalho, as gestantes ndo produziram mais
blastocistos e ainda produziram menos ovocitos
totais aspirados que vazias e ciclicas, concordando
com DOMINGUEZ (1995), que observou menos
foliculos aptos a aspiracdo em vacas gestantes do
que nas vazias e ciclicas.

Ao se avaliar a proporcdo do sexo dos fetos,
notou-se que ndo houve predominio de um grupo
sobre os demais em relagdo a um dos sexos e nem de
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um sexo dentro de cada grupo individualmente.
Esses fatos reforcam o entendimento de que a
definicdo do sexo independe do estado fisiologico da
fémea ou do ovario em que se originou o ovocito.
Esses dados discordam da maioria das producdes in
vitro com sémen convencional, como defendem
AVERY et al. (1991) e GUTIERREZ-ADAN et al.
(2001), que encontraram maiores proporgdes de
machos (70%) na PIV e CAMARGO et al. (2010)
com 76,9%; no entanto, concorda com MACHADO
et al. (2009), em que a proporcdo de machos e
fémeas manteve-se em 1:1, mesmo utilizando-se
diferentes touros e diferentes tratamentos, na
preparacdo do sémen para a FIV.

CONCLUSOES

A partir de estudo sobre fémeas bovinas
doadoras de ovocitos da raga Nelore conclui-se que a
aspiracdo de ovocitos de vacas com a presenca de
CL mostrou que os ovarios com CL produziram mais
embriGes viadveis aos sete dias poés-fecundagdo in
vitro, do que os sem CL; a producdo de embrides
provenientes de ovocitos de ovarios sem CL em
vacas gestantes foi maior, talvez pela maior
concentragdo de P, circulante; a utilizagcdo de
protocolos hormonais a base de progestageno por
cinco dias para a aspiragdo folicular das doadoras
ndo apresentou beneficios em relacdo a sua néo
utilizacdo; a aplicacdo de PGF,,. em vacas com CL,
submetidas a implante de progestageno, néo
melhorou a quantidade de ovdcitos totais coletados,
durante a puncdo folicular superficial dos ovarios; a
taxa de prenhez das receptoras ndo foi influenciada
pela situacdo fisiologica da doadora dos ovocitos, em
programas de PIV; a proporcdo entre 0s sexos dos
fetos ndo dependeu da situacdo fisiolégica da
doadora, quando o sémen utilizado na FIV foi
convencional. Portanto, o melhor critério de escolha
de doadoras Nelore ou de manejo para programas de
PIV é o conhecimento individual de cada animal ao
longo das sec¢des de OPU.
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