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Resumo

Abstract

Os objetivos do presente trabalho foram avaliar as caracteristicas morfométricas, quantidade e diametro dos
foliculos e qualidade dos COC’s (complexos cumulus oophorus) segundo o lado do ovario e presenca ou ndo
de corpo lateo (CL) em ovarios de vacas zebuinas. Foram utilizados 77 pares de ovarios coletados de fémeas
zebuinas Os ovarios foram separados segundo o lado (direito ou esquerdo) e presenca ou nio de CL. A seguir,
os foliculos ovarianos foram contados e classificados de acordo com o didmetro folicular em Classe 1 (< 5 mm);
Classe 2 (5 a7 mm); Classe 3 (> 7 mm). Os foliculos foram aspirados com agulha 40 x 12 acoplada em seringa de
10 mL e os odcitos recuperados foram classificados segundo a qualidade em grau I, I e 11, desnudo e atrésico.
As medidas obtidas nio variaram de acordo com o lado do ovario; no entanto, o comprimento, a espessura e a
largura foram significativamente (P < 0,05) maiores em ovarios que apresentaram CL. A quantidade de foliculos
Classe 2 (5 - 7 mm) foi maior (P < 0,05) em ovario com CL e de Classe 3 (>7 mm) foi maior (P < 0,05) no ovario
direito. A incidéncia de CLs inclusos ocorreu tanto no ovario direito (61,29%) quanto no esquerdo (58,33%).
N3o houve diferenca na qualidade dos odcitos comparando-se o lado do ovario, nem tampouco a presen¢a de
CL. Concluiu-se que o lado do ovario e a presenca de CL ndo alteram a qualidade dos odcitos de fémeas zebuinas.

Palavras-chave: CL incluso e protuso. Foliculo antral. OPU.

The objectives of this work were to evaluate morphometric characteristics of the ovaries, number and di-
ameter of follicles and quality of COCs (cumulus oophorus complexes) from right and left ovaries, with or
without corpus luteum (CL) of Zebu females. For this, 77 ovary pairs of Zebu females were collected from the
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slaughterhouse. The ovaries were separated according to the side (right or left) and presence or absence
of CL. The follicles were dissected, counted and classified according to their diameter in: Class 1 (<5 mm),
Class 2 (5 to 7 mm), Class 3 (> 7 mm). Immediately after, the follicles were aspirated with a 10 mL syringe
with a needle 40 x 12 mm and retrieved oocytes were classified according to their quality in grade I, I,
111, desnuded and atretic. The measurements obtained did not differ between the right and left ovaries.
However, the length, width and thickness were significantly (p < 0.05) bigger in the ovaries with CL than
in ovaries without CL. There were more Class 2 follicles in ovaries with CL (p < 0.05). The number of
Class 3 follicles was greater in the right ovary than in the left ovary (p < 0.05). The incidence of included
CLs was 61.29% in the right ovary and 58.33% in the left ovary. There was no significant difference in
the quality of oocytes between the ovaries from each side or between the ovaries with or without CL. In
conclusion, the ovary side (right or left) and the presence of CL do not interfere in the quality of oocytes
Zebu females.

Keywords: Protruded and included CL. Antral follicle. OPU.

Introducao

As técnicas de aspiracdo folicular guiada por ul-
trassonografia (OPU) seguida da producao de em-
brido in vitro (PIV), a partir de o6citos obtidos de
doadoras de alto mérito genético, evoluiram e hoje
sdo adotadas pelos criadores.

Sabe-se que odcitos maturados in vitro geram
taxas embriondrias inferiores aqueles maturados
in vivo (BLONDIN et al., 2002). O crescimento do 06-
cito dentro do foliculo ovariano é determinado por
grande nimero de fatores que influenciam a viabili-
dade e competéncia para o desenvolvimento in vitro
(CASTILHO et al., 2007).

Odcitos de boa qualidade sdo requisitos impor-
tantissimos para o sucesso da fertilizagdo in vitro
(FIV), pois a qualidade dos odcitos esta diretamente
ligada ao sucesso das taxas de desenvolvimento em-
brionario. Embora a aparéncia nio assegure a capa-
cidade dos odcitos de se desenvolverem in vitro ser-
ve como indicador de sua viabilidade (FERNANDES
et al,, 2001). Moléculas de RNA e de proteinas acu-
mulam-se no citoplasma dos o6citos durante a sua
fase de crescimento e sdo utilizadas para manter as
primeiras fases do desenvolvimento embrionario,
antes da ativagdo do genoma (BREVINI-GANDOLFI;
GANDOLFI, 2001). Assim, a avaliacdo das células do
cumulus quanto a compacta¢do e nimero de cama-
das, bem como homogeneidade do citoplasma, ain-
da é rotineiramente utilizada para a selecdo e clas-
sificacdo dos COC’s (LOONERGAN, 1992; PAVLOK;
LUCAS-HAHN; NEMANN et al., 1992).

Os COC’s podem ser recuperados dos ovarios
de fémeas bovinas em qualquer fase do ciclo es-
tral gracas a caracteristica do crescimento folicu-
lar nessa espécie, bem descrito apds varios traba-
lhos com ultrassonografia que se iniciaram no fim
da década de 1980 (GINTHER; KNOPF; KASTELIC
etal, 1989; FIGUEIREDO et al., 1997; GAMBINI et al,,
1998; KASTELIC; KNOPF; GINTHER, 1990; KOZICKI
etal,, 2005).

Durante o ciclo estral de bovinos ocorrem, na
maioria das vezes, duas ou trés ondas de cresci-
mento folicular em fémeas europeias (GINTHER;
KNOPF; KASTELIC, 1989), zebuinas (FIGUEIREDO
et al, 1997; GAMBINI et al, 1998) ou cruzadas
(CASTILHO et al., 2000; KOZICKI et al,, 2005). A onda
folicular que ira gerar o foliculo ovulatério esta re-
lacionada a duracdo da fase luteinica (KASTELIC;
KNOPF; GINTHER, 1990; KOZICKI et al., 2005) e
coincide com a liberacdo enddégena ou aplicacdo
ex6gena (BORGES et al,, 2003) de prostaglandina
F2a (PGF2a). Portanto a duragdo da fase luteinica
determina o nimero de ondas por ciclo estral.

A ovulagdo é um processo fisiolégico, no qual
0 odcito é liberado do foliculo ovariano, cujo objeti-
vo basico é a fecundacido. Apds a ovulagio, o CL ini-
ciara a secregio de progesterona que, por sua vez,
sera responsavel pela manutencdo da gestacdo,
caso esta ocorra (NISWENDER et al,, 1994; HAFEZ;
HAFEZ, 2004).

As mudancas ciclicas que ocorrem nos ovarios
em fungdo da formacgao e regressao de corpos liteos
e do surgimento e atresia das ondas de crescimento
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folicular podem dificultar a interpretacdo dos acha-
dos clinicos no exame ginecoldgico (NASCIMENTO
et al,, 2003), em virtude da grande variacdo na for-
ma e tamanho normais dos ovarios. A importancia
do exame ginecolégico para avaliacdo do aparelho
reprodutor de fémeas bovinas, nos casos de infer-
tilidade por inimeras causas ou na rotina do ma-
nejo reprodutivo para aplicacdo de biotécnicas é
inestimavel.

Os objetivos do presente trabalho foram ava-
liar as caracteristicas morfométricas, quantidade e
didmetro dos foliculos e qualidade dos COC’s (com-
plexos cumulus oophorus) segundo o lado do ovario
e presenca ou ndo de corpo luteo (CL) em ovarios de
vacas zebuinas.

Materiais e métodos

Foram utilizadas 77 pegas de aparelho repro-
dutor de fémeas bovinas abatidas em frigorifico.
Apds o abate as pecas eram submersas em solu-
¢do fisiolégica a 35 °C e enviadas ao laboratério
de Genética Molecular da Universidade do Oeste
Paulista (Unoeste). Os ovarios eram separados em
direito e esquerdo, com e sem CL, e mantidos em so-
lucdo fisiolégica a 35 °C.

Com auxilio de paquimetro, foram mensurados
o comprimento, espessura e largura de cada ovario.
Em ovérios com CL, a classificacdo dada foi incluso
ou protuso de acordo com sua inser¢do no estroma
ovariano. O corpo luteo foi definido em protruso,
quando apresentava a por¢ao luteal acima da super-
ficie do ovario e em incluso quando a ocupacao total
do tecido luteal localizava-se abaixo da superficie
do ovério (NEVES et al,, 2002; RAMOS et al., 2008).

A seguir, todos os foliculos visualizados na re-
gido cortical do ovario eram contados, medidos e
classificados em uma das trés classes de didmetro
folicular: Classe 1 (< 5mm); Classe 2 (5a 7 mm) e
Classe 3 (> 7 mm) (CASTILHO et al,, 2007). Na se-
quéncia, os foliculos ovarianos eram aspirados
com agulha 40 x 12 acoplada em seringa de 10 mL.
O fluido folicular aspirado era colocado em placas
de Petri, os COC’s selecionados, contados e classifi-
cados de acordo com a qualidade em lupa estereo-
microscopica - Forty, American Optical Corporation.
A classificagdo baseou-se no aspecto morfolégico dos
COCs (LONERGAN, 1992), em cinco grupos: Grau |

(células compactas do cumulus com mais que trés
camadas); Grau II (células compactas do cumulus
com menos que trés camadas; Grau III (células do
cumulus com uma camada); Desnudo (auséncia de
camada celular) e Atrésicos (células do cumulus em
regressao celular). Os COC'’s classificados como grau
I, IT e Il foram considerados viaveis e os desnudo e
atrésicos nao viaveis (CASTILHO et al.,, 2007).

Os resultados de morfologia ovariana e classe fo-
licular (Classes 1, 2 e 3) foram submetidos a analise
de varidncia pelo teste F, com delineamento inteira-
mente casualizado (BANZATTO; KRONKA, 2006).
As variaveis: quantidade de odcitos aptos para a PIV
(GI, GII e GIII) e ndo aptos (desnudo e atrésico), o
lado do ovario e a presenga de CL foram calculadas
pelo teste de Qui-quadrado (?).

Resultados e discussao

No presente estudo, em ovarios de fémeas ze-
buinas, o comprimento, a largura e a espessura
do ovario direito foram 2,73; 2,04 e 1,71 cm e do
ovario esquerdo 2,67; 1,94 e 1,70 cm (Tabela 1).
Pimentel (1973), em vacas Gir, observou médias de
2,31; 1,40 e 1,10 cm, respectivamente para compri-
mento, largura e espessura do ovario esquerdo e
2,62; 1,27 € 0,92 cm para o direito, sendo inferiores
as obtidas no presente estudo. Ja Neves etal. (2002),
também estudando ovarios de vacas zebuinas, ob-
tiveram medidas semelhantes de comprimento,
largura e espessura do ovario direito (2,62; 1,71 e
1,21 cm) e do ovario esquerdo (2,57; 1,61 e 1,22 cm).
Achados similares foram observados por Chacur
et al. (2006) ao verificarem o comprimento, lar-
gura e espessura do ovario direito de 2,80; 1,83 e
1,56 e do ovario esquerdo 2,75; 1,95 e 1,65. Esses
dados sdo relevantes para a avaliagdo ginecolégica
de fémeas bovinas, pois a deficiéncia nutricional e a
hipoplasia congénita podem causar diminuicdo
no tamanho e na funcionalidade ovariana (PIMEN-
TEL, 1973).

As medidas obtidas nio variaram de acordo com
o lado do ovario (direito e esquerdo). No entanto, o
comprimento, a espessura e a largura foram signifi-
cativamente (p < 0,05) maiores em ovarios que apre-
sentaram CL. Chacur et al. (2006) observaram que a
largura do ovario esquerdo foi maior (p < 0,05) que
do direito, também estudando fémeas zebuinas.
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Tabela 1 - Médias, Desvio Padrao e Coeficiente de Variacao do comprimento (Comp), espessura (Esp), largura (Larg) dos
ovarios direito e esquerdo com e sem corpo luteo (CL) e quantidade de foliculos ovarianos Classe 1 (< 5mm),
Classe 2 (5-7 mm) e Classe 3 (> 7 mm) obtidos de vacas zebuinas abatidas

Fatores Comp Larg Esp Classe 1 Classe 2 Classe 3
(cm) (cm) (cm) Jx Jx Jx
Ovério D (n=77) 2,73 2,04 1,712 4,70 1,54 133
Ovario E (n = 76) 2,67° 1,94 1,702 4612 1,532 1,23
Com CL (n=54) 2,82 2,17° 1,85 4,50 1,66 1,29
Sem CL (n=99) 2,59 1,80° 1,550 482 1,42° 1,272
Teste F
Ovario (0) 0,62 0,038 A5 0,19 0,01 392
Corpo Lateo (CL) 6,66" 26,86™ 38,49 2,13% 8,13 0,19"
Interagao O x CL 1,56 1,85% 0,48 0,01 1,85% 0,22%
Desvio Padrao 0,52 0,35 0,34 0,82 0,51 0,30
CV.(%) 19,34 17,86 20,10 27380 33,09 23,71

Legenda: = ndo significativo (P > 0,05); *= significativo (P < 0,05); **= significativo (P < 0,01).

Nota: Letras iguais na coluna nao diferem entre si (P > 0,05).
Fonte: Dados da pesquisa.

A média total de foliculos dissecados de ovarios
com CL 7,12 nio foi diferente dos sem CL 7,28, embo-
ra a quantidade de foliculos classe 2 (5-7 mm) tenha
sido significativamente maior (p < 0,05) em ovario
com CL. Barbosa, Toniollo e Guimaraes (2013) ob-
servaram que a quantidade de odécitos aspirados de
ovarios com CL (16,94) nio diferiu de ovarios sem
CL (18,00).

A incidéncia de foliculos classe 3 (>7 mm) foi
maior (p < 0,05) no ovario direito. Isso estd de acor-
do com o maior numero de CLs no ovdrio direito,
resultado do maior niimero de ovulacdes (Tabelas 1
e 2). Fémeas zebuinas ou cruzadas apresentam dia-
metro médio aproximado do foliculo ovulatério de
11 mm (FIGUEIREDO et al,, 1997; GAMBINI et al,,
1998; CASTILHO et al., 2000). Outros trabalhos com
morfometria ovariana em vacas gestantes também

Tabela 2 - Frequéncia e porcentagem de ovario direito e
obtidos de vacas zebuinas abatidas

observaram maior porcentagem de gestacdes no cor-
no direito (NEVES et al., 2002; RAMOS et al.,, 2008).

Houve elevada incidéncia de CLs inclusos tan-
to no ovario direito (61,29%) quanto no esquerdo
(58,33%), (Tabela 2). Esse resultado é semelhante
ao de outros autores que observaram 55,8% (NEVES
et al, 2002) e 52,3% (RAMOS et al.,, 2008), diferin-
do, contudo, dos dados de Chacur et al. (2006), nos
quais apenas 26,19% dos CLs eram inclusos. CaAmara
e Dias (2009) observaram que os animais nio ges-
tantes apresentaram incidéncia igual entre CLs pro-
tusos e inclusos, porém no grupo gestante o nimero
de protusos foi superior.

Nao houve diferenca significativa na quantidade de
odcitos potencialmente aptos para a PIV (GI, GII e GIII)
comparando-se o lado do ovario (direito ou esquerdo),
nem tampouco a presenca ou nio de CL (Tabela 3).

esquerdo com corpo luteo (CL) e de CL incluso ou protuso

Ovario direito
(n=77)(%)

Ovario Esquerdo
(n=76)(%)

Presenca de CL 31 (40,25)
CLincluso 19 (61,29)
CL protuso 12 (38,71)

24 (3157)
14 (58,33)
10 (41,67)

Fonte: Dados da pesquisa.
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Tabela 3 - Quantidade e porcentagem de odcitos aptos para PIV (Gl, Gll e GlIl) e nao aptos (desnudo e atrésico) aspirados de
ovarios,direito (OD) e esquerdo (OE),com e sem corpo luteo (CL),obtidos de ovarios de vacas abatidas em abatedouro

Odcitos

(G, 11 e 1N1)(n,%)

desnudos e atrésicos)(n,%
( )(n, %)

Ovario direito (n = 77) 364 (67,65) ® 174 (32,34)°
Ovario esquerdo (n = 76) 394 (69,36) 174 (30,63)®
Ovario com CL (n = 54) 260 (67,53)° 125 (32,46)°
Ovario sem CL (n =99) 498 (69,07)° 223 (30,92)°

Nota: Letras iguais na coluna nao diferem entre si (P > 0,05) pelo teste de Qui-quadrado.

Fonte: Dados da pesquisa.

Ao investigar se a morfologia dos COC’s esta rela-
cionada com a fase de desenvolvimento do foliculo e
da presenca do CL, Vassena et al. (2003) nio obser-
varam efeito local do CL e as caracteristicas morfo-
l6gicas dos odcitos ndo anteciparam a identificacao
de od6citos competentes.

Machatkova et al. (2004) notaram melhor quali-
dade dos COC’s obtidos de ovarios com CL (trés dias
p0s-cio), porém a presenca de um CL funcional ndo
proporcionou melhoria da qualidade oocitaria e a
taxa de produ¢io de embrides foi significativamen-
te maior em ovarios sem CL. Recente estudo em va-
cas Nelore reporta que a presenca de CL ndo influi
sobre a qualidade oocitaria em vacas ndo gestantes,
mas houve maior nimero de o6citos qualidade G-I
nos animais prenhes. No mesmo estudo, foi obser-
vado que odcitos obtidos de ovarios com CL resulta-
ram em melhores indices de produgio de embrides
(BARBOSA; TONIOLLO; GUIMARAES, 2013).

Embora o numero de camadas de células do
cumulus nao assegure a capacidade dos odcitos de se
desenvolverem in vitro, ha o indicativo de sua viabi-
lidade (FERNANDES et al., 2001), pois as células do
cumulus tém ligacdo direta com o ooplasma, permi-
tindo o transporte de nutrientes, controle do meta-
bolismo, bem como a maturagio nuclear e citopla-
matica (HIRSHFIELD, 1991).

Conclusoes

A morfometria ovariana mostrou similaridade a
outros estudos em fémeas zebuinas posto que o lado
do ovario e a presenca de Cl ndo alteraram a qualida-
de dos odcitos; ovarios de fémeas zebuinas abatidas
apresentarem grande incidéncia de CLs inclusos.
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