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Resumo

Avaliou-se a eficiência da estimulação hormonal ovariana antes da punção
folicular em vacas da raça Gir, tendo como objetivo principal maximizar a
produção in vitro de embriões. Foram utilizadas vacas pluríparas, não-lactantes,
em boas condições reprodutiva e corporal, que tiveram o ciclo estral sincroniza-
do pela administração de cloprostenol e receberam, ao longo do experimento,
implantes auriculares de norgestomet renovados a cada 14 dias. As punções
foliculares foram realizadas utilizando um aparelho de ultra-sonografia equipado
com um dispositivo-guia para punção, e os oócitos recuperados foram fecunda-
dos e cultivados in vitro, ou preparados para microscopia eletrônica de transmis-
são. O primeiro experimento avaliou o efeito da pré-estimulação ovariana com
FSH. A administração de FSH exógeno resultou em um aumento no número
total de folículos e no número de folículos grandes e médios (p<0,01), porém
reduziu o número de folículos pequenos (p<0,01). O total de oócitos recuperados
por sessão não foi diferente entre o controle e o tratamento com FSH (p>0,05),
mas o tratamento hormonal aumentou o percentual de oócitos de melhor qualidade
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e diminuiu o de degenerados (p<0,01). O FSH aumentou (p<0,05) a taxa de
clivagem e melhorou a produção de blastocistos (p=0,072). No segundo
experimento avaliou-se o efeito da estimulação ovariana com somatotropina
bovina recombinante (rbST) associada ou não ao FSH. A rbST não afetou as
principais características ovarianas, porém, quando associada ao FSH, verificou-
se aumento no número de folículos grandes e médios, e uma diminuição no
número de folículos pequenos (p<0,01). A utilização somente do rbST promo-
veu uma diminuição na taxa de recuperação de oócitos (p<0,05). A associação
ao FSH aumentou o número de oócitos de melhor qualidade (p<0,05) e
diminuiu o de degenerados (p<0,01). A rbST aumentou (p>0,05) a taxa de
clivagem e produção de blastocistos (p<0,01), e melhorou o desenvolvimento
embrionário em associação ao FSH (p=0,064). No último experimento avaliou-
se a ultra-estrutura dos oócitos submetidos aos tratamentos hormonais, evidenci-
ando que a maioria apresentava grandes agrupamentos de grânulos corticais e
vesículas de lipídios localizados na região periférica do oócito, alguns grânulos
isolados espalhados no ooplasma e espaço perivitelíneo ausente. Todos os
oócitos apresentavam a membrana do núcleo ondulada.

Palavras�chave: Bovinos, Gir, produção in vitro de embriões, punção folicular,
estimulação hormonal

Abstract

The efficiency of hormonal ovarian stimulation before follicular puncture in Gir
breed (Bos indicus) cows was evaluated, with the aim of increasing in vitro
embryo production. Non-lactating cycling cows were used. Animals had their
estrous cycles synchronized with cloprostenol. During experimental period,
animals received norgestomet ear implants, replaced every fourteen days.
Follicular puncture was performed using an ultrasound device equipped with a
sector intravaginal probe. Recovered oocytes were fertilized and cultured in vitro
or prepared to transmission electronic microscopy. The first experiment
evaluated the effects of ovarian pre-stimulation with FSH. Exogenous FSH
administration increased total number of follicles and the number of large and
medium follicles (p<0.01), however reduced the number of small follicles
(p<0.01). The number of oocytes recovered per aspiration section did not differ
from control and FSH treatment (p>0.05), but hormonal treatment increased the
percentage of oocytes with better quality and reduced the number of degenerated
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oocytes (p<0.01). The FSH increased cleavage rate (p<0.05) and improved
blastocyst production (p=0.072). In the second experiment, ovarian stimulation
with recombinant bovine somatotropin (rbST) associated or not with FSH was
evaluated. The rbST did not affect the main ovarian characteristics but in
association with FSH increased the number of medium and large follicles and
reduced the number of small follicles (p<0.01). Treatment exclusively with
rbST reduced oocyte recovery rate (p<0.05). The association of rbST with FSH
increased the number of better oocytes quality (p<0.05) and reduced the
number of degenerated oocytes (p<0.01). The rbST increased cleavage
(p<0.05) and blastocyst production (p<0.01) rates, and improved embryonic
development in association to FSH (p=0.064). In the last experiment, the
ultrastructure of oocytes submitted to hormonal treatment showed large clusters
of cortical granules and lipid vesicles located in the oocyte periphery.

Key-words: Bovine, Gir, in vitro embryo production, ovum pick-up, hormonal
stimulation

Introdução

A aspiração folicular guiada por ultra-som é uma técnica utilizada para recupera-
ção de oócitos imaturos de doadoras vivas. Quando usada em conjunto com a
produção in vitro de embriões, pode gerar grande número de embriões de
qualidade superior por doadora/ano para uso em programas de melhoramento
genético. Além disso, pode ser de grande valia na obtenção de embriões mesti-
ços a partir do cruzamento de animais de diferentes raças.

A eficiência da associação das técnicas de punção folicular e produção in vitro
de embriões depende do estabelecimento de protocolos que garantam a recupera-
ção de complexos cumulus-oócitos com maior potencial de desenvolvimento
possível. O controle hormonal da função ovariana pode ser um valioso recurso
para aumentar o número de embriões produzidos in vitro. Em animais de raças
européias, o tratamento hormonal das doadoras de oócitos utilizando FSH e/ou
somatotropina recombinante bovina (rbST) tem aumentado o número de folículos
viáveis para punção, embora a eficiência desses oócitos na produção in vitro de
embriões seja questionável (GOODHAND et al., 1999; ROTH et al., 2002).

Animais da raça Gir (Bos indicus) apresentam um padrão de crescimento e
dinâmica folicular semelhantes aos observados em raças européias (Bos taurus)
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(SANTOS, 2001), e características morfológicas e funcionais dos corpos lúteos
seguem o mesmo padrão observado em outras raças bovinas (VIANA et al., 1999).
Entretanto, fêmeas Bos indicus e Bos taurus diferem em muitos outros aspectos
em suas fisiologia reprodutiva, como o diâmetro máximo do folículo dominante
(FIGUEIREDO et al., 1997; VIANA et al., 2000), número de folículos presentes
no ovário (SEGERSON et al., 1984) e no padrão endócrino (SEGERSON et al.,
1984). Além disso, menores doses de gonadotrofinas do que as normalmente
utilizadas para superovulação em gado Bos taurus parecem ser mais eficientes
em animais Bos indicus (VISINTIN et al., 1996; FREITAS et al., 1998).

Sendo assim, torna-se imperativa a procura de protocolos que utilizem a
estimulação ovariana antes da punção folicular, bem como o conhecimento da
eficiência desses oócitos recuperados quando usados na produção in vitro de
embriões, principalmente em animais da raça Gir, que possuem poucas informa-
ções a respeito na literatura.

O presente trabalho tem como objetivos estudar o uso de diferentes protocolos
de estimulação ovariana, utilizando FSH, rbST e rbST associada ao FSH, antes
das sessões de punção folicular, como meio de aumentar o número e a qualidade
dos oócitos recuperados; verificar a eficiência desses oócitos na produção in
vitro de embriões e avaliar a ultra-estrutura dos oócitos recuperados após
estimulação hormonal .

Material e métodos

Os experimentos foram realizados na Embrapa Gado de Leite, usando-se 45
vacas da raça Gir multíparas, não-lactantes, em boas condições reprodutiva e
corporal. Os animais tiveram o ciclo estral sincronizado pela administração
intramuscular de 0,5 mg de cloprostenol (Ciosin, Coopers), e ao longo do
experimento receberam implantes auriculares com 3 mg de norgestomet (Crestar,
Intevet), renovados a cada 14 dias. Após a sincronização do ciclo estral, os
animais foram distribuídos nos diferentes experimentos.

Experimento 1
Efeito da pré-estimulação com FSH na coleta de oócitos por punção folicular e
produção in vitro de embriões na raça Gir.

Quinze vacas foram submetidas aos seguintes tratamentos:
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T1: Punção folicular duas vezes por semana sem estimulação hormonal (controle).

T2: Punção folicular uma vez por semana após tratamento com 250 U.I. de
hormônio folículo estimulante (Pluset, Serono), distribuídos em seis aplicações
em doses decrescentes (75, 50, 50, 25, 25, e 25 U.I.) administradas em
intervalos de 12 horas nos três dias precedentes a cada sessão de punção.

Cada animal foi submetido primeiro ao T1 com duas repetições, e posteriormente
ao T2 em duas repetições (30 punções para cada tratamento).

As punções foliculares foram realizadas utilizando-se um aparelho de ultra-sonografia
equipado com transdutor setorial intravaginal de 5/7,5 MHz e um dispositivo-guia
para punção folicular. Folículos com diâmetro superior a 3 mm foram identifica-
dos, mensurados e puncionados utilizando-se agulhas 19G e uma pressão de
vácuo de 80 mmHg, correspondendo a um fluxo de 14 ml de água/min. O
líquido folicular foi inicialmente recuperado em tubos plásticos de 50 ml (Falcon),
com 15 ml de DPBS acrescido de soro fetal bovino (SFB) e heparina, sendo
posteriormente os oócitos separados em um filtro de coleta de embriões com
malha de 80 micras (Millipore). Os complexos cumulus-oócito recuperados foram
transferidos para placas de cultivo contendo DPBS acrescido de 10% de SFB a
37 °C e avaliados em um microscópio estereoscópio com aumento final de 50X.

Foram considerados adequados para o cultivo in vitro os oócitos de grau I
(complexos cumulus-oócitos apresentando mais de três camadas de células do
cumulus compactas, oócitos com citoplasma escuro e homogêneo ou apresen-
tando pequenas irregularidades) e grau II (complexos cumulus-oócito apresentan-
do menos de três camadas de células do cumulus compactas, oócitos com
citoplasma escuro e homogêneo ou apresentando pequenas irregularidades).

Os oócitos selecionados foram acondicionados em tubos plásticos de 1,5 ml
contendo meio Talp-Hepes e mantidos em estufa a 39 °C até o momento do
transporte para o Laboratório de Embriologia. O transporte até o laboratório foi
realizado utilizando-se uma câmara incubadora (Modular Incubator Chamber,
Billups-Rothenberg) mantida à temperatura de 39 °C em uma bolsa térmica. O
tempo médio de transporte foi de 40 minutos a uma hora.

Os oócitos foram submetidos à maturação in vitro em meio TCM-199 acrescido
de 10% de soro de vaca em cio e 20 mg/ml de FSH, por 22 horas, em estufa
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incubadora a 39 °C com 5% de CO2 e 95% de umidade. Após a maturação, os
oócitos foram fertilizados com sêmen congelado de um touro da raça Gir previa-
mente selecionado. Para separação de espermatozóides vivos e mortos foi
utilizado o método de swim up. A fecundação in vitro foi realizada em gotas de
100 ml de meio Fert-Talp acrescido de heparina, cobertas com óleo mineral, com
concentração espermática de 2,0 x 106 espermatozóides/ml por um período
aproximado de 22 horas em estufa incubadora nas mesmas condições da
maturação in vitro.

Os possíveis zigotos foram co-cultivados com células da granulosa em CR2aa
acrescido de 10% SBF, em gotas de 50 ml cobertas com óleo mineral em estufa
incubadora nas mesmas condições da maturação in vitro. A avaliação da taxa de
clivagem e a renovação do 50% do meio foram realizadas 72 horas pós-
fecundação. A taxa de produção de blastocisto foi avaliada 192 horas pós-
fecundação.

Análise estatística
As características número total de folículos, diâmetro do maior folículo e número
de folículos grandes (≥ 9mm), médios (6 a 8 mm) e pequenos (≤ 5 mm) foram
analisadas usando o teste de Wilcoxon e as taxas de recuperação de oócitos,
clivagem e produção de blastocisto pelo teste do Qui-quadrado.

Experimento 2
Efeito da somatotropina na população folicular, recuperação de oócitos e produ-
ção in vitro de embriões em vacas da raça Gir.

Vinte e quatro vacas foram submetidas aos seguintes tratamentos:

T1: Punção folicular duas vezes por semana, sem estimulação hormonal (controle).

T2: Punção folicular uma vez por semana, após tratamento, com 160 mg de
rbST(Boostin, Coopers) em aplicação única quatro dias antes de cada punção.

T3: Punção folicular uma vez por semana, após tratamento, com 160 mg de
rbST em aplicação única quatro dias antes de cada punção, seguida pela admi-
nistração de 250 U.I. de hormônio folículo estimulante (Pluset, Serono), distribu-
ídos em seis aplicações em doses decrescentes (75, 50, 50, 25, 25, e 25 U.I.)
administradas em intervalos de 12 horas nos três dias precedentes.
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Todos os animais foram submetidos aos três tratamentos, com duas repetições
para cada um deles (48 punções para cada tratamento). Cada animal foi submeti-
do primeiro ao T1 com duas repetições, e posteriormente ao T2 e T3, respecti-
vamente, em duas repetições (48 punções para cada tratamento).

As punções foliculares, seleção dos oócitos e a produção in vitro de embriões
foram realizadas seguindo o experimento 1.

Análise estatística
As características número total de folículos, diâmetro do maior folículo e número
de folículos grandes (≥ 9 mm), médios (6 a 8 mm) e pequenos (≤ 5 mm) foram
analisadas usando o teste de Wilcoxon e as taxas de recuperação de oócitos,
clivagem e produção de blastocisto pelo teste do Qui-quadrado.

Experimento 3
Avaliação ultra-estrutural de oócitos obtidos por punção folicular em vacas da
raça Gir submetidas a estimulação hormonal.

Foram utilizadas seis vacas divididas em dois grupos, sendo as do grupo I
(n=3) submetidas aos dois tratamentos descritos no experimento 1, e as do
grupo II (n=3) submetidas aos três tratamentos descritos no experimento 2.

As punções foliculares e a seleção dos oócitos foram realizadas como descrito
no experimento 1. Para a avaliação da ultra-estrutura em microscopia eletrônica
foram utilizados 10 oócitos de cada tratamento em cada grupo.

Os oócitos selecionados foram lavados em tampão fosfato 50 mM, pH 6,8 e
fixados em solução de glutaraldeído 2,5% em tampão fosfato por 24 horas a 6 °C.
Após a fixação primária, os oócitos foram lavados por três vezes em tampão
fosfato para remoção do glutaraldeído residual e pós-fixados em solução de
tetróxido de ósmio 1% em tampão fosfato por uma hora. Depois de serem
novamente lavados por três vezes em tampão fosfato, os oócitos sofreram
desidratação em série etanólica crescente (15, 30, 50, 60, 70, 80, 90, 100%
etanol em água destilada) e foram embebidos em resina acrílica (LR White
medium grade) por um período de sete dias, sendo mantidos em geladeira para a
infiltração da resina. Subseqüentemente, os oócitos foram transferidos para
cápsulas transparentes de gelatina contendo resina, postas a polimerizar em
estufa a 60 °C por 18 horas.
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As cápsulas polimerizadas foram selecionadas, levadas à lupa do ultramicrótomo
e lapidadas à mão, utilizando-se uma gilete nova para a obtenção de blocos em
forma trapezoidal contendo o oócito. A partir desses blocos foram obtidas
seções semifinas (0,7 mm) e seções ultrafinas (65 nm) utilizando-se um ultrami-
crótomo e facas de vidro e diamante, respectivamente. Seções semifinas, para
observação ao microscópio ótico, foram coletadas em lâminas de vidro contendo
uma gota de água, fixadas em placa metálica aquecida e imediatamente coradas
com Giemsa. Seções ultrafinas, para observação ao microscópio eletrônico de
transmissão, foram recolhidas em grades de níquel (200 mesh) cobertas com
filme de polivinil formol, formvar 15/95 solução 0,3% em clorofórmio e postas
para secar em papel de filtro. Posteriormente, os cortes ultrafinos foram contras-
tados em acetato de uranila solução 5% em água por 10 minutos e citrato de
chumbo solução 0,2% em NaOH 0,01N por sete a dez minutos. Após a
coloração, as grades foram postas a secar em placas de petri com papel de filtro
por 12 a 20 horas e examinadas em um microscópio eletrônico de transmissão.

Resultados e discussão

Experimento 1
A estimulação com FSH em vacas Gir aumentou o número total de folículos
(p<0,01), assim como o número de folículos grandes e médios (p<0,01) e o
diâmetro do maior folículo (p<0,01) (Tabela 1). Os resultados estão de acordo
com outros autores que utilizaram protocolos similares em gado europeu
(GOODHAND et al., 1999; SIRARD et al., 1999; GOODHAND et al., 2000), e
caracteriza a ação do FSH sobre o desenvolvimento folicular.
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Apesar de alguns autores argumentarem que o tratamento com FSH aumenta o
número de oócitos recuperados (MERTON et al., 2003), no presente experimen-
to este fato não foi observado (Tabela 1). Outros autores também não observa-
ram melhoria na taxa de recuperação de oócitos após administração de FSH antes
da punção folicular (LOONEY et al., 1994). Ao contrário, tem sido demonstrado
que a terapia gonadotrófica promove uma diminuição na recuperação de oócitos
(GOODHAND et al., 1999; SIRARD et al., 1999).

Apesar de folículos maiores serem tecnicamente mais fáceis de aspirar que os
pequenos, eles não necessariamente produzem oócitos. Um dos motivos do
aumento no número de folículos não ter sido acompanhado pela melhora da taxa
de recuperação de oócitos pode ser a consistência do fluido folicular. Folículos
grandes, tais como os estimulados por gonadotropinas exógenas podem estar mais
maduros e conter aglomerados de células da granulosa e fluido folicular mais visco-
so, enquanto folículos pequenos não possuem fluido folicular viscoso e apresentam
grumos menores de células (GOODHAND et al., 1999). Conseqüentemente, a
pressão de vácuo de 80 mmHg utilizada no presente experimento pode não ter
sido alta o suficiente para aspirar o fluido viscoso dos folículos FSH estimulados.

O FSH melhorou a qualidade dos oócitos (Tabela 2), visto que aumentou a
porcentagem de oócitos classificados como de grau I e II e diminuiu a de oócitos
degenerados (p<0,01). Resultados semelhantes foram observados por
GOODHAND et al. (1999) e ROTH et al. (2002).

A espessura do cumulus varia de acordo com a �saúde� e o tamanho dos
folículos. Um número reduzido de camadas pode ser conseqüência de oócitos
aspirados de folículos em atresia (SIRARD e BLONDIN, 1996). Sendo assim, o
FSH pode ter melhorado a qualidade morfológica dos oócitos por diminuir a
população de folículos atrésicos.
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A taxa de clivagem foi maior (p<0,05) para o T2 quando comparada com a do
T1, e o pré-tratamento com FSH antes da punção folicular parece melhorar a
taxa de produção de embriões (p=0,072) (Tabela 3). Esses resultados são
similares aos obtidos por outros autores (GOODHAND et al., 1999; SIRARD et
al., 1999; GOODHAND et al., 2000; ROTH et al., 2002). Sugere-se que o
FSH beneficie o desenvolvimento embrionário por sincronizar a população
folicular, adiantando o desenvolvimento dos folículos e iniciando a maturação
in vivo dos oócitos, o que levaria a um aumento da competência de desenvol-
vimento oocitária antes da recuperação dos mesmos (GIBBONS et al., 1994).
Além disso, o tratamento com FSH pode alterar o ambiente folicular ao redor do
oócito, influenciando direta ou indiretamente a qualidade do oócito (GONG et
al., 1997; ROTH et al., 2002).

Experimento 2
O uso do rbST, associado ou não ao FSH, não aumentou (P>0,05) o número
total de folículos submetidos a punção. O diâmetro do maior folículo, o número
de folículos grandes, médios e pequenos também não diferiu (P>0,05) entre o
tratamento controle e o tratamento com rbST. Entretanto, associação do rbST
com o FSH resultou em um aumento (P<0,01) no diâmetro do maior folículo
em relação ao controle e no número de folículos grandes e médios, e em uma
redução (P<0,01) no número de folículos pequenos em relação ao TI e TII
(Tabela 4), semelhante aos resultados obtidos com o uso exclusivo do FSH no
experimento 1.

Diversos autores têm reportado que o tratamento com rbST aumenta o número
de folículos ovarianos (GONG et al., 1991; 1993; KIRBY et al., 1997 a, b) e o
número de folículos classificados como pequenos (GONG et al., 1991; 1993;
BOLS et al., 1998; PIVATO et al., 1999; BURATINI et al., 2000; ROTH et al.,
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2002). Entretanto, o crescimento folicular aumentado não foi observado após o
uso da rbST no presente experimento semelhante ao observado por PAVLOK et
al. (1996). Essas diferenças podem ocorrer por diversos fatores, tais como a
dosagem utilizada (GONG et al., 1993; 1997), status nutricional do animal
(LUCY, 2000) e diferença entre raças (BURATINI Jr. et al., 2000).

A taxa de recuperação não diferiu (P>0,05) entre o controle (T1) e a associação
do rbST com o FSH (T3) (Tabela 4), semelhante ao observado quando se utilizou
somente o FSH (experimento 1). Porém, o tratamento com rbST (T2) promoveu
uma diminuição (P<0,05) na taxa de recuperação (Tabela 4). O uso do rbST
antes das sessões de punção folicular não tem melhorado a taxa de recuperação
em bovinos (BOLS et al., 1998; PIVATO et al., 1999; TRIPP et al., 2000).
Sugere-se que o rbST possa alterar a morfologia da parede folicular ou do complexo
cumulus-oócito, direta ou indiretamente pela ação do IGF-1, resultando no impedi-
mento da recuperação do oócito (TRIPP et al., 2000). A associação do rbST ao
FSH (T3) pode ter evitado esse efeito da somatotropina por ter aumentado o
número de folículos grandes e médios (Tabela 4), amenizando a retenção do oócito
ocasionada, possivelmente, por alterações nas células do cumulus.

O rbST também não melhorou a qualidade morfológica dos complexos
cumulus-oócito recuperados, uma vez que não aumentou (p>0,05) a porcenta-
gem de oócitos classificados como viáveis (grau I e II). Outros autores também
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não evidenciaram melhoria na qualidade dos oócitos utilizando rbST antes das
sessões de punção folicular (BOLS et al., 1998; TRIPP et al., 2000). Entretan-
to, a associação ao FSH (T3) aumentou (p<0,05) a porcentagem de complexos
cumulus-oócito do grau I e diminuiu (p<0,01) a de oócitos degenerados
(Tabela 5), como observado anteriormente com o tratamento utilizando somen-
te FSH (Experimento 1).

A somatotropina parece melhorar a competência de desenvolvimento dos
oócitos, visto que aumentou as taxas de clivagem (P<0,05) e de produção de
blastocistos (P<0,01) quando utilizada sozinha, e melhorou o desenvolvimento
embrionário (P=0.064) quando associada ao FSH (Tabela 6). Segundo GONG
et al. (1996), o tratamento com rbST tem melhorado a competência de desen-
volvimento dos oócitos e a qualidade dos embriões em bovinos. O efeito
benéfico do rbST no desenvolvimento embrionário pode estar relacionado a
influências diretas ou indiretas no microambiente folicular e/ou no próprio
oócito. Uma das mudanças obtidas pela administração de rbST é aumento das
concentrações intrafoliculares de IGF-1 (ROTH et al., 2002), o que poderia
resultar no aumento da eficiência do desenvolvimento embrionário in vitro.

Outros autores, entretanto, não obtiveram aumento nas taxas de clivagem e
produção de blastocistos após a utilização de rbST ou IGF-1 in vitro, bem
como com o tratamento com rbST in vivo (BOLS et al., 1998; PIVATO et al.,
1999; TRIPP et al., 2000). A utilização de diferentes sistemas de cultivo in
vitro, diferenças nas doses de rbST usadas in vivo e in vitro e oócitos proveni-
entes de animais de raças diferentes podem ser responsáveis pela obtenção de
resultados divergentes.
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Experimento 3
No grupo I, dos dez oócitos provenientes do tratamento controle, nove apresenta-
vam pequenos agrupamentos de grânulos corticais (3 a 15 grânulos), vesículas de
lipídios e alguns grânulos isolados espalhados por todo ooplasma, maiores agrupa-
mentos de grânulos (>15) localizados no interior do oócito e espaço perivitelíneo
ausente. Um oócito apresentava os agrupamentos de grânulos corticais mais
próximos e mais alinhados à zona pelúcida. Dos oócitos provenientes do tratamento
com FSH, nove apresentavam grandes agrupamentos de grânulos corticais e alguns
grânulos isolados localizados principalmente na região cortical do ooplasma, maior
quantidade de vesículas de lipídios e espaço perivitelíneo ausente, enquanto um
oócito apresentava menor quantidade de grânulos e vesículas. Todos os oócitos do
grupo I apresentavam a membrana do núcleo ondulada.

No grupo II, todos os dez oócitos do tratamento controle apresentavam configu-
ração semelhante à observada na maioria dos oócitos do mesmo tratamento no
grupo I. Oito oócitos provenientes do tratamento com rbST apresentavam
grandes agrupamentos de grânulos corticais e vesículas de lipídios localizados na
periferia do oócito alinhados próximo à zona pelúcida, espaço perivitelíneo
ausente e apenas alguns pequenos agrupamentos de grânulos e grânulos
isolados espalhados no ooplasma; enquanto os dois oócitos restantes apresenta-
vam grandes agrupamentos de grânulos corticais e vesículas espalhados por
todo ooplasma. Dos dez oócitos oriundos do tratamento com rbST associado ao
FSH, seis apresentavam configuração semelhante à da maioria dos oócitos do
tratamento com rbST, três eram semelhantes à maioria dos oócitos do tratamento
com FSH e um acompanhava os padrões da configuração do tratamento controle.
Todos os oócitos do grupo II apresentavam a membrana do núcleo ondulada.



18 Punção folicular e produção in vitro de embriões em vacas Gir submetidas à estimulação hormonal

Os resultados do presente experimento demonstram que o tratamento hormonal
alterou, principalmente, a distribuição dos grânulos corticais no ooplasma,
sugerindo que a terapia estimulatória utilizando FSH, rbST ou rbST associada
ao FSH promoveu o início da maturação do oócito.

A redistribuição dos grânulos corticais pode ser considerada uma das evidências
morfológicas da maturação citoplasmática, visto que, nos oócitos imaturos, os
grânulos formam grandes aglomerados distribuídos por todo ooplasma, disper-
sando-se centrifugamente com o progresso da maturação (HYTTEL et al.,
1989; WANG et al., 1997). Diversos autores sugerem que a terapia
gonadotrófica beneficie o desenvolvimento embrionário por alterar o ambiente
folicular ao redor do oócito, influenciando direta ou indiretamente a competência
oocitária, e iniciar a maturação in vivo (GONG et al., 1996; 1997; LUCY,
2000; ROTH et al., 2002). Tal fato pode ter ocorrido no presente experimento,
pois os oócitos provenientes dos tratamentos que utilizaram estimulação
hormonal apresentaram melhores taxas de clivagem e produção de blastocistos
in vitro (Experimento 1 e 2) e grânulos corticais localizados principalmente na
região cortical do oócito.

Conclusões

� O uso do FSH antes das sessões de punção folicular mostrou ser uma
alternativa para a melhoria da produção in vitro de embriões em animais da
raça Gir.

� O rbST sozinho não alterou a dinâmica folicular em vacas Gir, o que
ocorreu quando associado ao FSH.

� O uso de rbST, associado ou não ao FSH, antes das sessões de punção
folicular mostrou ser uma alternativa para a melhoria da produção in vitro
de embriões em animais da raça Gir.

� A estimulação hormonal com FSH, rbST ou associação de ambos, antes
da punção folicular, iniciou a maturação citoplasmática dos oócitos de
vacas da raça Gir.
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