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RESPOSTA FOLICULAR OVARIANA E PRODUCAO OOQITARIA DE CABRAS
SUBMETIDAS A PROTOCOLOS DE ESTIMULACAO OVARIANA

RESUMO: O estudo teve como objetivo avaliar a resposta folicular ovariana e a
producdo oocitaria de cabras submetidas a protocolos de estimulacdo ovariana.
Foram realizadas duas etapas experimentais com 24 e 18 animais, respectivamente,
distribuidos aleatoriamente em esquema fatorial 2x2, com avaliagdo dos efeitos:
duracdo do protocolo hormonal (sete ou doze dias) e niumero de aplicacdes de
horménio foliculo estimulante (FSH) (uma ou cinco doses). Todos 0s animais
receberam esponjas intravaginais impregnadas com 60mg de acetato de
medroxiprogesterona por um periodo de sete dias (protocolo curto) ou doze dias
(protocolo longo), com aplicacdo de 125ug de cloprostenol, 72 horas antes da
retirada das esponjas. Para estimulacdo ovariana foi aplicado 120mg de FSH em
dose Unica, 36h antes da aspiracao folicular por laparoscopia (LOPU) ou em cinco
doses (30/30; 20/20 e 20mg), em intervalos de 12h, com ultima dose aplicada 36h
antes da LOPU. Na primeira etapa foram realizadas ultrassonografias seriadas no
dia 0 (D0); D3/D8; D4/D9; D5/D10 e D6/D11, respectivamente para 0s protocolos
curtos e longos, para acompanhamento da resposta ovariana aos tratamentos
hormonais. Na segunda etapa, os animais foram submetidos a LOPU, para
determinacdo do numero de foliculos visualizados; aspirados entre 2 a 7mm de
didmetro; numero de complexo cumulus odcito (COCs) recuperados; taxa de
recuperacao; classificacdo morfoloégica dos COCs (Grau 1, 2, 3 e 4) e a taxa de
COCs viaveis para producédo de embrido in vitro. Na primeira etapa os dados foram
avaliados por Modelos Lineares Generalizados e na segunda por Analise de
Variancia a 5% de probabilidade. Nao houve efeito dos fatores e de interagéo
(P>0,05) para numero de foliculos na avaliacdo do DO e D3/D8. Contudo, na
avaliacdo do D6/D11 (momento da LOPU), houve efeito (P<0,05) do fator duracéo
do protocolo para numero de foliculos pequenos, com 1,05+0,62 foliculos no
protocolo curto e auséncia desses foliculos no longo. Houve efeito do nimero de
doses de FSH para os foliculos das categorias médio e grande, com maior nimero
de foliculos médios para dose Unica (6,49+1,45) e de foliculos grandes (7,97+1,61)
para multiplas doses. Nao houve efeito dos fatores e de interacdo (P>0,05) para o
diametro dos foliculos grande, médio e pequeno, exceto para avaliagédo realizada no
momento da quarta aplicacdo do FSH nos protocolos com cinco doses (D4/D9), com
efeito de interacdo para foliculo grande (P<0,05). Na segunda etapa nao foram
verificados efeitos dos fatores e nem de interacédo (P>0,05) para numero de foliculos
visualizados (16,948,01) e aspirados (12,2+5,6); numero de COCs recuperados
(8,1+4,6); taxa de recuperacgdo (65,0+18,7%); qualidade morfolégica dos COCs em
grau 1 (4,3+x4,4), grau 2 (2+1,5), grau 3 (1,2+1,1) e grau 4 (0,4+0,5) e na taxa de
COCs viaveis (92,1%). Contudo, os quatro protocolos foram eficientes em estimular
a resposta ovariana e a producao oocitaria de cabras, porém seria mais indicada a
utilizacao do protocolo curto (7 dias) e aplicacdo de dose Unica de FSH, com base
no maior numero de foliculos médios disponiveis para aspiracdo, além do menor
tempo e maior praticidade de execucéao.

Palavras chave: Aspiracdo folicular por laparoscopia; Complexo cumulus odcito;
Hormonio foliculo estimulante



FOLLICULAR OVARIAN RESPONSE AND OOCYTES PRODUCTION GOATS
SUBMITTED TO PROTOCOLS OF OVARIAN STIMULATION

ABSTRACT: The study aimed to evaluate the ovarian follicular response and the
production of goat oocytes undergo ovarian stimulation protocols. There were two
experimental stages 24 and 18 animals respectively randomized in a 2x2 factorial
design, with assessment of the effects: duration of hormonal protocol (six or twelve
days) and number of follicle stimulating hormone applications (FSH) (one or five
doses). All animals received intravaginal sponges impregnated with 60mg of
medroxyprogesterone acetate (MAP) over the period of six (short protocol) or twelve
days (long protocol), applying 125ug cloprostenol, 72 hours before removal of the
sponges. For ovarian stimulation was applied FSH 120mg single dose 36h before
laparoscopic ovum pick-up (LOPU) or five doses (30/30; 20/20 and 20mg) in 12 hour
intervals, with the last dose applied 36h before LOPU. In the first step, were
performed serially ultrasound on day 0 (DO); D3/D8; D4/D9; D5/D6 and D10/D11,
respectively, for the short and long protocols, for monitoring of ovarian response to
hormonal treatments. In the second stage, the animals were subjected to LOPU for
determining the number of follicles visualized and aspirates those from 2 to 7mm in
diameter; number of cumulus oocyte complex (COCs) recovered; recovery rate;
morphological classification of COCs (Grade 1, 2, 3 and 4) and the rate of viable
COCs for use in vitro embryo production. In the first stage the data were evaluated
by Generalized Linear Models and the second by analysis of variance at 5%
probability. There was no effect of the factors and interaction (P> 0.05) for number of
follicles in the evaluation of DO and D3/D8. However, the evaluation D6/D11 (time of
LOPU) was effect (P <0.05) the duration of the protocol factor for number of small
follicles, with 1.05+£0.62 in the short protocol and absence of these follicles in the long
protocol. There was effect of the number of doses of FSH to the follicles of medium
and large categories, with the largest number of medium follicles single dose
(6.49£1.45) and large follicles (7.97+£1.61) for multiple doses. There was no effect of
the factors and interaction (P> 0.05) to the diameter of the large, medium and small
follicles, except for assessment made at the fourth application of FSH in the protocols
with five doses (D4 / D9) with effect of interaction for large follicles (P <0.05). In the
second stage, there was no effects of factors or interaction (P> 0.05) for number of
follicles visualized (16.948.01) and aspirates (12.2+5.6); number of recovered COCs
(8.1+4.6); recovery rate (65.0+18.7%); morphological quality of COCs in grade 1
(4.3+4.4), grade 2 (2£1.5), grade 3 (1.2+1.1), grade 4 (0.4 = 0.5) and COCs viable
rate (92.1%). Four protocols were effective in stimulating ovarian response and
oocyte production in goats, however, would be more suitable to use the short
protocol (7 days) and application of a single dose of FSH, based on the largest
number of medium follicles available for aspiration, in addition to the shorter time and
more practical implementation.

Key words: Follicle stimulating hormone; Laparoscopic ovum pick-up; Oocyte
cumulus complex
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1 INTRODUCAO

Atualmente, o Brasil se destaca no mercado internacional como
referéncia na producéo in vitro de embrides (PIV) bovinos, sendo o maior
produtor mundial, com 366.517 embrides produzidos, correspondendo a 70%
do total mundial (IETS, 2014). J& nos pequenos ruminantes, a PIV apresenta
um cenario de evolugao, mas ainda buscando consolida¢éo dos procedimentos
em todo mundo (PARAMIO, 2010). Nestes animais, um fator que possibilitou a
expansdo desta biotecnologia, tanto nas pesquisas quanto para fins
comerciais, foi & obtencéo de odcitos in vivo pela técnica de aspiragéo folicular
por laparoscopia (LOPU) (BALDASSARRE, 2012).

Com essa técnica a disponibilidade de grande nimero de oécitos de boa
qualidade aumenta, influenciando diretamente no desempenho das etapas
posteriores (BALDASSARRE, 2012), além de ser pouco invasiva, de rapida
execucao e recuperacao pos cirurgica (TEIXEIRA et al., 2011).

Neste contexto, quando a LOPU é associada a PIV, tornam-se
biotecnologias de grande interesse comercial, devido a utilizacdo de fémea de
alto valor genético, com diminuicdo do intervalo entre geracdes, producéao de
grande numero de descendentes, utilizacdo de fémeas pré-puberes, até
mesmo para a formacdo de banco de germoplasma para espécies ameacadas
de extingao (BALDASSARRE e KARATZAS, 2004).

Com o intuito de melhorar o nimero e a qualidade dos odcito
recuperados por sessdo de LOPU na espécie caprina, os protocolos a base de
progestagenos com duracgéo longa sao utilizados tradicionalmente, consiste no
uso de implantes por um periodo de 10 a 11 dias (BALDASSARRE, 2002;
SOUZA-FABJAN et al., 2013; AVELAR et al.,, 2012; SANCHEZ et al., 2014;
CORDEIRO et al., 2014). Entretanto, a utilizacdo dos protocolos curtos ja foi
proposta em ovinos por Teixeira et al. (2011), fundamentados na hip6tese de
que os tratamentos longos resultariam em concentracdes subluteais de
progesterona, favorecendo a persisténcia e o crescimento excessivo do foliculo

dominante.



Associado ao uso dos progestagenos, as prostaglandinas e diferentes
doses e numero de aplicacbes do horménio foliculo estimulante (FSH) e/ou da
gonadotrofina coriénica equina (eCG) estdo sendo utilizadas para se obter a
maxima producdo de odcitos viaveis por sessdo (BALDASSARRE, 2002;
SOUZA-FABJAN et al., 2013; AVELAR et al.,, 2012; SANCHEZ et al., 2014;
CORDEIRO et al., 2014), com o proposito de simplificar a execucdo dos
protocolos de estimulacdo ovariana sem comprometer a resposta dos animais
tratados (SOUZA et al., 2011a).

Desta forma, o estudo teve como objetivo avaliar a resposta folicular
ovariana e a producdo oocitaria de cabras submetidos a protocolos de

estimulacdo ovariana.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Dinamica folicular em caprinos

Os avancos nos estudos da fisiologia do ciclo estral e entendimento do
processo dinamico de crescimento folicular em caprinos, s6 foi possivel devido
a utilizacdo da ultrassonografia em tempo real (UTR). O primeiro estudo
realizado por Ginther e Kot (1994), utilizou ultrassonografia transretal para
exame dos ovarios em cinco cabras da raca Saanen, possibilitou acompanhar
o desenvolvimento folicular durante quatro intervalos interovulatérios,
permitindo monitorar o crescimento e a regressao de foliculos ovarianos, por
meio de sucessivas observacoes.

A UTR é uma técnica confiavel e ndo invasiva que possibilita os estudos
de dinamica folicular e luteal. Segundo Simdes et al. (2006), ela pode ser
utilizada para medigao e classificagao de foliculos 23mm, ou na identificagéo e
avaliacdo morfoloégica do corpo luteo, sete a oito dias apds ovulacédo,
apresentando elevada precisdo e uma especificidade de 100%. E um
importante instrumento para a compreensdo da fisiologia e causas de
infertilidade reprodutiva, na determinacdo do momento ideal para realizar a
inseminacao artificial e no estabelecimento e avaliacdo do controle estral dos
protocolos hormonais (SIMOES et al., 2005).

Na sua maioria, os trabalhos utilizando UTR em cabras foram realizados
por via transretal, porém Tendrio Filho et al. (2007) realizaram um estudo em
cabras Anglo Nubianas durante dois ciclos estrais, por via transvaginal com
auxilio de transdutor microconvexo e verificaram um menor desconforto animal,
visualizacdo mais rapida dos ovarios e maior qualidade das imagens quando
comparado ao transdutor linear.

O ciclo estral em caprinos dura em média 21 dias, sendo que neste
periodo os ovarios passam por uma seérie de alteracbes morfolégicas e
processos bioquimicos controlados principalmente pelo mecanismo endécrino

composto por gonadotrofinas e o0s esteroides secretados pelos foliculos



ovarianos (FATET et al., 2011), aléem dos fatores de crescimento e peptideos
(MAGALHAES et al., 2009). Esse conjunto de alteracdes ciclicas na gbnada é
denominado de ciclo ovariano (FATET et al., 2011).

Este ciclo ovariano é classicamente dividido em duas fases: a fase
folicular (5 dias) e a fase latea (16 dias) (FATET et al., 2011). A fase folicular ou
estrogénica consiste no periodo onde ocorre o crescimento dos foliculos antrais
estimulados pela liberacdo pulséatil do FSH e do horménio luteinizante (LH),
culminando na ovulacdo, devido as baixas concentracdes plasmaticas de
progesterona decorrente da lutedlise do corpo Iuteo do ciclo anterior,
promovida pela prostaglandina Fza (PGF2a) (MAGALHAES et al., 2009).

Na fase latea ou progesterbnica ocorre o continuo crescimento folicular
dependente das gonadotrofinas (FSH e LH) em forma de ondas, porém a
ovulacao é inibida pela progesterona produzida pelo corpo liteo formado apés
a ovulacdo, os foliculos dessas ondas entram em atresia decorrente da
diminuicdo da pulsatilidade de FSH e da auséncia do pico de LH (FATET et al.,
2011). Esses eventos se repetem ciclicamente, até que a lutedlise seja
impedida pelo reconhecimento materno da gestacio (MAGALHAES et al.,
2009).

O crescimento dinamico folicular na espécie caprina ocorre em forma de
ondas durante todo o ciclo estral, inclusive na fase latea, segundo Ginther e Kot
(1994) e Haldar e Ghosh (2015). Ginther e Kot (1994) e Simdes et al. (2006)
relatam que o padrdo de desenvolvimento folicular durante o ciclo estral em
cabras apresentou quatro ondas foliculares, com variacdo na sua duracdo em
cada ciclo estral avaliado, ja Uribe-Velasquez et al. (2015) observaram trés
ondas de crescimento folicular. Porém, Tendrio Filho et al. (2007) encontraram
uma variacao de trés a quatro ondas por ciclo ovariano.

Segundo Uribe-Velasquez et al. (2015), a emergéncia da onda folicular
em cabras € marcada pelo aparecimento de um pool de pequenos foliculos
com diametro médio de trés a quatro milimetros, que dardo origem aos
foliculos com diametro maior igual a cinco milimetros. Nos pequenos
ruminantes o intervalo de emergéncia de cada onda folicular ocorre a cada
quatro a sete dias (RUBIANES e MENCHACA, 2003; TENORIO FILHO et al.,
2007 e URIBE-VELASQUEZ et al., 2015).



Segundo Driancourt (2001), os principais eventos dependentes de
gonadotrofinas que ocorrem durante uma onda folicular sdo: recrutamento,
etapa caracterizada pelo crescimento de um grupo de foliculos; selecéo,
quando um foliculo é definido para se tornar dominante; dominéncia, ocorre o
crescimento final e maturacdo do foliculo pré-ovulatério, atresia dos foliculos
subordinados e ovulagdo (Figura 1).

Porém, foi verificado por Ginther e Kot (1994), que a dominancia folicular
em caprinos foi evidente apenas na primeira e na quarta onda folicular no ciclo
estral. Nos caprinos, em 75% das vezes € verificada a codominancia, onde o
segundo foliculo ovulatorio surge concomitantemente com o primeiro na
maioria dos ciclos estrais, fomentando a ideia que o aumento na taxa de
ovulacdo esta relacionado a uma menor incidéncia de atresia folicular e um

longo periodo de recrutamento do foliculo ovulatério (CUETO et al., 2006).

Figura 1. Principais eventos que ocorrem durante uma onda folicular

ovulatoria: recrutamento, selecdo, dominancia e ovulacéao
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Fonte: Adaptado de Driancourt (2001).

O processo dinamico da onda folicular inicia com recrutamento em
média de seis foliculos pequenos (2-3mm) (URIBE-VELASQUEZ et al., 2015),
sendo o FSH produzido pela hipofise, o responsavel por estimular o

crescimento folicular; a sintese de estradiol, inibina e fator de crescimento



semelhante a insulina tipo 1 (IGF-1), pelas células da granulosa
(DRIANCOURT, 2001). Além de estimular a expresséo de receptores do fator
de crescimento epidermal (REGF) (VAN DEN HURK e ZHAO, 2005).

Desse grupo de foliculos recrutados, apenas dois ou trés atingem 4mm,
esses sdo selecionados para entrar na fase de dominéncia, os foliculos
dominantes desempenham um papel ativo na supressao do crescimento dos
subordinados, levando a atresia pela secrecdo de inibina e por meio da
producado do estradiol que desencadeia uma retroalimentacédo negativa sobre a
hipofise, com diminuicéo dos niveis de FSH e liberagéo pulsatil do LH que atua
diretamente no crescimento do foliculo dominante e maturagdo do odcito, até
atingirem o estagio pré-ovulatorio (6-9mm) e a ovulacdo (FAFET et al., 2011).

Além dos estudos de ciclo estral, a ultrassonografia foi amplamente
utilizada para avaliacdo da eficiéncia dos protocolos hormonais (SIMOES et al.,
2005), morfologia luteal (ARASHIRO et al.,, 2010), efeito do analogo
cloprostenol na caracteristica morfolégica do corpo luteo e folicular (VAZQUEZ
et al., 2010), protocolo de sincronizacdo de estro e ovulagcdo (GONZALEZ-
BULNES et al., 2004; URIBE-VELASQUEZ et al., 2010; SOUZA et al., 2011b),
resposta superovulatéria de doadoras de embrides (TEXEIRA et al., 2008) e
protocolos de estimulagdo ovariana (SOUZA et al., 2011a)

O estudo do padrédo de desenvolvimento da populacao folicular durante
a etapa de estimulacado ovariana é de fundamental importancia, uma vez que o
tamanho folicular esté diretamente relacionado com o didmetro do o6cito e com
a sua competéncia no desenvolvimento embriondrio (ROMAGUERA et al.,
2010). Segundo Romaguera et al. (2011), quando os o0citos sdo recuperados
de cabras adultas ou pré-puberes a partir de foliculos 23mm, apresentam
capacidade semelhante para o desenvolvimento embriondrio até a fase de
blastocisto.



2.2 Estimulacdao hormonal ovariana para aspiragéao folicular em caprinos

Independente do estado fisiologico em que as fémeas dos animais de
producdo se encontram, 0s ovarios contém um grande numero de foliculos
primordiais, uma populagdo limitada de foliculos pré-antrais e antrais
(DRIANCOURT, 2001). Dessa populacdo, um pequeno numero de foliculos
chega a ovulacéo, estima-se que 99,9% sofrem atresia folicular, fazendo com
que o ovario seja um érgdo com baixo aproveitamento de gametas (JOHNSON,
2003).

Uma forma de aproveitar esse potencial baseia-se na aspiracao folicular
in vivo, com a utilizacdo da LOPU na obtencdo de odcitos imaturos que seréao
utilizados na PIV (BALDASSARRE et al., 2002). Com esse objetivo, as
doadoras sdo previamente submetidas a estimulacdo hormonal a fim de
maximizar o numero de odcitos/doadora/sessdo (FREITAS et al., 2007) e a
qualidade dos odcitos recuperados (BALDASSARRE, 2012).

Os protocolos de estimulagdo ovariana promovem o crescimento
folicular, sendo indicado para fémeas pré-puberes, em anestro estacional ou
geneticamente superiores (BERNARDI, 2005). Segundo Baldassarre (2012),
recupera-se em meédia 10 COCs/doadora/sessdao em cabras estimuladas.
Quando n&o estimuladas, obtém-se de trés a quatro COCs/doadora (COGNIE,
1999).

O protocolo tradicional de estimulacdo ovariana em caprinos é baseado
na sincronizacdo de estro por meio de dispositivos intravaginais impregnados
com progestagenos, durante um periodo de nove a 11 dias, associado ao
tratamento com gonadotrofinas e uma dose do analogo da PGFza, 36 horas
antes do momento da LOPU (BALDASSARRE, 2012), com retirada dos
implantes antes da realizacdo da LOPU (SOUZA-FABJAN et al., 2013; SOUZA-
FABJAN et al., 2014b).

A utilizacdo de protocolos longos, por um periodo de 10 a 11 dias
(BALDASSARRE et al.,, 2002; SOUZA et al.,, 2011a; AVELAR et al., 2012;
SOUZA-FABJAN et al., 2013; SANCHEZ et al., 2014), promove 0 aumento na

concentracdo seérica do progestagenos, que atua na inibicdo da secrecao



enddgena de LH, promovendo a regressao de foliculo dominante por atresia e
0 surgimento da emergéncia de uma nova onda folicular (SOUZA-FABJAN et
al., 2014a). No entanto, Rubianes e Menchaca (2003) avaliaram a capacidade
dos implantes com progestdgenos em manter os niveis de progesterona
adequados e verificaram que apods seis dias da insercdo do implante, a
concentragdo sérica de progesterona diminuiu para niveis subluteais
(<2ng/mL), mantendo esse nivel até a retirada do dispositivo, favorecendo
desta forma, a persisténcia e o crescimento excessivo do foliculo dominante.

J& os protocolos curtos com duracdo de cinco dias, garantem niveis
séricos de progesterona adequados até o final do protocolo, atua na inibicao da
liberacao pulsatil do LH e consequentemente da ovulacédo, sendo que um grupo
de novos foliculos estard presente nos ovarios ao final do protocolo
(RUBIANES e MENCHACA, 2003). A utlizagdo de protocolo curto de
estimulacdo ovariana em ovelhas adultas (TEIXEIRA et al.,, 2011) e pré-
puberes (TEIXEIRA et al., 2015) apresentaram resultados satisfatorios, porém
até o presente momento néao foi relatado para a espécie caprina.

Além dos tipos de fontes de progestagenos e duragdo do protocolo,
diferentes doses, associacfes e numeros de aplicacdes FSH, gonadotrofina
coribnica equina (eCG) e a gonadotrofina coridnica humana (hCG) estdo sendo
testados para se obter aumento no namero de foliculos capaz de produzir
odcitos viaveis. A resposta ovariana a essas gonadotrofinas depende do
namero de foliculos sensiveis ao horménio no momento do protocolo, para
melhorar a eficacia da estimulacdo (DRIANCOURT, 2001). Segundo Haldar e
Ghosh (2015), os principais foliculos antrais sensiveis ao recrutamento pelo
FSH s&o de 2 a 3mm de diametro.

Os primeiros protocolos de estimulagdo ovariana em caprinos foram
descritos por Graff et al. (1999), com utilizacdo de implantes subcutaneos
auriculares com norgestomet por 11 dias, associado a uma dose de 25mg de
PGF2a e quatro doses decrescentes de FSH de origem suina (FSHp) ou equina
(FSHe), na dose 20mg ou 40mg. Esses autores verificaram melhores
resultados com 40mg de FSHp, em relacdo ao numero de odécitos recuperados
de 14,8; quando comparado com a média de 8 odcitos, utilizando 20mg de
FSHp e 20 ou 40mg de FSHe.



Posteriormente, Baldassarre et al. (2002) utilizaram esponjas
intravaginais com 60mg de acetato de medroxiprogesterona durante 10 dias e
aplicacdo de 125ug de um analogo sintético de PGFz2a, no oitavo dia do
protocolo e comparou a eficiéncia de dois tratamentos gonadotréfico, com
133mg de FSHp distribuidos em quatro doses 48 antes da LOPU, e o outro
com 80mg de FSHp associado a 300Ul de eCG, aplicados no mesmo
momento, 36 ou 48 antes do procedimento de LOPU, ndo encontraram
diferenca no numero de COCs recuperados (10,9 odcitos/doadora) e na taxa
de recuperacgéo (88,7%). O mesmo protocolo com 80mg de FSHp e 300Ul de
eCG, 36 horas antes na LOPU, foi utilizado por Baldassarre et al. (2007), para
avaliarem sua eficiéncia em cabras com 7 a 8 anos de idade, com dificuldades
adquiridas em gestarem e obtiveram uma média de 15,7+8,4 od0citos
recuperados/doadora.

O tratamento gonadotréfico com 80mg de FSHp e 300Ul de eCG para
estimulacdo ovariana foi utilizado por Cordeiro et al. (2014), que verificaram
variacdo na quantidade e qualidade dos od0citos recuperados em cabras
adultas e pré-puberes submetidas a seis sessdes de LOPU. Nas cabras
adultas o numero de COCs recuperados variou entre 7,8+0,83, na primeira a
3,6%0,83, na sexta sessdo de aspiracao e nas fémeas pré-puberes variou entre
5,3%£0,72, na primeira a 4,6+0,83, na sexta sessao de aspiracdo. Quanto a taxa
de COCs viaveis (grau 1, 2 e 3) para PIV nas cabras adultas, variou entre as
sessbes com média de 7,4+0,72, na primeira e 2,6+0,72, na sexta sessao. Ja
nas fémeas pré-puberes, variou entre 4,6+0,79 a 3,8+£0,72, na primeira e sexta
sessOes de aspiracao, respectivamente.

Desta forma, a variacdo na qualidade e quantidade dos od4citos
recuperados depois de repetidas estimulagdes ovarianas, utilizando eCG e
FSHp, pode ter sido causada devido a formacdo de anticorpos anti-eCG em
resposta a estimulacéo imunoldgica decorrente do alto peso molecular e meia
vida longa do farmaco em aplicacdes repetidas, enquanto que o FSH apresenta
uma reposta imunologica menor (OLIVEIRA et al., 2007). A baixa producao dos
anticorpos anti-FSH pode ser devido o rapido metabolismo do FSHp em
cabras, estimado em 5h apds sua administragéo intramuscular (HOLTZ, 2005).

Segundo Freitas et al. (2007), independente do tratamento

gonadotrofico, o intervalo entre a estimulagédo ovariana e a aspiragéo folicular
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apresenta melhor resultado quando os foliculos sdo aspirados 36-48h apdés a
injecdo de gonadotrofina. No entanto, Abdullah et al. (2008) utilizaram implante
intravaginal de liberacéo lenta (CIDR®) durante 10 dias, associado a uma dose
de 125ug do analogo da PGFza e tratamento gonadotrofico com 70mg de FSH
associado a 500Ul de hCG, para avaliarem o intervalo entre estimulag&o
ovariana e 0 momento da realizagcdo da LOPU em caprinos e observaram que
quando a LOPU foi realizada 60 e 72 horas ap0s a estimulacdo ovariana, 0s
resultados foram superiores para quantidade de odcitos recuperados com grau
| e para taxa de recuperacao, quando comparado a 36 horas.

Almeida et al. (2010) avaliaram a taxa de maturacdo e expressdo do
REGF nas células do cumulus antes e ap6s maturacdo dos o0Qcitos
recuperados de cabras submetidas ao protocolo longo (11dias) e estimulacao
ovariana a base do FSHp, sendo um grupo com cinco doses decrescente de
FSH ((30/30, 20/20 e 20mg), a cada 12h e outro com trés doses decrescentes
de FSH (60, 40 e 20mg), a cada 24h. O tratamento com cinco doses de FSH
apresentou melhor expressdo de REGF no cumulus dos odcitos recuperados,
gue parece estar associado a retomada da meiose. Apds a maturacao in vitro
(MIV), verificaram uma taxa superior para o tratamento com cinco doses
(49,1%), quando comparado ao tratamento com trés doses (31,1%).

Souza et al. (2011a) e Avelar et al. (2012) compararam a eficiéncia dos
dois protocolos com FSHp propostos por Almeida et al. (2010) ao tratamento
gonadotréfico com 70mg de FSH associado a 200Ul de eCG aplicados no
mesmo momento, 36 horas antes da LOPU, tendo como objetivo simplificar o
procedimento de estimulacdo ovariana, sem comprometer a resposta dos
animais tratados. Avelar et al. (2012) verificaram taxa de recuperacao superior
para protocolo de cinco doses de FSH (84,1%), quando comparado ao com
trés doses de FSH (68,2%) e o FSH e eCG (72,4%). Em relagdo a taxa de
maturacdo oocitaria, foi inferior no grupo com trés doses (32,1%; 27/84),
guando comparado ao grupo com cinco doses (49,1%; 53/108) e com FSH e a
eCG (46,2%; 42/91).

Souza-Fabjan et al. (2013) avaliaram o protocolo com FSHp e eCG,
proposto anteriormente por Souza et al. (2011a) e Avelar et al. (2012), para
obtencdo de odcitos para PIV e obtiveram 9,1 odcitos recuperados por

doadora, taxa de recuperacdo de 74,3%, com um total de 153 odQcitos
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encaminhados para PIV, obtendo uma taxa de formacéo de blastocistos de
51%.

Sanchez et al. (2014) propuseram um protocolo de estimulacao ovariana
em cabras com uma dose total maior de FSHp de 180mg (45/45, 30/30 e 30
mg) distribuida em cinco doses, 24 horas antes do momento da LOPU. ApGs
sete sessOes de aspiragao folicular consecutivas, nao foi observado diferenca
entre as sessdes para numero de COCs recuperados (13,37+1,8) e uma taxa
de recuperacéao de 71,8%.

Os protocolos de estimulacao folicular ovariana em caprino utilizam um
conjunto de hormdénios com o objetivo de obter o maior numero de COCs
competentes por doadora para MIV. A competéncia oocitaria é adquirida
durante a fase de crescimento, quando ocorre a sintese e armazenamento de
proteinas e RNAs, o que implica na habilidade ndo somente para a maturacao

nuclear, mas também em mudancas citoplasmaticas (ANGUITA et al., 2007).
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3 MATERIAL E METODOS

O estudo foi conduzido em duas etapas experimentais, na Fazenda Sitio
da Pedra, situada no municipio de Itaberaba, Bahia, localizada a 12°31°39”S de
Latitude, 40°18’25"W de Longitude, com temperatura média anual de 16,66°C,
umidade relativa do ar de 64,83% e pluviosidade média anual de 420,27mm
(INMET, 2015a). Apresenta clima seco, pela tipologia climatica koppen (SEl,
1997).

Os procedimentos referentes a manipulacdo dos animais foram
aprovados pelo Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA) da UFRB,
processo numero 23007.003377/2015-41.

3.1 Etapa Experimental |

Foi realizada no periodo de 27 de julho a sete de agosto de 2015,
apresentando nesse periodo temperatura média de 22,5+3,6°C e umidade
relativa do ar de 80,9+18,5% (Figura 2) (INMET, 2015b).
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Figura 2. Temperatura média e umidade relativa do ar durante a Etapa
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Foram utilizadas 24 cabras SRD, com idade média de 3,0+0,6 anos,
pluriparas, com 60 dias pos-parto e submetidas ao regime de amamentacao
controlada e com média de escore de condicao corporal (ECC) de 2,5+0,3,
segundo Morand-Fehr e Hervieu (1999). Previamente selecionadas por meio
de exame clinico ginecolégico, com auxilio de ultrassonografia por via
transretal (Pie Medical®, modelo AquilaVet, transdutor linear de 6MHz).

As fémeas foram mantidas em regime semi-intensivo de criacdo, em
pasto de graminea buffel (Cenchrus Ciliaris L.) e suplementacdo com milho
inteiro (200g/animal), sal mineral (Caprinofos®, Tortuga) e agua ad libitum.

Foi utilizado delineamento inteiramente casualizado (DIC) em esquema
fatorial 2x2, variando duracédo do protocolo hormonal em curto e longo (sete e
doze dias, respectivamente) e numero de aplicacdes de FSH em Unica ou
multiplas doses (uma e cinco doses, respectivamente), totalizando quatro
tratamentos, com seis repeticoes.

Todas as cabras receberam esponjas intravaginais impregnadas com
60mg de acetato de medroxiprogesterona (MAP) (Progespon®, Syntex S.A,
Argentina), acrescidas de 10mg de oxitetraciclina (Tormicina LA®, Tortuga), por
um periodo de sete (protocolo curto) ou doze dias (protocolo longo),

dependendo do tratamento experimental, associado a uma dose de 125ug de
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um andlogo sintético de PGFz2a (Cloprostenol Sédico Sincrocio®, Ourofino,
Brasil), aplicado 72 horas antes da retirada das esponjas.

As aplicacbes de FSH nos protocolos longo e curto foram realizadas
conforme a Figura 3. A dose de FSH NIH-P1 (Folltropin-V®, Bioniche, Canada)
utilizada foi de 120mg, aplicada em dose Unica ou em cinco doses de 30/30,
20/20 e 20mg, em intervalos de 12h, por via intramuscular (IM).

Figura 3. Protocolos hormonais e momento das avaliagdes ultrassonograficas

PROTOCOLO CURTO
USs 24/24h
DIAQ DIA 3 DIA 4 DIA 5 DIAG
CURTO/ DOSE UNICA  Inserir P4 d cloprostend FSH Retirar P4 |
CURTO/ 5 DOSES Inserir P4 FSH/manhd FSH/manha FSH/manh& Retirar P4
FSH/tarde FSH/tarde
d cloprostend
PROTOCOLO LONGO
us ] Us 24/24h
DIAQ DIA 8 DIA9 DIA 10 DIA 11
LONGO/ DOSE UNICA  Inserir P4 d cloprostend FSH Retirar P4
LONGO/ 5 DOSES Inserir P4 FSH/manhd FSH/manha FSH/manh& Retirar P4

FSH/tarde FSH/tarde
d cloprostend

Para acompanhamento do crescimento folicular, com determinacdo do
namero e tamanho dos foliculos em: pequeno (2-3mm), médio (4-5mm) e
grande (=6mm), segundo CUETO et al. (2006), foram realizadas avaliacdes
ultrassonogréficas (Figura 3).

As avaliacdes ultrassonograficas dos ovarios foram executadas por
ultrassonografia em tempo real (UTR), pela via transretal, utilizando um
ultrassom (Aloka®, Prosound 2), acoplado a um transdutor linear de 6,0 MHz.

Elas foram iniciadas sempre as 18h, com mensuragfes nos dias (D): DO,
D3, D4, D5 e D6; nos protocolos curtos e DO, D8, D9, D10 e D11; nos
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protocolos longos, sendo que DO refere-se ao dia da insercdo das esponjas
intravaginais (Figura 3).

O diametro folicular foi obtido pela distancia entre dois pontos da
cavidade antral dos foliculos >2mm, segundo Uribe-Veldsquez et al. (2015).
Todos os exames ultrassonogréficos foram realizados por um mesmo avaliador
e os didmetros, a posicdo e caracteristicas das estruturas ovarianas foram
anotadas e desenhadas em fichas individuais.

Para analise estatistica dos dados de numero dos foliculos foi utilizado o
Modelos Lineares Generalizados (GLM) para uma distribuicdo Poisson com
funcao de ligacdo log. Para tamanho dos foliculos foi utilizado o GLM para uma
distribuicdo Normal, com funcdo de ligacdo identidade. A comparagdao das
estimativas de médias entre os fatores foi utilizado o teste de Bonferroni.

3.2 Etapa Experimental Il

A etapa experimental Il foi conduzida no periodo de 21 de setembro a
quatro de outubro de 2015, com temperatura média de 26,6+4,1C° e umidade
relativa do ar de 63,9£21,1% (Figura 4) (INMET, 2015b).
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Figura 4. Temperatura média e umidade relativa do ar durante a etapa

experimental Il
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Foram utilizadas 18 cabras SRD, com idade média de 2,4+0,7 anos,
pluriparas, solteiras e com ECC médio de 2,6+0,6; segundo Morand-Fehr e
Hervieu (1999). Previamente selecionadas por meio de exame clinico
ginecoldgico, com auxilio de ultrassonografia por via transretal (Pie Medical®,
modelo AquilaVet, transdutor linear de 6MHz), mantidas em regime semi-
intensivo de criacdo, em pasto de graminea buffel (Cenchrus Ciliaris L.) e
suplementacdo com milho inteiro (200g/animal), sal mineral (Caprinofés®,
Tortuga) e 4gua ad libitum.

As cabras foram as mesmas utilizadas na etapa experimental |, porém
foram redistribuidas nos tratamentos experimentais. O esquema fatorial 2x2,
com cinco repeticdes para tratamentos com protocolo curto e quatro repeticdes
para tratamentos com protocolo longo e os protocolos experimentais foram
realizados conforme a etapa experimental | (Figura 3).

Os procedimentos de LOPU foram realizados pelo mesmo técnico, em
grupos de trés ou quatro animais por dia. Apés jejum hidrico de 24 horas e
alimentar de 36 horas, os animais foram submetidos a anestesia epidural e em
seguida anestesia dissociativa. Para a epidural alta (Ultima vertebra lombar e a

primeira sacral) foi utilizado cloridrato de lidocaina com vasoconstritor
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(Anestésico L Pearson®, Euroframa, Brasil) na dose de 1mL/4,5kg de peso
vivo, com utilizacdo méaxima de 10mL/animal. Para anestesia dissociativa, foi
feita administracdo lenta por via intravenosa de solucdo de 0,8mg/mL de
cloridrato de xilazina (Anasedan®, Ceva, Brasil), associada a 10mg/mL de
cloridrato de ketamina (Dopalen®, Ceva, Brasil). Desta solu¢éo foi administrada
a dose de 1mL/10Kg de peso vivo. A manutengcédo da anestesia foi realizada
com repiques de 0,5mL/10Kg de peso vivo, sempre que necessario até o final
do procedimento de aspiracao.

Apo6s a inducdo anestésica, os animais foram contidos em maca e
tricotomizados na regido cranial ao Ubere, em seguida realizou se a antissepsia
local (PVPI degermante 10% e alcool 70%) e a anestesia local infiltrativa com
1,0mL de cloridrato de lidocaina nos botdes de acesso laparoscépicos, sendo
0,5mL no tecido subcutaneo e 0,5mL intramuscular.

Depois de anestesiadas, as fémeas foram posicionadas em decubito
dorsal com posterior inclinacdo em 45° (Trendelenburg), com o auxilio de um
bisturi procedeu-se a incisdo cutanea (12mm), de 10 a 12cm cranial ao Ubere,
e 5cm a direita da linha média, para facilitar a introducéo do trocarte de 11mm
(Endopath xcel®, Bladeless, Ethicon), com valvulas para insuflacdo conectado
um sistema com filtro acoplado ao inalador de ar comprimido (Inalar Compact®,
NS), para estabelecer o pneumoperitbnio com CO2. Por este trocarte foi
introduzido a 6ptica do endoscopio (Endoview®) conectado a um cabo de fibra
Otica, fornecendo luz para o interior da cavidade, sendo a imagem visualizada
diretamente na Optica, em seguida foi introduzido o segundo trocarte 11mm,
em posicao antimérica ao primeiro e o terceiro trocarte de 11mm, 15 a 20cm
cranial ao ubere na linha média.

Pelo segundo trocarte, foi introduzido a pinga de apreensdo de 5mm
(Endo Clinch 1I®, Covidien), que permitiu a manipulagcdo do Utero, tubas e
ovarios. Apos visualizacao e individualizacdo destes, cada ovario foi fixado com
a pinca pelo mesovario. Previamente a pungédo folicular de cada ovério, estes
foram examinados e todos os foliculos visiveis na superficie do ovario foram
contados.

Para realizagcdo das puncgfes, utilizou-se um sistema de aspiracao®
(WTA) com lumen simples, composto por uma rolha de silicone, a qual foi

acoplada ao tubo de colheita (50mL) e uma linha de aspiracdo foi cortada com
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60cm de comprimento, conectado a uma agulha propria para aspiracao de 20G
(Agulha para aspiracao folicular em ovinos®, WTA) e acoplada a haste para
pequenos ruminantes (Haste para aspiracdo folicular®, WTA). O fluxo de
aspiracao foi produzido por um aspirador cirargico (Aspiramax®, modelo MA
520, NS) conectado a rolha do sistema de aspiracao por um circuito de silicone
(Filtro para bomba de vacuo®, WTA), sendo o fluxo previamente regulado para
15mL/min.

No inicio do procedimento de aspiracdo dos CCOs, procedeu-se a
lavagem interna da linha de aspiracdo com o meio de colheita DMPBS
(DMPBS-FLUSH®, Nutricell, Brasil), acrescido 25Ul/mL de heparina sodica
(Hepamax-S®, Blausiegel), aquecido a 37C°, deixando 2,0mL deste meio para
receber os odécitos, mesmo procedimento foi realizado apds as aspiracfes
foliculares de cada ovério, para evitar aderéncia dos COCs no lumen da linha
de aspiragao.

Em seguida, foi introduzida a haste de aspiracdo conectada a uma
agulha na cavidade pelo terceiro trocarte. A puncao foi realizada movimentando
os ovarios em diferentes posi¢cdes com auxilio da pinga de apreenséo. A agulha
foi inicialmente colocada em posicdo paralela a superficie ovariana, o que
permitiu as perfuracdes dos foliculos nas suas extremidades. Uma vez inserida
no foliculo, a haste foi cuidadosamente rotacionada em 90°, no sentido horario
e anti-horario, para garantir que todo o conteudo folicular fosse aspirado.

Ao término das aspiracbes o0s ovarios foram lavados com
aproximadamente 120mL de solucao fisioldgica 0,9%, acrescido de heparina
sédica (5Ul/mL), aquecido a 37C° para remocdo de coagulos da superficie,
minimizando a formacéo de aderéncias. As dermorrafias foram realizadas com
pontos tipo Wolf, com fios de sutura mononylon 0-0. Apds a sutura, procedeu-
se a limpeza da ferida cirdrgica com solucao fisiolégica, aplicacdo de spray
repelente e cicatrizante (Topline®, Merial) ao redor da ferida cirlrgica e
antibioticoterapia com aplicacdo IM de oxitetraciclina (Tormicina LA®, Tortuga)
na dose de 20mg/Kg. Os animais foram retirados da maca de contencéo e
observados até o completo restabelecimento do procedimento anestésico. Os
pontos foram retirados sete dias apos a LOPU.

Logo apds o término do procedimento de aspiracdo folicular de cada

animal, o tubo de coleta com fluido folicular e COCs, foi encaminhado para
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etapa de rastreamento e classificagcdo. Todos os materiais e soluc¢des utilizados
foram mantidos a 37C°, o procedimento foi realizado pelo mesmo técnico. Todo
o contelido do tubo de coleta foi colocado no filtro (Filtro coletor para FIV®,
WTA) realizando duas lavagens com 10mL de DMPBS Flush acrescido com
heparina sédica (25Ul/mL). Apds o procedimento, o contetdo foi depositado
em placa de Petri descartavel (100x20mm, Corning®) para o rastreamento dos
COCs com auxilio de estereomicroscopio em aumento de 40x. Os COCs foram
colocados em placa pequena (35x10mm, Corning®) e classificados levando em
consideracéo as células do cumulus e o aspecto do citoplasma, segundo Feitas
e Melo (2010) (Tabela 1).

Tabela 1. Critérios de classificacdo de complexos cumulus oécito (COC)

recuperados a partir de cabras criadas no Nordeste do Brasil

Caracteristica Grau
Cumulus compacto com multiplas camadas e citoplasma do odcito
finamente granulado 1
Uma a trés camadas de células do cumulus e citoplasma do odcito
finamente granulado 2
Cumulus incompleto ou nenhuma célula ou citoplasma do odécito
heterogéneo 3
Odcito com forma anormal e citoplasma do oécito heterogénea ou oécito 4

apoptotico e células do investimento cumulus-corona gelatinosa

Fonte: Freitas e Melo (2010).

Foram avaliadas as seguintes variaveis: numero de foliculos
visualizados e aspirados (2 a 7mm); numero de COCs recuperados; taxa de
recuperacao; classificacdo morfolégica dos COCs recuperados (Grau 1, 2, 3 e
4) e a taxa de COCs viaveis para PIV (numero de COCs de grau 1, 2 e 3 em
relacédo ao total recuperado).

Para andlise estatistica dos dados, foi verificado a normalidade dos
dados, pelo teste de Shapiro Wilk. Os dados apresentaram distribuicdo normal

e foram analisados por ANOVA com 5% de probabilidade.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Etapa Experimental |

N&o houve efeito dos fatores e na interacdo (P>0,05) dentro da mesma
categoria para numero de foliculos grandes, médios e pequenos visualizados
no momento da insercao das esponjas (D0) (Tabela 2). Porém, houve diferenca
(P<0,05) para numero de foliculos entre as categorias no momento do inicio
dos protocolos hormonais (D0), com menor numero de foliculos pequenos
(0,54+0,30), quando comparado aos foliculos médios (2,83+0,67) e grandes
(2,00+0,56) (Tabela 2). Cueto et al. (2006) verificaram variacdo no numero de
foliculos nas categorias durante os dias do ciclo estral, sendo que durante a
fase folicular, préximo a ovulagdo, houve uma reducdo do numero de foliculos

pequenos (2-3mm), enquanto o numero de foliculos grande (=6mm) aumentou.

Tabela 2. Numero de foliculos ovariano pequenos, médios e grandes de cabras
submetidas a estimulag&o ovariana utilizando protocolo curto (7 dias) ou longo
(12 dias), dose Uunica ou cinco doses do horménio foliculo estimulante

visualizados por ultrassonografia

Numeros de foliculos por categoria

Momento n Pequeno Médio Grande
avaliacao (2-3mm) (4-5mm) (26mm)
DO 24 0,54+0,30b 2.83+0.,67a 2.00+0,56a
D3/D8 24 1,25+0.45b 3,50+0,75a 2.04+0.56b

Dados ndo paramétricos (médiatintervalo de confianca de Wald) analisados por Modelos
Lineares Generalizados (GLM). Ndo houve efeito principal e nem interacdo (P>0,05) nos
pardmetros avaliados. Letras diferentes na mesma linha indicam diferenca significativa
(P<0,05) no numero de foliculos entre as categorias. Dia de inicio dos protocolos hormonais
(DO). Dia da aplicacéo do andlogo PGFza no protocolo e aplicagdo da primeira dose de FSH do

tratamento com 5 doses (D3/D8). NUumero de animais experimentais por tratamento (n).
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Na segunda avaliacdo ultrassonografia (D3 protocolo curto e D8
protocolo longo), realizada no momento da aplicagdo do analogo da PGFza e
aplicacao da primeira dose de FSH nos tratamentos com multiplas doses, com
os foliculos ovarianos sob acdo da progesterona exdgena, verificou-se
diferenca (P<0,05) para numero de foliculos por categorias, com maior nimero
de foliculos médios (4-5mm) (3,50+0,75) (Tabela 2).

O maior numero de foliculos na categoria médio no presente estudo
pode ter sido causado pela atuacdo do implante de progesterona, como
verificado por Uribe-velasquez et al. (2008) onde avaliaram o efeito da
progesterona exdgena sobre o desenvolvimento folicular em ovelhas,
verificando o aumento na concentracdo plasmatica da progesterona,
diminuicao na frequéncia pulsatil de LH, alteracéo no padrdo de crescimento do
foliculo dominante, apresentando o didmetro maximo do 4,0+0,47mm, quando
comparado ao grupo controle, sem progesterona exdgena, com diametro de
5,5+0,52mm.

Para namero de foliculos grandes, médios e pequenos visualizados por
ultrassonografia no momento da LOPU (D6 protocolo curto/D11 protocolo
longo), houve efeito dos fatores (P<0,05) e ndo houve efeito de interacdo
(P>0,05) (Tabela 3).

Para namero de foliculos pequenos houve efeito (P<0,05) do fator
duracdo do protocolo hormonal, com uma média de 1,05+0,62 foliculos para o
protocolo curto e auséncia de foliculos pequenos no longo (Tabela 3). A
auséncia de foliculos pequenos no tratamento com protocolo longo, justifica-se
provavelmente pela acdo do foliculo dominante formado decorrente dos niveis
subluteais encontrados nesses tipos de protocolos (RUBIANES e MENCHACA,
2003). Medan et al. (2003) verificaram que na presenca de um grande foliculo
antral obtiveram uma concentracdo sérica da inibina alta, com correlacdo
negativa com as concentracdes de FSH, que promovem a atresia dos foliculos

subordinados.
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Tabela 3. Numero de foliculos ovariano pequenos, médios e grandes
visualizados por ultrassonografia no momento da LOPU de cabras submetidas
a estimulacdo ovariana utilizando protocolo curto (7 dias) ou longo (12 dias),

dose Unica ou cinco doses do hormonio foliculo estimulante

Numero de foliculos por categoria

Momento Fatores n Pequeno Médio Grande

avaliacao (2-3mm) (4-5mm) (26mm)
D6/D11 CURTO 1 1,05+0,62a 5,44+1,35 6,69+1,50
(LOPU) 2

LONGO 12 0,00+0,00b 5,27+1,32 5,95+1,40

DOSE 12 0,47+0,58 6,49+1,45a 5,00+1,27b
UNICA
5 DOSES 12 0,00+0,00 4,42+1,20b  7,97+1,61la

Dados ndo paramétricos (médiatintervalo de confianca de Wald) avaliados por Modelos
Lineares Generalizados (GLM). Houve efeito dos fatores (P<0,05) e n&o houve interacdo
(P>0,05) nos parametros avaliados. Dia da LOPU (D6/D11). NUumero de animais experimentais

por tratamento (n).

Ja para o numero de foliculos nas categorias médio e grande houve
efeito (P<0,05) do fator numero de doses (Tabela 3). Para niumero de foliculos
médios, o fator dose Unica apresentou o maior numero de foliculos (6,49+1,45)
qgquando comparado ao fator doses mdltiplas (4,42+1,20). O maior nimero de
foliculos nesta categoria pode ter sido caudado pela estimulacdo do
crescimento dos foliculos pequenos presentes no ovario, no momento da dose
Unica de FSH, aplicada 36 horas antes da LOPU. Este resultado corrobora com
Rubianes e Menchaca (2003), que observaram que na auséncia do foliculo
dominante o FSH exdgeno promoveu um aumento na populacdo de foliculos
pequenos (3 a <4mm), que culminou no aumento da populacdo de foliculos
meédios (4 a <6mm), 36 horas apés a aplicacdo hormonal.

O numero de foliculos grandes no fator doses mudltiplas (7,97+1,61)
apresentou uma meédia superior ao fator dose unica (5,00+1,27) (P<0,05)
(Tabela 3). Nos tratamentos com cinco doses, as aplicacdes séo iniciadas 72
horas antes do momento da LOPU, possibilitando sua atuacdo sobre os

foliculos presentes no inicio da estimulagdo ovariana. Estimular proliferacao
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celular e consequentemente o crescimento do foliculo antral sdo algumas das
principais funcdes do FSH (SARAIVA et al., 2010).

Souza et al. (2011la) avaliaram o numero de foliculos por
ultrassonografia no momento da LOPU de cabras submetidas ao protocolo
longo (11dias), associado a trés protocolos de estimulagdo (cinco doses
decrescente de FSHp (30/30, 20/20 e 20mg) a cada 12h, trés doses
decrescentes de FSHp (60, 40 e 20mg) a cada 24h e 70mg de FSHp associado
a 200Ul de eCG e) e nao observaram diferenca entre os tratamentos, com
média de 5,98 para pequenos foliculos (<3mm); 7,76 para foliculos médios (3 a
4mm) e 3,41 para foliculos grandes (>4mm), com um total de foliculos
presentes nos ovarios, superior ao encontrado no presente estudo.

Os protocolos de estimulacéo ovariana objetivam aumentar o numero de
foliculos para aspiracdo e recuperacao de COCs viaveis para PIV. Mossa et al.
(2008) avaliaram a correlacéo entre o numero de foliculos ovarianos presente
no ovario e o potencial de desenvolvimento in vitro dos embriées em ovinos. Os
ovarios foram classificados quanto ao numero de foliculos em baixo (<4
foliculos), intermediéario (5 a 7 foliculos) e alto (=8 foliculos) e verificaram maior
competéncia para o desenvolvimento de odcitos coletados de ovarios com
namero de foliculos 28, com diferenca na taxa de clivagem e no total de
blastocisto produzidos.

A UTR foi uma técnica eficiente na detec¢do dos ovarios com uma taxa
de 97,92%, no presente estudo. Nociti (2014) avaliou a resposta da aspiracéo
folicular de cabras suplementadas com diferentes fontes de gorduras,
observaram que € possivel examinar a condicéo folicular presente nos ovarios
por ultrassonografia momentos antes da LOPU e avaliar a resposta folicular e
predizer o niumero de foliculos disponiveis para aspiracao, verificou ainda que
os foliculos considerados aspiraveis pelo ultrassom apresentaram correlacdo
positiva com foliculos aspirados (r=0,70) e com os COCs recuperados (r=0,60).

Durante os protocolos de estimulagdo ovariana, ndo houve efeito
dos fatores e na interagdo (P>0,05) para o diametro dos foliculos pequenos
(2 a 3mm) (Figura 5). Os COCs recuperados de foliculos pequeno (2 a 3mm)
apresentam taxa de o06citos viaveis inferior (64%) quando comparada a
categoria de foliculos médios (3,1 a 5,0mm), com 84% e grandes (>5mm), de
87% (CROZET et al., 1995). Esses resultados corroboram com Nociti (2014),
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que verificou quando os COCs séo recuperados de foliculos pequenos (£3mm),
apresenta correlacao negativa (r=-0,27) com os COCs classificados com grau |

e uma correlacdo positiva com grau Il (r=0,48).

Figura 5. Didmetro dos foliculos pequenos visualizados por ultrassonografia de
cabras submetidas a estimulacdo ovariana utilizando protocolo curto (7 dias) ou

longo (12 dias), com aplicacdo dose unica ou cinco doses do horménio foliculo

estimulante
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Dados paramétricos (médiatintervalo de confianga de Wald) avaliados por Modelos Lineares
Generalizados (GLM). Nao houve efeito principal e nem interacdo (P>0,05) no parametro
avaliado. Inicio dos protocolos hormonais (D0). Dia aplicagdo da PGF2a dos protocolos
hormonais e aplicacdo da primeira dose dos tratamentos 5 DOSES (D3/D8). Dia quarta dose
dos tratamentos5 DOSES (D4/D9). Dia quinta dose dos tratamentos 5 DOSES e a dose do
FSH dos tratamentos DOSE UNICA (D5/D10). Dia da LOPU (D6/D11).

Durante os protocolos de estimulacdo ovariana, ndo houve efeito dos
fatores e na interacéo (P>0,05) para o diametro dos foliculos médios (4 a 5mm)
(Figura 6). Os protocolos objetivam a recuperacdo do maior nimero de COCs
competentes ao processo da PIV. Na categoria dos foliculos médios encontra-
se um grupo de foliculos em crescimento, os foliculos em crescimento e/ou
dominantes apresentam oo0citos que permanecem blogueados no estagio de
dipléteno da profase meidtica (VAN DER HURK e ZHAO, 2003). A competéncia

oocitaria é adquirida nesta fase, devido o acumulo de muitos RNAs

mensageiros que irdo atuar no desenvolvimento embrionario (ANGUITA et al.,
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2007). No presente estudo, 0 maior niumero nesta categoria foi visualizado nos
protocolos de dose Unica de FSH.

Nociti (2014) verificou correlacdo positiva entre foliculo médio (3,1 a
5,9mm) visualizado por ultrassonografia e o numero de foliculos aspirados
(r=0,59) e COCs recuperados (r=0,56). Crozet et al. (1995) verificaram uma
taxa de maturacao superior quando os foliculos foram recuperados de foliculos
médios (3,1 a 5,0mm) com 83%, e grandes (>5mm), de 97%, quando

comparado ao pequeno (2 a 3mm) com 70%.

Figura 6. Didametro dos foliculos médios visualizados por ultrassonografia de
cabras submetidas a estimulacao ovariana utilizando protocolo curto (7 dias) ou
longo (12 dias), com aplicacdo dose unica ou cinco doses do horménio foliculo
estimulante
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Dados paramétricos (médiatintervalo de confianca de Wald) analisados por Modelos Lineares
Generalizados (GLM). Nao houve efeito principal e nem interacdo (P>0,05) no parametro
avaliado. Inicio dos protocolos hormonais (D0). Dia aplicacdo da PGF2a dos protocolos
hormonais e aplicacdo da primeira dose dos tratamentos 5 DOSES (D3/D8). Dia quarta dose
dos tratamentos 5 DOSES (D4/D9). Dia quinta dose dos tratamentos 5 DOSES e a dose do
FSH dos tratamentos DOSE UNICA (D5/D10). Dia da LOPU (D6/D11).

Na maioria das avaliagdes realizadas durante os protocolos de
estimulacdo ovariana, ndo houve efeito dos fatores e na interacdo (P>0,05)
para o diametro dos foliculos grandes (26mm) (Figura 7), exceto para avaliacdo

no momento da quarta dose dos tratamentos com doses multiplas (D4
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protocolo curto/D9 protocolo longo) que apresentou efeito de interacdo
(P<0,05) (Figura 8). O grupo de foliculos nesta categoria apresenta o diametro
do foliculo pré-ovulatério da espécie caprina (6 a 9mm) como descrito por Fatet
et al. (2011).

Figura 7. Didametro dos foliculos grandes visualizados por ultrassonografia de
cabras submetidas a estimulacao ovariana utilizando protocolo curto (7 dias) ou

longo (12 dias), com aplicacdo dose unica ou cinco doses do horménio foliculo

estimulante
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Dados paramétricos (médiatintervalo de confianga de Wald) utilizando GLM. N&o houve efeito
principal (P>0,05), houve efeito da interacdo (P<0,05), no parametro avaliado. Inicio dos
protocolos hormonais (DO0). Dia aplicacdo da PGF2a dos protocolos hormonais e aplicagdo da
primeira dose dos tratamentos 5 DOSES (D3/D8). Dia quarta dose dos tratamentos 5 DOSES
(D4/D9). Dia quinta dose dos tratamentos 5 DOSES e a dose do FSH dos tratamentos DOSE
UNICA (D5/D10). Dia da LOPU (D6/D11).

In vivo, a retomada da meiose € iniciada apés o pico de LH e acontece
somente em odcitos de foliculos pré-ovulatérios meioticamente competentes
(VAN DER HURK e ZHAO, 2003). Desta forma, a aspiragdo de foliculos
grandes pode possibilitar a recuperacéo de oécito com a retomada do processo
maturacdo in vivo. Nociti (2014) verificou correlacdo positiva entre foliculo
grande (=6mm) visualizado por ultrassonografia e o numero de foliculos
aspirados (r=0,53), poréem uma correlacdo fraca com os COCs recuperados
(r=0,39). Segundo Baldassarre et al. (1994) ao aspirar foliculos >5mm de
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ovelhas estimuladas com FSHp, verificaram aspecto viscoso do fluido folicular,
causado pela sintese de uma matriz extracelular rica em acido hialurénico
pelas células do cumulus e ruptura do foliculo com extravasamento do fluido no
momento da puncédo, estes fatores podem justificar a baixa taxa de COCs
recuperados ap0s aspiracao dos foliculos grandes.

Na avaliagdo ultrassonografica realizada no momento da aplicacdo da
quarta dose do FSH nos protocolos com cinco doses (D4/D9) apresentou efeito
de interacao (P<0,05) (Figura 8). Sendo que o tratamento curto com dose Unica
apresentou menor diametro (5,44), quando comparado ao curto com multiplas
doses (7,32). Porém os tratamentos longos com dose Unica (7,01) e com cinco
doses (6,57) apresentaram médias semelhantes ao curto com dose Unica e ao

curto dose multipla.

Figura 8. Didametro dos foliculos grandes visualizados por ultrassonografia de
cabras submetidas a estimulacao ovariana utilizando protocolo curto (7 dias) ou
longo (12 dias), com aplicacdo dose Unica ou cinco doses do horménio foliculo

estimulante
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Dados paramétricos (médiazintervalo de confianca de Wald) analisados por Modelos Lineares
Generalizados (GLM). Houve efeito da interacdo (P<0,05) para no parametro avaliado. Dia
quarta dose dos tratamentos com S DOSES de FSH (D4/D9).



28

Na avaliacdo realizada no D4 do protocolo curto ou D9 no protocolo
longo, os tratamentos com dose Unica 0s ovarios ndo tinham sido estimulados
pela atuacdo do FSH. Na auséncia do FSH no tratamento curto com dose
Unica, justifica o menor didmetro folicular observado. Medan et al. (2003)
verificaram a emergéncia e o crescimento de foliculos de 3mm para diametro
=5mm apods a secrecao pulsatil do FSH.

Chaves et al. (2010) utilizaram ovério de cabras em fase aleat6ria do
ciclo estral, obtidos em abatedouros para correlacionar os diametros dos
foliculos aspirados distribuidos em trés categorias; categoria | (2-3mm), Il (4-
5mm) e a lll (mm) a qualidade morfolégica dos COCs recuperados, ndo

observaram correlacéo (r = 0,02421).

4.2 Etapa Experimental Il

Nao houve efeito dos fatores e na interagdo (P>0,05) para as variaveis
analisadas na etapa experimental Il (Tabela 4 e 5). Para nimero de foliculos
visualizados e aspirados obteve-se uma média geral de 16,94+8,01 e
12,2745,69, respectivamente (Tabela 4). Os nameros de foliculos visualizados
corroboram com os achados por Avelar et al. (2012), quando avaliaram trés
protocolos de estimulagcdo ovariana (cinco doses de FSH (30/30, 20/20 e
20mg), a cada 12h; trés doses de FSH (60, 40 e 20mg), a cada 24h e 70mg de
FSH associado a 200Ul de eCG obtiveram uma média de 16,96+0,15 foliculos
visualizados e um maior nimero de foliculos aspirados (15,13+0,49).

O numero de COCs recuperados (8,11+4,68) e a taxa de recuperacao
(65,08%) nao foram influenciados pelos protocolos de estimulagdo ovariana
(P>0,05) (Tabela 4), demonstrando que os protocolos com dose Unica de FSH
além de execucdo mais simples, promovem a estimulacdo ovariana
semelhante aos protocolos tradicionais. Cordeiro et al. (2014) utilizaram
protocolo longo e estimulac&o ovariana com 80mg de FSHp associado a 300Ul
de eCG e obtiveram resultados inferiores para média COCs recuperados

(6,03+1,42) e taxa de recuperacédo (58,01+14,82). Resultados superiores foram
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encontrados por Sanchez et al. (2014), com protocolo longo, dose total maior
de FSHp de 180mg (45/45, 30/30 e 30 mg), distribuida em cinco doses e
obtiveram um numero de COCS recuperados (13,37t1.8) e taxa de

recuperacéao de 71,8%.

Tabela 4. Numero de foliculos visualizados, aspirados e COCs recuperados de
cabras submetidas a estimulacao ovariana utilizando protocolo curto (7 dias) ou
longo (12 dias), com aplicacdo de dose unica ou de cinco doses de hormdnio

foliculo estimulante

Foliculos COCs
Tratamentos n Visualizados Aspirados  Recuperados Taxa
recuperacao
CURTO/DOSE 5 17,0048,03 11,60+4,27 7,20£3,34 62,01%
UNICA
CURTO/5 DOSES 5 18,00+3,67 14,60+4,56 10,40+3,34 66,9%
LONGO/DOSE 4 12,25+3,59 8,25+1,70 5,25+2,62 61,60%
UNICA
LONGO/5 DOSES 4 20,25+14,17 14,25+9,60 9,2545,43 70,05%
MEDIA GERAL 16,94+8,01 12,27+5,69 8,11+4,68 65,08%

Dados paramétricos (média + desvio padrdo) utilizando ANOVA. Nao houve efeito dos fatores e
nem interacdo (P>0,05) nos parametros avaliados. NUumero de animais experimentais por
tratamento (n).

A qualidade dos COCs e a taxa de COCs viaveis para a PIV ndo foram
influenciadas pelos protocolos de estimulacdo ovariana (P>0,05) (Tabela 5). Os
foliculos recuperados séo classificados quando sua qualidade morfolégica
levando em consideracdo as caracteristicas das células do cumulus e o
citoplasma do o6cito. Os COCs de grau 1, 2 e 3 sdo considerados de boa
gualidade e encaminhados para maturacdo (SOUZA FABJAN et al., 2013).

O numero médio dos foliculos classificados como grau 1, 2, 3 e 4 foram
4,33+4,47; 2,00£1,57; 1,27+1,12 e 0,44+0,51, respectivamente. Para namero
de COC viaveis (7,6) verificou-se uma taxa de 92,1%, diferente do encontrado
por Cordeiro et al. (2014) em seis sessdes de aspiracdo, com média de 00citos

viaveis de 5,08+1,72. De acordo com Rodriguez et al. (2006), a qualidade
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oocitaria esta diretamente relacionada a presenca das células do cumulus e o
sucesso da PIV depende de COCs competentes obtidos com a aspiragcéo

folicular.

Tabela 5. Qualidade dos COCs recuperados e viaveis para producao in vitro de
embrides de cabras submetidas a estimulacdo ovariana utilizando protocolo
curto (7 dias) ou longo (12 dias), com aplicacdo de dose Unica ou cinco doses

de hormonio foliculo estimulante

Qualidade dos COCs COCs
Tratamentos n Grau 1 Grau 2 Grau 3 Grau 4 Viaveis
n°(%)
CURTO/DOSE 5 3,00+2,35 2,20+0,84 1,20+1,30 0,80+0,45 6,4(84,7)
UNICA
CURTO/5 5 5,00+6,82 3,00+2,35 2,00+1,22 0,40+0,55 10,5(95,4)
DOSES
LONGO/DOSE 4  3,00+2,45 1,25+1,50 0,75+0,96 0,25+0,50 5,0(91,7)
UNICA
LONGO/5 4  6,5045,07 1,25+0,50 1,00+0,82 0,25+0,50 8,8(95,8)
DOSES
MEDIA GERAL 4,33+4,47 2,00+1,57 1,27+1,12 0,44+0,51 7,6(92,1)

Dados paramétricos (média + desvio padrdo) utilizando ANOVA. Nao houve efeito dos fatores e
nem interagdo (P>0,05) nos parametros avaliados. NUumero de animais experimentais por
tratamento (n). Namero (n°).

Segundo Avelar et al. (2012) a qualidade morfologica dos COCs foram
afetados pelo protocolos de estimulacdo ovariana, onde observou maior
porcentagem de grau IV (COCs com forma anormal e citoplasma heterogéneo
ou apoptéticos e células do cumulus gelatinosa) e a menor taxa de maturacao
de 32.1% quando foi utilizado trés doses de FSH (60/40/20mg), a cada 24h.
Esses resultados podem ter sido gerados pela inadequada estimulacdo
gonadotréfica devido o intervalo entre as doses, o que pode ter interferido na

competéncia meidtica COCs recuperados.
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5 CONCLUSAO

Os quatro protocolos foram eficientes em estimular a resposta ovariana
e a producédo oocitéria de cabras, contudo, seria mais indicada a utilizagdo do
protocolo curto (7 dias) e aplicacdo de dose Unica de FSH, com base no maior
namero de foliculos médios disponiveis para aspiracédo, além do menor tempo
e maior praticidade de execugdo. Porém é necessério avaliar a eficiéncia dos

oocitos coletados, nas etapas seguintes da producao in vitro de embrides.
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IMFORMACOES COMPLEMENTARES

No presente trabalho foi gerado um artigo intitulado: Resposta folicular
ovariana e producdo oocitaria de cabras submetidos a protocolos de
estimulacdo ovariana. O mesmo foi encaminhado para publicacdo Arquivo
Brasileiro de Medicina Veterinaria e Zootecnia, com Qualis B2 na Area de

Zootecnia/Recursos Pesqueiros.



