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RESUMO

O presente estudo teve como objetivo avaliar a influéncia
do didmetro folicular sobre a qualidade dos odcitos obtidos de
ovarios de fémeas ovinas e caprinas. Utilizaram-se 156 ovarios de
ovelhas e 105 de cabras, provenientes de abatedouro. Os foliculos
foram mensurados, aspirados e divididos em trés classes de diame-
tro folicular: classe 1 (CI) —2 a 3 mm, classe 2 (CII) -4 a S mm e
classe 3 (CIII) — 6 mm. Os odcitos recuperados foram avaliados e
classificados quanto ao aspecto morfoldgico em cinco grupos de
qualidade: grau 1 (GI), grau 2 (GII), grau 3 (GIII), desnudo (D) e
atrésicos (A). Dos 468 foliculos aspirados de ovinos, foram encon-

trados 327 CI, 84 CII, 57 CIII e 83 GI, 78 GII, 95 GIII, 119 D, 93
A. E dos 422 foliculos aspirados de caprinos, foram encontrados
197 CI, 132 CI1, 92 CIII e 64 GI, 70 GII, 91 GIII, 123 D, 74 A.
Os dados obtidos demonstram ndo haver correlagdes significativas
entre qualidade dos odcitos e didmetro dos foliculos (P > 0,05).
Nas condigdes em que se desenvolveu este estudo, os resultados
permitem concluir que o didmetro folicular ndo exerce influéncia
sobre a qualidade do complexo cumulus-odcito (COC) recuperado
de ovarios de fémeas ovinas e caprinas.

PALAVRAS-CHAVES: Células cumulus, foliculo aspirado, qualidade oocitaria.

ABSTRACT

EFFECT OF FOLLICULAR DIAMETER ON THE QUALITY OF OOCYTE OBTAINED FROM OVARIES OF SHEEPS (Ovis
aries) AND GOATS (Capra hircus)

This study aimed to evaluate the influence of follicular
diameter on the quality of oocytes from ovaries of female sheep
and goats. The ovaries of sheep (156 units) and goats (105 units)
from slaughterhouse were used. The follicles were measured,
aspirated and divided into three classes of follicular diameter:
class 1 (CI) — 2 to 3 mm, class 2 (CII) — 4 to 5 mm and class 3
(CIII) — 6 mm. The recovered oocytes were evaluated and classified
according to morphological aspect in 5 quality groups: grade 1
(GI), grade 2 (GII), grade 3 (GIII), naked (N) and atresia (A). Of

KEYWORDS: Aspirated follicle, cumulus cells, oocyte quality.

the 468 follicles aspirated from sheep, 327 CI, 84 CII, CIII 57 and
83 GI, 78 GII, GIII 95, 119 N, 93 A were found, and from the 422
follicles aspirated from goats 197 CI, 132 CII, 92 CIII and 64 GI,
70 GII, 91 GIII, 123 N, 74 A were found. The data did not show
significant correlation between quality of oocytes and diameter of
follicles (P > 0.05). Under the conditions observed in this study
it was concluded that the follicular diameter has no influence on
the quality of cumulus-oocyte complex (COC) recovered from the
ovaries of female sheep and goats.
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INTRODUCAO

Nos meados da década de 1980 foram obtidos
os primeiros produtos oriundos da fecundagio in vitro
(FIV) de odcitos ovinos (CHENG et al., 1986) e de
odcitos caprinos maturados in vitro (HANADA, 1985).
Alguns anos mais tarde, foi relatado o nascimento do
primeiro cordeiro oriundo da realizagcdo de todas as
etapas in vitro, isto €, desde a maturagdo dos odcitos
até o desenvolvimento de morulas (CROZET et al.,
1987).

A biotécnica de produgdo in vitro de embrides
(PIVE) de pequenos ruminantes obteve avangos e foi
rapidamente incorporada a reprodugdo destas espécies.
No entanto, a taxa de desenvolvimento embrionario
ainda ¢, em média, 10% a 15% dos o6citos ovinos
(BERNARDI, 2005) e 5% a 10% dos oocitos caprinos
(GIBBONS et al., 2008) maturados, que chegam até o
estadio de blastocisto.

A colheita de odcitos por Ovum Pick-Up guiada
por laparoscopia (LOPU) tem sido usada com sucesso
na espécie ovina (BALDASSARRE et al., 1996) e na
espécie caprina (TERVIT, 1996). ALOPU em ovelhas
e cabras nao tratadas com hormonios propicia a recupe-
racdo de, aproximadamente, quatro odcitos por fémea
ovina e seis oocitos por fémeas caprinas (RUBIANES
& MENCHACA, 2003). No caso de fémeas estimula-
das com FSH ou FSH/LH, o nimero de o6citos obtido
por sessao de aspiragdo foi de dez a onze para as duas
espécies (PTAK et al., 1999).

Os cientistas tentam entender o sistema reprodu-
tivo de fémeas domésticas através da manipulagdo do
desenvolvimento folicular, procurando produzir maior
numero de oodcitos competentes para a fecundagado
(BLONDIN et al., 2002). Numerosas pesquisas tém
estudado as diferentes caracteristicas foliculares, como
competéncia para o crescimento, tamanho folicular,
foliculos saudaveis, perfil hormonal e status ovariano
(CASTILHO & GARCIA, 2005).

Durante o periodo interovulatério em peque-
nos ruminantes, o crescimento folicular ocorre em
padroes de ondas, tanto na estacdo de acasalamentos
(EVANS et al., 2000; VINOLES et al., 2002) como
na estacdo de anestro (BARTLESWKI et al., 1998)
e no periodo de transigdo entre estas duas estagdes
(RAVINDRA & RAWLINGS, 1997). O numero de
ondas foliculares por ciclo varia entre duas e quatro
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em ovinos (VINOLES et al., 2002) e quatro e seis em
caprinos (BALDASSARRE et al., 2002), com altas
variag¢Ges individuais, sendo mais frequentes trés on-
das foliculares em ovelhas e cinco em cabras. Dessa
forma, a maioria das aspiragdes foliculares ¢ realizada
em estadio aleatério do ciclo estral, em diferentes
fases de crescimento folicular e sujeito a diferentes
concentra¢des hormonais, o que afeta a qualidade dos
odcitos obtidos (GIBBONS et al., 2008).

A influéncia do tamanho folicular na qualidade
e competéncia oocitaria para o desenvolvimento in
vitro tem sido exaustivamente estudada em bovinos,
e esses estudos indicam que foliculos maiores geram
oocitos com melhor competéncia (PAVLOK et al.,
1992; LONERGAN et al., 1994; CAROLAN et al.,
1996; HENDRIKSEN et al., 2000; SENEDA et al.,
2001). No entanto, ainda ndo ha um consenso entre 0s
trabalhos em bovinos e, principalmente, quando sao
estudadas ovelhas (TERVIT et al., 1972) e cabras (IZ-
QUIERDO et al., 1999). O presente estudo teve como
objetivo avaliar a influéncia do didmetro folicular sobre
a qualidade dos odcitos obtidos de ovarios de fémeas
ovinas e caprinas abatidas em matadouros.

MATERIAL E METODOS

Os ovdérios utilizados foram obtidos de fémeas
ovinas e caprinas abatidas no abatedouro Suimax,
localizado na cidade de Igarassu, Regido Metropoli-
tana da Cidade do Recife. Colocaram-se os ovarios
em recipiente térmico contendo solucdo salina a 0,9%
aquecida a 30°C e acrescida 30 pg/mL de sulfato de
gentamicina. Imediatamente foram transportados ao
Laboratorio de Biotécnica da Reproducdo do Depar-
tamento de Medicina Veterinaria da Universidade
Federal Rural de Pernambuco, em tempo ndo superior
a uma hora, ap0s o abate.

No laboratorio, os ovarios foram lavados em
solucdo salina, mantidos em banho-maria a 37°C e
todos os foliculos visiveis foram mensurados com
paquimetro e divididos em trés classes de diametro
folicular: classe I (CI) — medindo de 2 até 3 mm:;
classe II (CII) — medindo 4 mm até 5 mm e classe 111
(CIII) > 6 mm. Apos ser realizada essa classificacao,
procedeu-se a aspiragdo dos o6citos com o auxilio de
seringas de 5 mL e agulhas 19G1/2.

Os o6citos recuperados foram colocados em
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placas de Petri com DMPBS (Nutricell) e liquido
folicular, para serem observados e selecionados em
lupa estereomicroscopica (Nikon, SMZ800), com
objetiva de 4x. Nesta selecdo, observou-se o aspecto
morfoldégico do complexo cumulus-oocito (COC), se-
gundo LONERGAN et al. (1994), em cinco grupos de
qualidade. O grau I (GI) apresenta cumulus compacto,
contendo mais de trés camadas de células; o grau II
(GII), cumulus compacto parcialmente presente em
volta do o6cito ou rodeando completamente o odci-
to, com menos de trés camadas celulares; o grau I1I
(GIIl), cumulus presente, com apenas uma camada
de célula; desnudo (D), auséncia de camada de célula
do cumulus, e atrésicos (A), células do cumulus em
regressao.

Para fins de comparagao, os oocitos foram clas-
sificados em escores segundo sua qualidade em o6citos
atrésicos escore 0, oocitos desnudos escore 1, 06citos
grau [ escore 2, odcitos grau Il escore 3 e odcitos grau
III escore 4. Para correlacionar os escores de qualidade
oocitaria com o tamanho folicular, empregou-se o teste
ndo paramétrico de Spearman.

RESULTADOS

Foram aspirados 468 foliculos ovinos, sendo
327 classificados como classe I, 83 classe I ¢ 57 classe
III. Quanto ao aspecto morfologico dos COCs, foram
83 grau I, 78 grau I, 95 grau III, 119 desnudos e 93
atrésicos. Nao se observou correlagdo significativa
(P> 0,05) entre qualidade dos odcitos e tamanho dos
foliculos (r = 0,02018). Os resultados obtidos para os
diferentes tamanhos dos oocitos ovinos avaliados e
as respectivas classificacdes sobre a qualidade estdo
apresentados na Tabela 1.

Os resultados obtidos para os diferentes tama-
nhos de foliculos avaliados e as respectivas classifi-
cagdes sobre a qualidade dos 422 foliculos de fémeas
caprinas aspirados estdo apresentados na Tabela 2. Des-
ses, 197 foram classificados como Classe I, 132 Classe
IT e 92 Classe III. Quanto ao aspecto morfologico dos
COCs observados, 64 grau I, 70 grau I1, 91 grau I11, 123
desnudos e 74 atrésicos. Nao foi observada correlagdo
significativa (P > 0,05) entre qualidade dos odcitos e
tamanho dos foliculos (r = 0,02421).

TABELA 1. Numero e porcentagem de odcitos obtidos de foliculos aspirados de ovarios de fémeas ovinas abatidas nos diametros CI

(2-3 mm), CII (4-5 mm) e CIII (6 mm)

Classes Grau | Grau II Grau IIT Desnudo Atrésico Total
n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)
CI 58 (17,7) 54 (16,6) 61 (18,7) 92 (28,1) 62 (18,9) 327 (69,8)
ClI 10 (11,9) 12 (14,3) 21 (25,0) 14 (16,7) 27 (32,1) 84 (17,9)
CIII 15 (26,3) 12 (21,0) 13 (22,8) 13 (22,8) 04 (7,0) 57 (12,2)
Total 83 (17,7) 78 (16,6) 95(20,3) 119 (25,4) 93 (19,9) 468 (100)

n =468 (ntimero total de odcitos ovinos)

TABELA 2. Numero e porcentagem de o6citos obtidos de foliculos aspirados de ovarios de fémeas caprinas abatidas nos didmetros

CI (2-3 mm), CII (4-5 mm) e CIII (6 mm)

Classes Grau I Grau II Grau III Desnudo Atrésico Total
n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)
CI 18 (9,1) 30 (15,2) 37 (18,7) 67 (34,1) 45 (22,8) 197 (46,6)
cn 29 (21,9) 22 (16,6) 29 (21,9) 34 (25,7) 18 (13,7) 132 (31,3)
CIII 17 (18,3) 18 (19,3) 25 (25.8) 22 (23,6) 11 (11,8) 93 (22,1)
Total 64 (15,1) 70 (16,6) 91 (21,5) 123 (29,1) 74 (17.5) 422 (100)

n =422 (nimero total de odcitos caprinos)
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DISCUSSAO

Aauséncia de correlacao entre o didmetro folicu-
lar e a qualidade dos o6citos pode ser atribuida a dina-
mica folicular caracteristica dos pequenos ruminantes
como citado por VINOLES et al. (2002). Dessa forma,
em qualquer fase do ciclo estral existem foliculos em
crescimento, ou sofrendo atresia. A atresia dos foliculos
recrutados ocorre em fun¢ao da diminui¢do da con-
centragdo plasmatica de FSH (ADAMS et al.,1992),
induzindo no foliculo queda no estradiol intrafolicular
(KRUIP & DIELEMAN, 1985; KRUIP et al., 1994).
Todas essas alteracdes hormonais induzem alterac¢des
na qualidade do odcito.

Segundo VASSENA et al. (2003), a qualidade
do odcito é de suma importancia nas biotecnologias de
reproducdo assistida. A presenca das células do cumu-
lus € benéfica para a obtencéo de embrides apos a FIV,
pois odcitos desnudos tém uma taxa de clivagem baixa
(FATEHI et al., 2005). FUKUI & SAKUMA (1980)
observaram que em bovinos niao houve diferenca na
maturagdo in vitro em odcitos de diferentes qualidades,
mas quando os odcitos eram recuperado de foliculos de
menor didmetro (<4 mm), possuiam qualidade superior
aos de maior didmetro (> 4 mm).

BLONDIN & SIRARD (1995) observaram em
bovinos que a competéncia para o desenvolvimento
embrionario in vitro somente foi afetada por altos ni-
veis de atresia nas células do cumulus. Os 06citos com
células do cumulus exibindo sinais médios de atresia
tiveram taxas maiores de desenvolvimento embrionario
que oocitos sem sinais de atresia.

A condigao fisiologica da doadora, como peso,
raga, idade e varia¢do individual, tem merecido atengdo
em diversos estudos. RUBIANES & MENCHACA
(2003), trabalhando com ovarios de cabras de ma-
tadouro, ndo encontraram diferencas na qualidade
dos odcitos entre animais jovens (a partir de dezoito
meses) e senis (até dezessete anos), embora tenham
notado reducdo na producao de gametas nos animais
mais velhos.

CAROLAN et al. (1996) ndo observaram in-
fluéncia do diametro folicular sobre a maturacao do
oocito em bovinos. Resultado similar foi observado por
SENEDA et al. (2001), ao estudarem odcitos bovinos
oriundos de foliculos pequenos (< 4 mm) e grandes
(> 4 mm) aspirados in vivo.
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Por outro lado, em bovinos, os 06citos conti-
dos em foliculos maiores possuem melhor competén-
cia para o desenvolvimento in vitro (PAVLOK et al.,
1992; LONERGAN et al., 1994; HENDRIKSEN et
al., 2000). RAUBER et al. (2003) citaram que, pro-
vavelmente, as substincias estimuladoras estejam
presentes nos foliculos grandes e médios e ausentes
ou presentes em menor concentracdo em foliculos
pequenos. Ja CASTILHO et al. (2007), estudando o
didmetro e a fase de desenvolvimento folicular em
bovinos da raca Nelore, concluiram que o desenvol-
vimento folicular influencia a competéncia oocitaria
para o desenvolvimento in vitro, observando que,
nos estadios iniciais da onda folicular, a produgao
de blastocisto foi maior em odcitos de foliculos
pequenos e, com o avanco da onda, a produgdo de
blastocistos foi maior em odcitos obtidos de foli-
culos maiores.

FIGUEIREDO et al. (1997) concluiram que,
além do fator individual, outro aspecto de ordem
bioldgica a ser considerado como possivel variavel
na FIV ¢ a interacdo foliculo-oocito. RHODES et al.
(1997), DAYAN et al. (2000) e ALVES et al. (2006),
estudando a competéncia do o6cito com aspectos
indiretamente ligados ao diametro folicular, a relagao
entre componentes do fluido e diametro folicular, a
interacdo entre didmetro do foliculo e qualidade do
cumulus oophorus, respectivamente, afirmaram que
ha uma escassez na literatura quanto a influéncia do
diametro do foliculo sobre a qualidade e competéncia
do od6cito para o desenvolvimento, quando o odcito
¢ obtido pela técnica de Ovum Pick-Up guiada por
laparoscopia (LOPU).

CONCLUSAO

Os resultados indicam que ndo houve influéncia
do diametro folicular sobre a qualidade dos complexos
cumulus-oocitos (COC’s) recuperados de ovarios de
fémeas ovinas e caprinas oriundas de abatedouros, em
fase aleatoria do ciclo estral.
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