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RESUMO

A transferéncia intrafolicular de ovécitos imaturos (TIFOI) surgiu, de forma inovadora,
para a producao de embrides bovinos, por ser uma biotecnologia por associar os
beneficios da producdo in vivo e in vitro. O presente estudo objetivou analisar a
influéncia da injecdo intrafolicular no foliculo dominante das vacas ovuladoras sobre o
momento da ovulagdo. Os animais foram submetidos a um protocolo de sincronizagao
de estro, com a obtencdo de um foliculo dominante pré-ovulatério. Trés grupos
experimentais foram formados, com quatorze animais nos grupos “Controle” e “Inje¢ao
+ ovécito”, e dez animais no grupo “Inje¢cdo”. O primeiro grupo (Controle) foi submetido
apenas ao protocolo hormonal. O segundo grupo (Inje¢do), além do protocolo
hormonal, foi submetido também a injecdo intra-folicular. E o terceiro grupo
(Injecao+ovdcito) passou pelo mesmo processo descrito no grupo “inje¢ao”, entretanto,
foram injetados ovdcitos imaturos, provenientes de ovarios de abatedouro, para seu
foliculo por meio de injecao no foliculo dominante. Para avaliar a influéncia da injecao
no momento da ovulagdo, todos os animais foram submetidos a uma avaliacdo
ultrassonografica transretal apds 22 horas da aplicacdo do GnRH, de hora em hora, até
a ovulacdo propriamente dita. Os parametros analisados foram submetidos ao teste de
ANOVA, com 5% de significancia. Ndo houve diferenca estatistica (p>0,05) da injecdo
intrafolicular de ovdcitos imaturos no momento da ovulacdo (30,7 + 2,0) quando
comparado ao momento de ovulagdo dos animais do primeiro grupo (30,9 + 1,6) e
segundo grupo (30,7 + 2,5). O protocolo de sincronizacao de estro das ovuladoras pode
ser mantido.

Palavras-Chave: Embrido in vivo. Inje¢ao intrafolicular. Ovulagao.
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1. INTRODUCAO
A demanda pelo emprego de técnicas de reproducdo assistida em bovinos aumenta
gradativamente devido a busca pela multiplicagdo acelerada e eficiente de animais que
expressam caracteristicas econdmicas importantes. Dentre essas técnicas, a produgdo
de embrides in vivo por superestimulacdo ovariana (SOV) e a produc¢do de embrides in
vitro (PIVE) sdo as op¢des mais acessiveis para esta multiplicagdo.
Entretanto, tais técnicas possuem particularidades negativas, como: obedecer a um
intervalo de aproximadamente 40 dias entre os protocolos hormonais na SOV, e a
demanda por estruturas laboratoriais e meios de cultura complexos na PIVE. Diante
desta realidade, Spricigo et al., (2016) relatou recentemente, pela Embrapa Recursos
Genéticos e Biotecnologia, a técnica de transferéncia intrafolicular de ovécitos imaturos
(TIFOI), que consiste na transferéncia de ovécitos imaturos para o foliculo pré-
ovulatério.
A TIFOI surgiu entdo como uma terceira op¢ao para a producdo de embrides bovinos,
por associar a aspiragao folicular orientada por ultrassonografia (OPU), utilizada na PIVE,
e as vantagens da producdo in vivo. Trata-se de uma tecnologia vantajosa para o
mercado agropecuario devido a dispensabilidade do uso de hormoénios para a
estimulacdo de multiplas ovula¢des; melhor qualidade de embrides devido a producdo
ser totalmente in vivo; a viabilidade da doadora e a isen¢ao da necessidade de meios de
cultivo complexos, equipamentos e estruturas laboratoriais (Spricigo e Dode, 2017).
Entretanto, concomitantemente as vantagens descritas, Spricigo et al. (2016) relatou
uma menor eficiéncia da TIFOI quando comparada com os procedimentos de producdo
de embrides in vitro. Diante disso, faz-se necessario a realizacdo de mais estudos com o
objetivo de aumentar a eficiéncia e a aplicabilidade desta técnica nos programas de
reproducdo animal.
Frente a tais circunstancias, objetivou-se com o presente estudo analisar a influéncia
dainjecdo intra-folicular no foliculo dominante das vacas ovuladoras sobre o momento
da ovulagao e identificar o momento da ovulacdao em vacas submetidas as injecdes em

seus foliculos dominantes com o auxilio da ultrassonografia.



2. FUNDAMENTAGCAO TEOGRICA
A produc¢do animal se tornou uma atividade extrativista no século XX, e deixou de ser
considerada uma pratica apenas de subsisténcia. Houve uma demanda gradual por
animais que apresentassem um melhor desempenho e que fossem mais adaptados as
diversas condicbes ambientais. Diante disso, iniciaram-se o0s programas de
melhoramento genético que buscaram a otimiza¢ao dos indices de produtividade e da
eficiéncia reprodutiva a fim de suprir a demanda populacional pelos alimentos de
origem animal (COUTINHO, DO ROSARIO E JORGE, 2010).
O uso das técnicas de reproducdo assistida é comum em programas de melhoramento
genético para disseminar, de uma maneira rapida e eficiente, animais geneticamente
superiores que expressam caracteristicas econOmicas importantes. Entre essas técnicas,
a producdo in vivo de embrides com superestimulacdo ovariana pelo uso de hormonios
(SOV-TE) e a producdo in vitro de embrides (PIVE) associada a aspiracao folicular por
ultrassonografia (OPU) sdo atualmente as opgdes disponiveis para otimizar o uso do
genoétipo das fémeas.
No Brasil, os primeiros registros de transferéncia de embrides produzidos in vivo
efetuaram-se na década de 1980 e, no final da década de 1990, o mercado de producao
e transferéncia de embrides bovinos ja havia se consolidado (RUBIN, 2005 apud VIANA
etal., 2018).
Considerado como o maior produtor de embrides bovinos in vitro, em 2007 o Brasil foi
responsavel por 48% do total mundial, com destaque as racas zebuinas de corte, que
representavam 99,3% do total dos embriGes PIVE (VIANA et al., 2018).
De acordo com Viana (2018), o marco histérico foi no ano de 2017, onde foi registrado
pela Sociedade Internacional de Tecnologia de EmbriGes (IETS) a transcendéncia do total
de embrides PIVE frente aqueles gerados in vivo: 992.289 e 406.287, respectivamente.
Esta consolidacdo se deu ndo mais apenas por embrides produzidos em racas zebuinas
de corte, mas também nos demais segmentos: taurinos e zebuinos, leite e corte.
As metodologias disponiveis (SOV-TE e PIVE) sdo capazes de aumentar a quantidade de
bezerro/vaca/ano, porém, peculiaridades em cada técnica conferem vantagens e
desvantagens a ambas. Enquanto a SOV é, em teoria, capaz de produzir um embrido de
melhor qualidade, ela gera uma alteragdo hormonal, em decorréncia da utilizacdo do

hormonio foliculo estimulante (FSH). Motivo pelo qual um intervalo de 40 a 60 dias entre



protocolos deve ser respeitado. Em contrapartida, a PIVE é uma opc¢do interessante, pois
a doadora pode ser submetida a OPU, quando respeitados os cuidados com a técnica,
duas vezes por semana. Porém, os ovdcitos obtidos devem passar pelos processos de
maturacdo, fecundacgao e cultivo in vitro. Durante esses processos os ovocitos e zigotos
estdo sujeitos aos efeitos negativos do sistema in vitro, o que resulta em embrides de
pior qualidade, comparado aos produzidos in vivo (SUDANO et al., 2012).

Para superar as limitacdes do cultivo in vitro, varios métodos experimentais in vivo ou in
vitro, tém sido investigados. O papel crucial das tubas uterinas para o desenvolvimento
precoce do embrido ja estd bem estabelecido (BESENFELDER et al., 2012). Para a
comprovacdo disto, tubas uterinas de camundongos (RIZOS et al., 2007), coelhos e
ovelhas (RIZOS et al., 2002) ja foram utilizadas para o cultivo embrionario a partir de
zigotos obtidos in vitro para a melhorar a qualidade dos embrides. De fato, quando os
embrides sdao cultivados totalmente in vitro a qualidade é inferior quando comparados
aos embrides cultivados em sistemas mistos, maturacdo e fecundacao in vitro e cultivo
in vivo (RIZOS et al., 2002).

Modificaces e reorganizacdes de organelas, além do avanco da meiose para o estagio
de metafase Il, caracterizam a maturacdo ovocitdria. Estes eventos podem ser
influenciados pelo sistema e pelas condicdes de cultivo dos complexos cumulus CCOs
(WARZYCH et al., 2007).

As condicbes de cultivo comumente utilizadas para a maturacdo e cultivo in vitro
envolvem o uso de soro fetal bovino (SFB) e alta tensdo de oxigénio. Por sua vez, o SFB
possui compostos indefinidos e aliado a altas tensdes de 02, quando utilizado no cultivo
embriondrio ou maturacdo ovocitdria, pode alterar as caracteristicas dos ovécitos e
embribes (RIZOS et al., 2002).

Resultados prévios mostraram que apesar de ser possivel ter um incremento na
producdo de blastocisto (50%) com a utilizagdo de ovécitos maturados in vitro, a
maturacdo in vivo é capaz de aumentar os indices de desenvolvimento embrionario
cerca de 15%, alcancando os 65% (SPRICIGO et al., 2015).

Uma associacdo dos beneficios da producgdo in vivo, com embrido de melhor qualidade,
e da producdo in vitro, com menor desgaste e auséncia de residuos hormonais na
doadora e maior quantidade de embrides, seria, portanto, a opc¢do ideal para a produgao

de embrides de alta qualidade e baixo custo (SPRICIGO et al., 2016)



A injecdo de ovocitos imaturos em um foliculo prestes a ovular é uma proposta para
atender esses requisitos. A ideia dessa técnica é que varios ovdcitos imaturos obtidos
por OPU possam ser de uma doadora, possam ser injetados em um foliculo dominante
de uma receptora, onde passariam por todo o processo fisiolégico de maturagao,
liberacdo durante a ovulagao, fecundacao e desenvolvimento embrionario inicial in vivo.
A receptora dos ovécitos seria submetida a um protocolo convencional de indug¢do do
estro, que apds a injecdo dos ovécitos em seu foliculo dominante seria inseminada,
abrigando os embrides até o dia em que seriam coletados e transferidos para receptoras
definitivas (SPRICIGO E DODE, 2017).

A ovulagdo, um dos eventos do ciclo ovariano, ocorre quando ha o pico pré-ovulatério
de hormoénio luteinizante (LH). Este, induz a retomada da meiose e a maturacdo do
ovécito por meio de mudancas nos niveis de adenosina 3’, 5’-monofosfato ciclico (AMPc)
e ativacdo do fator promotor da meiose (MPF) (VAN DEN HURK E ZHAO, 2005).
Inicialmente, antes do rompimento da vesicula germinativa, o LH induz um pico
transitorio de AMPc, o qual leva a diminui¢do nos niveis de guanosina monofosfatada
ciclica (GMPc), que promove a diminui¢dao do efeito inibitério da fosfatidilesterase 32
(PDE3A). Tal liberagdo, leva a uma diminui¢ao da concentragdo de AMPc, fato essencial
para a defosforilacdo da proteina quinase A (PKA) e ativacdo do MPF, responsavel pela
retomada da meiose (NORRIS et al., 2009; VACCARI et al., 2009; SPRICIGO E DODE,
2017).

Os CCOs ovdcitos perdem a acdo do GMPc folicular quando retirados do ambiente
folicular durante a OPU, o que leva a uma rdpida ativacao do PDE3A do ovécito e ao
decréscimo dos niveis de AMPc, o que induz a ativacdo da PKA e retomada espontanea
da meiose (TRIPATHI, KUMAR E CHAUBE, 2010). Neste contexto, o periodo da coleta dos
ovécitos é imprescindivel para o sucesso da maturacdo (SPRICIGO E DODE, 2018).

Para que os niveis de AMPc ndo diminuam levando a inativa¢do da PKA, os CCOs devem
receber nutrientes e fatores que inibam a ativacdo da PDE. Deste modo, todo o processo
da TIFOI (coleta, selecdo e transferéncia intrafolicular) deve ser realizado em liquido
folicular, o qual possui os nutrientes necessarios para inibir a PDE e evitar a retomada
da meiose (GILCHRIST et al., 2016).

O primeiro relato de transferéncia intra-folicular de ovécitos para um foliculo pré-

ovulatdrio de uma receptora intermediaria foi realizado em éguas por Fleming e
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colaboradores em 1985 (FLEMING E KUEHL, 1985). Estes mesmos autores relataram o
primeiro embrido produzido em bovinos, utilizando a técnica de inje¢do intra-folicular
com ovécitos. Enquanto Fleming e seus colegas tiveram acesso aos ovarios por uma
incisdo flanco, Hinrichs e DiGiorgio foram os primeiros a adaptarem essa técnica a
equinos (HINRICHS et al., 1991). Esses autores utilizaram um trocater e uma canula na
parede abdominal na drea do flanco, que permitiu a passagem de uma agulha, através
da canula, para perfurar a parede exterior do foliculo (HINRICHS et al., 1991). Apds esse
relato, a técnica foi melhorada e passou a ser realizado com o auxilio de um ultrassom
transvaginal em equinos (GOUDET et al., 1997), bovinos (BERGFELT et al., 1998) e
humanos (WERNER-VON DER BURG et al., 1993).

A TIFOI foi realizada por Spricigo et al. (2016) e desta, todas as gestacdes detectadas
vieram a termo com o nascimento de 4 bezerros dos quais um foi originado do ovécito
da ovuladora identificado por teste de paternidade através de exames de DNA. Deste
modo, é comprovado que tal técnica é capaz de produzir embrides vidveis e bezerros
saudaveis.

Entretanto, a eficiéncia desta técnica ainda precisa ser melhorada, e um dos processos
a ser explorado é a sincronizagdo do estro da ovuladora, onde Spricigo e Dode (2018)
afirmam que a utilizacdo de diferentes protocolos pode ser aplicada, entretanto
necessita-se de novas avaliagdes com o acompanhamento do momento da ovulagao.
Isto posto, apds a comprovagao da funcionalidade da técnica, faz-se necessario seu

desenvolvimento de forma mais eficiente.
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3. METODOLOGIA
Para a realizacdo do experimento, foram utilizadas 38 vacas da rac¢a nelore, com média
de 450kg e idade entre trés e quatro anos. Estas foram mantidas a pasto e com
fornecimento de agua ad libitum.
Os animais foram submetidos a um protocolo de sincroniza¢do do ciclo estral no qual
objetivou-se a indu¢do do animal ao estro, com a obtenc¢do de um foliculo dominante
pré-ovulatério. Iniciou-se o protocolo no dia -10 (D-10), com a inser¢do do implante de
progesterona (Primer Tecnopec, Sdo Paulo, Brasil) associado a aplica¢do (i.m.) de 2mg
de Benzoato de Estradiol (RIC-BE, Brasil). No dia -2, foram aplicados 2 ml (i.m.) de
Prostaglandina F2a (0,150 mg de d- Cloprostenol) (Prolise ARSA S.R.L, Argentina)
juntamente com a remocdo do implante de progesterona, e no dia -1, foi administrado
1 mg de Benzoato de Estradiol (i.m.). No dia DO administrou-se um andlogo do GnRH
(Gestran®, Tecnopec, Sdo Paulo, Brasil) as 52 horas apds a remogao da P4, como indutor
de ovulagao.
A partir desse momento, trés grupos experimentais foram formados, com quatorze
animais nos grupos “Controle” e “Injecdo + ovécito”, e dez animais no grupo “Injecdo”.
O primeiro grupo (Controle) foi submetido apenas ao protocolo hormonal. O segundo
grupo (Injecdo), além do protocolo hormonal, foi submetido também a injecdo intra-
folicular, porém sem a introducdao de ovdcitos neste foliculo. J& o terceiro grupo
(Injecao+ovécito) passou pelo mesmo processo descrito no grupo “injecdo”, entretanto,
foram injetados ovdcitos imaturos, provenientes de ovarios de abatedouro, para seu
foliculo por meio de injecao no foliculo dominante.
Para a injecdo nos grupos (injecdo e Injecao + ovdcitos), os animais foram contidos em
tronco de contengado bovino, e apds a antissepsia local realizou-se a anestesia epidural
baixa com lidocaina 2% (Anestésico L Pearson, Eurofarma, Brasil). Utilizou-se uma guia
transvaginal (WTA, Brasil), contendo um transdutor de ultrassom convexo de 7,5 mHz
(Mindray, USA). Na guia transvaginal um mandril foi acoplado, montado com um sistema
fechado, contendo em uma das extremidades uma seringa de insulina e na outra
extremidade uma agulha 27 G. Os CCOs imaturos foram alocados por pressdo negativa,
dentro da agulha junto ao liquido folicular, num volume final de 60 uL. Todo o sistema

foi preenchido por PBS. A guia foi entdo posicionada no férnix vaginal e direcionada para
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o mesmo lado do ovario contendo o foliculo dominante. A agulha perfurou o férnix e a
parede do foliculo e logo apds injetou-se todo o volume da agulha, contendo os CCOs.
Para avaliar a influéncia da injecdo no momento da ovulacdo, todos os animais foram
submetidos a uma avaliagdo da ovulagdo, a cada 6 horas, por meio de avaliagdo
ultrassonografica transretal e, apds 22 horas da aplicacdo do GnRH, foram avaliados de
hora em hora, até a ovulagdo propriamente dita.

Para a avaliacdo estatistica dos dados obtidos, utilizou-se o programa “Prism Graphpad
6.0”. Os parametros analisados foram submetidos ao teste de ANOVA, com 5% de

significancia), e as médias foram comparadas pelo teste de Tukey.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO
Através deste experimento, como exposto na tabela 1, ndo foi observado, por meio da
avaliacdo do tempo de ovulagdo pds inducdo com GnRH, influéncia da injecdo
intrafolicular de ovécitos imaturos no momento da ovulagdao quando comparado ao
momento de ovulacdo dos animais dos grupos “controle” e “injecdo com liquido

folicular (LF)”.

Tabela 1: Efeito da injecdo de TIFOI no momento da ovulacdo e no diametro folicular.

Numero Tempo de Didmetro
de ovulacdo pds folicular Diametro folicular
Animais  indugdo (horas) Oh(mm)* ovulagao (mm)**
Controle 14 30,9+1,6° 11,1+1,2°8 10,7 +1,7°
Injecao LF 10 30,7+2,5° 11,6+1,1° 9,7 £2,1%
Injecdo + OVécitos 14 30,7 £2,0° 12,1+1,52 8,7 +1,2

Letras distintas entre valores na mesma coluna diferem entre si (p<0,05), pelo teste de ANOVA.
*Momento Oh: Avalia¢do feita no momento da aplicagdo de GnRH.
**Avaliagdo feita duas horas antes da constatagdo da ovulagdo

A injecdo intrafolicular interferiu no diametro folicular, mensurado antes da injecdo e
momentos antes da ovulacdo, nos grupos “injecdao com LF” e “Injecdo + Ovdcito” (tabela
1). Entretanto, ndo afetou o momento da ovulagdo destes grupos, que ocorreu préximo
ao momento de ovulacdo do grupo “controle”.

A reducdo no diametro folicular dos grupos que receberam a inje¢ao pode ter ocorrido
devido ao acréscimo de volume no interior do foliculo, proveniente da adicao de
conteudo (liquido folicular ou liquido folicular com ovdcitos) uma vez que ndo se tem
bem estabelecido para esta técnica a quantidade de ovécitos adequada a ser injetada
(SPRICIGO E DODE, 2017). Diante disso, pode-se inferir que, da mesma forma, ndo se
conhece o volume adequado de liquido folicular a ser inserido nos foliculos. Uma
guantidade muito alta podera levar a um aumento excessivo da pressdo interna na
estrutura, ocasionara um maior extravasamento de liquido através do orificio formado
a partir da injecdo folicular.

Diante dos dados obtidos e das avaliagdes estatisticas constatou-se que o protocolo de
sincronizacdo do estro da ovuladora (-10 [D-10], insercdo do implante de progesterona
associado a aplicacdo [i.m.] de 2mg de Benzoato de Estradiol; No dia -2, aplicacdo de 2
ml [i.m.] de Prostaglandina F2a juntamente com a remocdo do implante de

progesterona, e no dia -1, administracao de 1 mg de Benzoato de Estradiol [i.m.]; No dia
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DO, aplicacdo de um andlogo do GnRH as 52 horas apds a remogdo da P4, como indutor
de ovulagdo) pode ser mantido, tendo em vista que nao houve alteragdo no momento
da ovulacdo daqueles animais que foram submetidos a injecdo intrafolicular de liquido
folicular e de ovdcitos imaturos, comparado ao grupo controle, no qual ndo houve

manipulagao ovariana.
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5. CONSIDERAGOES FINAIS

A TIFOI é uma tecnologia com competéncia para ser uma terceira opgao no mercado de
producdo de embrides bovinos. O alcance a fundamentacdo da sistematizacdo da
técnica é notdrio, tendo em vista que o protocolo de sincronizagdao de estro das
ovuladoras foi estabelecido por meio deste estudo.

Resultados satisfatérios ainda precisam ser alcangados e, visto que os indices ainda nao
sdo convincentes. Portanto, faz-se necessdrio a investigacdo da qualidade dos ovdcitos
e, por conseguinte, dos embrides pds injecao intrafolicular, entre outras alteragées que

esta injecdo pode causar a nivel estrutural e fisioldgico.
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