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Resumo 

 
O objetivo deste estudo foi avaliar a qualidade de ovócitos obtidos por meio de punção folicular de vacas 

doadoras submetidas à superovulação após a coleta de embriões. Foram utilizadas 22 vacas mestiças (Bos taurus x 
Bos indicus), que foram divididas em dois grupos: 1) grupo-controle (GC; n = 11), composto por vacas em fase 
aleatória do ciclo estral, pois não sofreram nenhum tratamento hormonal, e 2) grupo corpos lúteos (GCL; n = 11), 
vacas que haviam sido utilizadas em um programa de superovulação e coleta de embriões. Todas as vacas foram 
submetidas à punção folicular ovariana a cada sete dias após a coleta de embriões do GCL, totalizando cinco seções 
de punção por grupo. Houve uma maior taxa de recuperação de ovócitos de qualidade I e II no GCL do que no GC 
(28,6 e 6,4%, respectivamente; P < 0,001). Os resultados indicam que ovócitos recuperados após um programa de 
superovulação e coleta de embriões apresentam melhor qualidade do que ovócitos coletados em fase aleatória do 
ciclo estral.  
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Abstract 
 
The aim of this study was to evaluate the oocyte quality retrieved by ovum pick-up (OPU) after the embryo 

collection in cows subjected to superovulation procedure. Twenty two crossbred cows were separated into two 
groups; 1) Control Group (CG; n = 11), cows in random stage of the estrous cycle that did not received any 
hormonal treatment and 2) Corpus Luteum Group (CLG; n = 11), cows that had been used in a superovulation 
protocol and embryo collection. All cows were subjected to OPU procedure every 7 days after embryo collection of 
the CLG. The CLG had higher rate of oocytes quality I and II retrieved than the CG (28.6 e 6.4%, respectively; 
P < 0.001). The results indicate that oocytes retrieved from cows subjected to protocols of superovulation and 
embryo collection are of better quality than oocytes collected in random stage of the estrous cycle.  
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Introdução 
 

A técnica de punção folicular guiada por ultrassom possibilita maximizar o aproveitamento de ovócitos que 
fisiologicamente sofreriam atresia, mas que possuem potencial de produção de embriões in vitro (Bousquet et al., 
1999). Apesar do grande avanço obtido na área de biotecnologia da reprodução, a eficiência da produção de 
embriões transferíveis, oriundos de fecundação in vitro (FIV), ainda é baixa (de Wit et al., 2000; Havlicek et al., 
2010). Existem fortes indicações de que este fato esteja mais relacionado com a fonte de ovócitos do que com as 
condições de fecundação e cultivo in vitro (Bols et al., 1997) e/ou devido ao método de maturação in vitro dos 
ovócitos coletados (Leibfried-Rutledge et al., 1987).  

Alguns estudos indicam que a progesterona plasmática afeta a qualidade ovocitária (Leibfried-Rutledge et 
al., 1987; Blondin et al., 1997; Hagemann et al., 1999; Salamone et al., 1999; Hendriksen et al., 2004; Pfeifer et al., 
2009), pois ovócitos coletados na fase tardia de diestro são mais competentes que ovócitos coletados no início do 
diestro ou na fase folicular do ciclo estral, onde a concentração de progesterona é mais baixa (Machatkova et al., 
1996, 2004).  

Alta concentração de progesterona pode ser detectada em vacas doadoras após a coleta de embriões, pois 
possuem múltiplos corpos lúteos (CLs). Neste âmbito, a aplicação de uma dose convencional de prostaglandina F2
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alfa (PGF2α; 0,150mg de D-cloprostenol) no dia da coleta pode resultar em  luteólise parcial dos corpos lúteos (Levy 
et al., 2000; Castilho et al., 2009). Considerando-se tais afirmações, um aumento da concentração de progesterona no 
período pós-coleta de embriões pode ter interessante aplicabilidade no intuito de aumentar a qualidade dos ovócitos 
recuperados in vivo, visto que a concentração moderada de P4 plasmática aumenta a qualidade dos ovócitos (Pfeifer 
et al., 2009).  

O objetivo deste estudo foi verificar se a presença dos corpos lúteos remanescentes após a coleta de 
embriões influencia a qualidade dos ovócitos.  
 

Material e Métodos 
 

Todos os procedimentos realizados neste experimento foram aprovados pelo Comitê de Ética de 
Experimentação Animal da Universidade Federal de Pelotas (Protocolo 23110.004382/2010-89). O experimento foi 
realizado no Setor de Campo Experimental Fazenda Sucupira da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia, 
Brasília-DF, no período de transição entre a época seca e a chuvosa em região de cerrado. Foram utilizadas 22 vacas 
multíparas, mestiças (Bos taurus x Bos indicus), com peso entre 380 e 420 kg e escore de condição corporal entre 3 e 
3,5, em regime de pastagem (Brachiara brizanta) com suplementação mineral. Os animais foram divididos em dois 
grupos: grupo-controle (GC; n = 11) e grupo corpos lúteos (GCL; n = 11). O GC foi composto de vacas com 
ciclicidade estral regular e que não sofreram nenhum tipo de tratamento hormonal. O GCL era composto por vacas 
que haviam sido submetidas a protocolos de superovulação e coleta de embriões. O protocolo de superovulação 
consistiu da inserção de um implante de progesterona (CIDR®; 1.9 g, InterAg- Hamilton, New Zealand, marketed by 
Pfizer, New York, NY, USA) no dia 0, seguido da aplicação de 2mL de benzoato de estradiol (2mg Estrogin®; 
Farmavet, i.m.) no dia 2. No dia esperado da nova onda folicular, ± dia 7 do protocolo, foi iniciado o tratamento 
superestimulatório, sendo aplicado um total de 250UI de FSH:LH (PLUSET®; Hertape Calier, i.m.), duas vezes ao 
dia, em doses decrescentes. No dia 8, o CIDR foi retirado, e 0,150mg de análogo de prostaglandina (D-cloprostenol; 
Prostaglandina Tortuga, Santo Amaro, SP, Brasil, im) foi aplicado (Fig. 1). As vacas do GCL foram inseminadas 
duas vezes com intervalo de 12 horas após a detecção de estro. A coleta de embriões foi realizada sete dias após a 
inseminação. No dia da coleta dos embriões, as vacas do GCL receberam aplicação de 0,150mg de D-cloprostenol. 
Os dois grupos foram submetidos à PF a cada sete dias após a coleta de embriões do GCL, totalizando cinco seções 
de PF por grupo. Durante cada seção de PF, também foi realizada a ultrassonografia dos ovários para avaliação da 
presença do CL em ambos os grupos. 

 
   PGF2α+ 

                    2,5 mg BE*                                                 PGF2α                                            Coleta de embriões 
                                                                                                                                                    
                                                                                                                 Estro+ IA                          1º PF*** 

                                                                                                                      
                                                                                                         
 
                                                                                                       

Dias 0             2                                                    7            8          9          10        11       12       19              26 
 
 
 

Figura 1. Protocolo de superovulação e PF utilizado nas vacas do grupo corpos lúteos. 
* Benzoato de estradiol (Estrogin; Farmavet). 
**Superovulação utilizando Pluset (250UI), 2 aplicações/ dia em doses decrescentes. 
***1º Punção folicular. As demais punções foram realizadas a cada 7 dias, totalizando 5 sessões de punção folicular. 

 
Para realização das PFs, as vacas receberam previamente anestesia epidural baixa, 5 a 7mL de anéstésico 

local (lidocaína 2%). O método de aspiração folicular utilizado no experimento foi adaptado de Petyim et al. (Petyim 
et al., 2003). A PF foi realizada via transvaginal, com aparelho de ultrassonografia (Aloka 500 com transdutor 
setorial de 5 MHz, Tóquio, Japão), adaptado a um sistema de agulhas descartáveis (agulha para aspiração folicular, 
Handle Cook®), com 18 g° de diâmetro, acoplado a um sistema de vácuo (bomba para aspirações foliculares, Handle 
Cook®), com pressão de aspiração correspondendo a aproximadamente -75 a -85 mmHg. Foram puncionados todos 
os folículos que possuíam diâmetro acima de 3mm.  

Os ovócitos aspirados foram retidos em tubo Falcon de 50mL (Corning®, New York, USA), sendo que o 

CIDR-B 

SOV** 
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meio de lavagem utilizado para PF foi Dulbecco PBS, suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB), 
gentamicina e heparina 100UI/mL. O material coletado das PFs foi filtrado (filtro Milipore® para embrião) e lavado 
com PBS para facilitar o rastreamento. 

O rastreamento dos complexo cumulus-ovócitos (CCOs) foi realizado em placa de petri utilizand-se o lupa 
estereomicroscópica (OlympusSZX7®, Pensilvania, USA), em aumento de 40X, para avaliação morfológica de sua 
qualidade. Os CCOs foram classificados em quatro categorias de acordo com a classificação proposta por Leibfried 
and First (1979). Os ovócitos classificados nas categorias I e II foram considerados como de boa qualidade, e os das 
categorias III e IV como de má qualidade. 

O modelo estatístico incluiu o efeito animal, a condição corporal (CC), a coleta, o tratamento e suas 
interações. Não foram detectados efeito de animal, CC, coleta e suas interações, sendo que estes efeitos foram 
excluídos do modelo estatístico final. As variáveis dependentes binomiais, tais como: taxa de recuperação ovocitária 
e porcentagem de ovócitos de qualidade I e II e de qualidade III e IV, foram analisadas pelo teste do qui-quadrado. 
 

Resultados e Discussão 
 

A taxa de recuperação ovocitária e a qualidade dos ovócitos recuperados estão apresentadas na Tab. 1. O 
GCL apresentou melhor qualidade ovocitária do que o GC. Apesar de não ter havido diferença entre os grupos em 
relação ao número de ovócitos coletados, o GCL apresentou maior proporção de ovócitos de boa qualidade que o GC 
(28,6 e 6,4%, respectivamente; P < 0,001). Como esperado, as vacas do GCL demonstraram, em média, 3.05 ± 1.86 
CL detectados no momento da primeira punção folicular, sete dias após a coleta de embriões, enquanto as vacas do 
GC apresentaram, em média, 0.75 ± 0.3 CL. Embora a concentração plasmática de progesterona não tenha sido 
analisada, estudos demonstraram que o número de CLs está diretamente relacionado com o aumento da concentração 
plasmática de progesterona (Baruselli et al., 2001; Bo et al., 2002; Ferreira et al., 2006). Desta forma, os resultados 
do presente experimento podem estar associados ao aumento de progesterona plasmática no GCL, devido à presença 
de múltiplos CLs. Tais CLs podem ser consequentes da luteólise parcial ocorrida devido à administração de apenas 
uma dose de prostaglandina no dia da coleta de embriões A progesterona permite que o folículo seja exposto por um 
maior período a pulsos de LH de baixa amplitude, obtendo um ovócito de melhor qualidade (Greve et al., 1995; 
Pfeifer et al., 2009). Contrariamente, de Wit et al. (2000) não registraram diferença na qualidade e no número de 
ovócitos de ovários de abatedouros coletados em fase folicular, luteal precoce e luteal tardia. Além do possível efeito 
dos CLs sobre a qualidade dos ovócitos, o tratamento superovulatório realizado no GCL, previamente às PFs, pode 
ter resultado em efeito positivo na qualidade dos ovócitos inclusos em folículos pré-antrais sensíveis a 
gonadotrofinas. Estudos evidenciando o efeito das gonadotropinas sobre folículos pré-antrais já foram demonstrados 
(para revisão: Fortune, 2003). O tratamento superovulatório com gonadotrofinas (FSH:LH) pode ter afetado a 
qualidade de ovócitos, pois ovócitos inclusos em folículos pré-antrais presentes no ovário no momento da 
superovulação somente foram obtidos nas PFs subsequentes. Em um estudo recente, Vianna et al. (2010) registraram 
que vacas em fase aleatória do ciclo estral, submetidas a repetidas seções de aspiração folicular, mantiveram a 
concentração plasmática de progesterona de <1ng/mL. Surpreendentemente, não foram encontrados na literatura 
registros que comparam a eficiência de diferentes protocolos de indução de luteólise dos CLs formados após a 
superovulação. No presente trabalho, foram detectados vários CLs após a injeção de somente uma dose de PGF2α, 
no dia 7 após a ovulação. A habilidade da PGF2α em causar luteólise, no período de luteinização recente, ainda não 
foi totalmente elucidada (Levy et al., 2000). Além disso, a presença de CLs após a aplicação de PGF2α em vacas 
submetidas à SOV e à coleta de embriões já foi descrita (Castilho et al., 2009). Estes resultados podem ter sido 
consequentes da aplicação de somente uma única dose de prostaglandina, sendo esta insuficiente para causar 
luteólise completa. Além disso, o fato de que as ovulações em vacas superovuladas podem ocorrer em um intervalo 
de 24-36 horas indica que alguns CLs poderiam ter em torno de 5,5 - 6 dias no momento da aplicação de PGF2α, 
período em que o poder luteolítico da prostaglandina é reduzido (Thatcher et al., 2001). . Portanto, um maior número 
de aplicações de PGF2α, nos dias subsequentes após a coleta dos embriões, pode ser interessante para se obter uma 
luteólise completa dos CLs.  

Foi observado que os CLs do GCL permaneceram durante todo o período experimental. A persistência dos 
CLs se deve ao fato de que o estradiol (E2) circulante tem ação importante na cascata fisiológica envolvida na 
luteólise (Salfen et al., 1999; Araujo et al., 2009). A destruição (Ginther, 1971) ou a punção dos folículos ovarianos 
(Araujo et al., 2009) atrasam a luteólise devido à redução da concentração de estradiol. A ativação dos receptores de 
oxitocina no útero pelo estradiol circulante é essencial para a síntese e secreção de prostaglandina (Silvia et al., 1991; 
Mann et al., 2001; Araujo et al., 2009). As punções foliculares seriadas, juntamente com a aplicação de PGF2α no 
momento da coleta dos embriões, podem estar ligadas à permanência dos CLs.  

A obtenção de ovócitos pós-coleta de embriões, caso sejam submetidos à fecundação in vitro, pode 
maximizar o aproveitamento de um programa de transferência de embriões. Este procedimento se torna interessante 
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ao passo que muitas vezes a transferência de embriões não demonstra resultados satisfatórios, sendo que os custos 
com hormônio, alimentação, obtenção de doadoras e receptoras, sêmen, material para coleta e transferência e 
encargos veterinários se tornam onerosos quando os resultados não são satisfatórios. Neste caso, a punção folicular 
pós-superovulação pode ser uma alternativa viável, pois há a possibilidade de incremento da produção de embriões 
no intervalo entre superovulações.  

Os resultados deste experimento demonstram que vacas submetidas à punção folicular seriada, após 
tratamento de superovulação, apresentam aumento na qualidade dos ovócitos coletados. 
 
Tabela 1. Classificação de ovócitos quanto à qualidade de vacas coletadas em fase aleatória do ciclo estral (grupo- 
controle) e vacas com mais de um CL durante as sessoes de PF (grupo CL).  

 Grupo-controle Grupo CL Valor de P 
Taxa de recuperação ovocitária (n) 70.9% (202/285) 69.2% (287/415) 0.6 
Ovócitos de qualidade I e II (n)* 6.4% (13) 28.6% (82) <0.001 
Ovócitos de qualidade III e IV* 93.6% (189) 71.4% (205) <0.001 

*I, II, III e IV: qualificação dos ovócitos de acordo com a qualidade, sendo I e II considerados qualidade boa, e III e 
IV considerados qualidade ruim.  
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