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To study the anatomical and physiological factors that affect the bovine cumulus-oocyte
complexes (COCs) quality, were examined 396 ovaries obtained after slaughter of 198 Bos
indicus females. Ovaries were categorized in nulliparous vs multiparous and progesterone
(P4 - a corpus luteum at least one ovary) vs without progesterone (NP4 - absence of corpus
luteum). All follicles were measured and categorized into small (<6mm), medium (6 to
9mm) or large (>9mm). Then all follicles were punctured and COCs recovered and assessed
morphologically. There was no difference in COCs recovery rate or quality from nulliparous
vs multiparous females. The rate of denuded or degenerated oocytes was higher in NP4
and expanded COCs were higher in P4. The COCs recovery and grades I and II rates were
similar in P4 vs NP4 groups. Small follicles have lower COCs recovery rate than medium
or large follicles, but the grade I oocytes rates was higher in small and medium follicles.
In conclusion, the category of donor female and progesterone did not affect the quality of

COCs selected for PIV and smaller follicles present best quality of COCs.

INDEX TERMS: Cumulus-oocyte complex, follicles, OPU, progesterone, cattle.

RESUMO.- Para estudar os fatores anatomofisiol6gicos que
interferem na qualidade de complexos cumulus-oécitos
(CCOs) bovinos, foram obtidas 396 ovarios apds abate de
198 fémeas Bos indicus em frigorifico. Os ovarios foram se-
parados por categorias, sendo distribuidos em nulipara vs
multipara e com progesterona (P4 - presenca de corpo lu-
teo em um dos ovarios) vs sem progesterona (NP4 - ausén-
cia de corpo luteo). Todos os foliculos foram mensurados
e categorizados em pequenos (<6mm), médios (6 a 9mm)
ou grandes (>9mm). Em seguida todos os foliculos foram
puncionados e os CCOs recuperados e avaliados morfologi-
camente. Nao houve diferenca na taxa de recuperacdo nem
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na qualidade dos CCOs de fémeas nuliparas vs multiparas.
0 percentual de CCOs desnudos/degenerados foi maior no
grupo NP4 e os CCOs expandidos foram superiores no gru-
po P4. A taxa de recuperagdo e o percentual de CCOs sele-
cionados para PIV (graus I e II) foram similares nos gru-
pos P4 vs NP4. Foliculos pequenos apresentam menor taxa
de recuperacdo em comparacdo aos de tamanho médio e
grande, porém o percentual de CCOs de grau I foi superior
em foliculos pequenos e médios. Diante dos resultados
aqui encontrados conclui-se que a categoria da doadora e a
progesterona ndo influenciaram a qualidade de CCOs sele-
cionados para PIV e que foliculos menores apresentam de
CCOs de melhor qualidade.

TERMOS DE INDEXACAO: Complexos cimulus-oécitos, foliculos,
OPU, progesterona, bovinos.

INTRODUCAO

0 Brasil possui o maior rebanho comercial bovino do mun-
do, e é também o maior produtor mundial de embrides pro-
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duzidos in vitro (P1V), sendo os animais Bos indicus espe-
cialmente explorados neste contexto (Rubin 2006).

A producdo global de embrides PIV teve aumento pelo
sexto ano consecutivo em 2011, com mais de 379 mil em-
brides transferidos. Somente o Brasil foi responsavel por
86% deste efetivo (IETS 2013, Stroud 2012). Esta lideranca
nacional pode ser atribuida a aplicacdo comercial da PIV
em larga escala, associada ao elevado niimero de odcitos
recuperados por ovum pick-up (OPU) em fémeas zebuinas,
representadas principalmente pela raca Nelore (Pontes et
al. 2011).

Em 2011, foram realizadas no Brasil 53.019 sessoes de
OPU, produzindo uma média de 15 odcitos e seis embrides
(Mapletoft 2013). A média atual do desenvolvimento in
vitro permanece em torno de 30% do total de complexos
cumulus-o6citos (CCOs) maturados. Para cada 8 a 10 CCOs
colhidos por OPU ha uma producdo média de dois embri-
oes transferidos em bovinos de ragas européias (Galli et al.
2001). Em animais da raca Nelore (Bos indicus), a taxa de
desenvolvimento embriondrio permanece na faixa média
de 20 a 35% dos od6citos maturados chegam até o estagio
de blastocisto (Viana et al. 2010).

Segundo Vassena et al. (2003) a qualidade do od6cito é
de suma importancia nas tecnologias de reproducdo as-
sistida. A presenca das células do cumulus ¢é benéfica para
a obtencdo de embrides apoés a fertilizacio in vitro (FIV),
pois odcitos desnudos tem baixa taxa de mitose/clivagem
embriondria (Fatehi et al. 2005). As intera¢des paracrinas
e autécrinas entre os CCOs sdo responsaveis pela regulagio
do desenvolvimento embriondrio inicial (Gopichandran
& Leese 2006). Além disso, inadequag¢des no ambiente in
vitro durante a maturagdo, fertilizagcdo ou cultura podem
resultar em severas consequéncias em termos de normali-
dade dos blastocistos (Lonergan et al. 2003).

0 estudo da morfologia oocitaria inclui avaliacées da
forma, tamanho do espaco perivitelino, presenca de vacuo-
lizagBes, granulacdes ou inclusdes citoplasmaticas, além
de anormalidades da zona pelticida e do corpusculo polar
(Costa, 1994). Ainda, tém sido descritas diferentes carac-
teristicas como tamanho e padrdo de crescimento folicu-
lar, perfil hormonal e status ovariano (Torres-Junior et al.
2006a 2006b 2008, Gimenes et al. 2007a 2007b). Estes
fatores demonstram que pode ser impossivel criar condi-
¢oes ideais para obter 100% de competéncia dos comple-
xos cumulus-odcitos (CCO’s) (Basso et al. 2006; Blondin &
Sirard 1995).

Diante destas consideragdes é importante desenvolver
estudos que possam indicar as potenciais influéncias bio-
l6gicas que interferem na qualidade oocitaria, norteando a
selecdo de fémeas doadoras e objetivando alcangar melhor
resultados nas biotécnicas da reprodugio.

MATERIAL E METODOS

0 estudo foi realizado na cidade de Sdo Luis, Estado do Maranhdo,
Brasil, entre novembro de 2009 e fevereiro de 2010. Foram cole-
tados ovarios de 198 fémeas bovinas (Bos indicus) abatidas no fri-
gorifico municipal. Ap6s o abate das fémeas suas genitalias foram
recolhidas e os ovarios direito e esquerdo retirados. Em seguida,
os ovdrios foram acondicionados separadamente por categorias

em nulipara vs multipara e; com progesterona (P4; presenca de
corpo luteo em pelo menos um dos ovarios) vs sem progesterona
(NP4; auséncia de corpo ltiteo em ambos os ovarios). Os ovarios
foram levados para o laboratério de Reprodu¢do Animal da Facul-
dade de Medicina Veterinaria da Universidade Estadual do Mara-
nhdo (UEMA).

No laboratério, os ovarios foram mantidos em banho-maria
a 37°C e os foliculos devidamente identificados e mensurados
com auxilio de um paquimetro. Para efeito de analise, os foliculos
foram categorizados em pequenos (<6mm), médios (6-9mm) ou
grandes (>9mm). Em seguida todos os foliculos com didametro >
3mm forma puncionados com auxilio de uma agulha descartavel
21 gauge (25mm x 8mm; BD Precision Guide®, Brasil) conectada
a uma seringa descartavel de 10mL. O nimero de foliculos efe-
tivamente puncionados também foi aferido para calcular a taxa
de recuperagio oocitaria (nimero de odcitos recuperados x100/
numero de foliculos efetivamente puncionados).

Finalizado o procedimento de aspira¢do, os complexos cumu-
lus-odcitos (CCOs) recuperados foram transferidos para placas de
cultivo celular contendo Solugao Salina Fosfatada (PBS) a 37°C e
avaliados morfologicamente com auxilio de um estereomicroscé-
pio com aumento final de 50x.

Os critérios de avaliagdo utilizados foram o aspecto do cito-
plasma quanto a cor, homogeneidade e integridade, presenca e
numero de camadas, além do grau de expansdo das células do
cumulus. As categorias de classificagdo dos CCOs foram definidas
segundo Costa (1994), conforme segue abaixo: Grau I, CCOs com-
pactos com mais de trés camadas de células do cumulus e odcito
com citoplasma homogéneo; Grau II, CCOs compactos com trés ou
menos camadas de células do cumulus e odcitos com citoplasma
ligeiramente heterogéneo; Parcialmente desnudos, o6citos mos-
trando completa remogao das células do cumulus em pelos menos
1/3 da zona pelucida (ZP); Desnudo e/ou degenerado, auséncia
de células do cumulus na superficie da ZP e/ou vacuolizagéo e re-
tracdo do citoplasma e; Cumulus expandido, CCOs com a expansao
das células do cumulus (Torres-Junior et al. 2008).

A classificacdo morfolégica dos CCOs foi considerada variavel-
-resposta e analisada de acordo com as categorias anatomofisio-
logicas (variaveis classificatérias): nulipara vs multipara; P4 vs
NP4 e; foliculos pequenos vs médios vs grandes. As frequéncias
percentuais de cada classificagdo de CCOs em diferentes catego-
rias anatomofisioldégicas foram analisadas pelo teste de qui-qua-
drado (Sampaio 2002). O nivel de significancia para rejeitar HO
(hipétese de nulidade) foi de 5%, isto é, para um nivel de signifi-
cancia menor que 0,05, considerou-se efeito das variaveis classifi-
catdrias e das suas interagdes.

RESULTADOS

No Quadro 1 estdo demonstradas a taxa de recuperagao e
a classificagdo morfolégica dos CCOs de acordo com o grau
de maturidade sexual, em fémeas nuliparas e multiparas,
ndo tendo sido observada diferenca significativa entre es-
tas respectivas categorias (P>0,05). Também em relagdo
ao status ovariano, em fémeas que apresentavam P4 e NP4,
ndo houve efeito da progesterona na taxa de recuperacdo e
percentual de CCOs considerados maturaveis e potencial-
mente selecionados para PIV (graus I e II), porém a quanti-
dade de odcitos parcialmente desnudos, desnudos e dege-
nerados foi significativamente maior no grupo NP4 quando
comparado ao grupo P4 (19% e 14,9%, respectivamente)
(P<0,05). O contrario ocorreu na quantidade de CCOs ex-
pandidos que foi maior no grupo P4 em relagdo ao grupo
NP4 (10,7% e 6,3%, respectivamente).
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Quadro 1. Efeitos principais do grau de maturidade sexual e status ovariano da
fémea doadora sobre a taxa de recuperacio e qualidade de CCOs

Grau de maturidade sexual ¥ Status ovariano
Multiparas no./  Nuliparas no./ P4 no./ NP4 no./

total (%) total (%) total (%) total (%)

1329/3176 (41,8) 706/1764 (40,0) 1310/3145 (41,7) 725/1795 (40,4)
776/1329 (57,6) 393/706 (55,7) 741/1310 (56,6) 418/725 (57,7)
22171329 (16,6) 136/706 (19,3) 234/1310 (17,9) 123/725 (17,0)
211/1329 (15,9) 122/706 (17,3) 195/1310 (14,9)" 138/725 (19,0)°

Variavel

Taxa Recuperagdo

Grau I

Grau II

Parcialmente desnudos/
Desnudos / Degenerados

Expandidos 131/1329(9,9)  55/706 (7,8)  140/1310 (10,7)" 46/725 (6,3)°

NS Nao houve diferenca significativa entre nuliparas vs multipara (P>0,05). **° Letras diferentes na mes-
ma linha (P<0,05) indicam diferenca significativa entre P4 vs NP4; teste de Qui-quadrado. P4 = Fémea
com progesterona (presenc¢a de corpo liteo em pelo menos um dos ovarios), NP4 = Fémea sem pro-
gesterona (auséncia de corpo liteo em ambos os ovarios).

Quadro 2. Interagdes entre grau de maturidade sexual e status ovariano da fémea
doadora sobre a taxa de recuperacao e qualidade de CCOs

Variavel Multipara P4 no. Multipara NP4 no.

/total (%) /total (%)
986/2247 (43,9)" 343/929 (36,9)"

Nulipara P4 no. Nulipara NP4 no.
/total (%) /total (%)

324/898 (36,1)° 382/866 (44,1)°

Taxa Recuperac¢ao

Graul 557/986 (56,5) 209/343 (60,9) 184/324 (56,8) 209/382 (54,7)
Grau Il 162/986 (16,4)° 59/343 (17,2)°  72/324 (22,2)° 64/382 (16,8)*
Parcialmente desnudos/ 152/986 (15,4)> 59/343 (17,2)®  43/324 (13,3)> 79/382(20,7)

Desnudos / Degenerados

Expandidos 115/986 (11,7)*  16/343 (47)°  25/324(7,7)>  30/382 (7,9)°

¢ Letras diferentes na mesma linha (P<0,05); teste de Qui-quadrado. P4 = Fémea com Progesterona
(presenca de corpo liteo em pelo menos um dos ovarios), NP4 = Fémea sem Progesterona (auséncia

de corpo liteo em ambos os ovarios).

Quando dissociados os efeitos principais e estudadas as
interagdes entre o grau de maturidade sexual e status ova-
riano da fémea doadora, a despeito das diferencas obser-
vadas, ndo se obteve tendéncia relevante do ponto de vista
fisioldgico, tanto na taxa de recuperagdo quanto no percen-
tual de CCOs de graus I e II (Quadro 2). Ainda no Quadro
2, observa-se que o percentual de odcitos parcialmente
desnudos/desnudos/degenerados foi novamente maior
no grupo NP4, independentemente do grau de maturida-
de sexual, sendo de 20,7% para nuliparas e de 17,2% para
multiparas em comparagdo ao grupo P4 (13,3% e 15,4%,
respectivamente). Os CCOs expandidos foram percentual-
mente superiores nas multiparas P4 (11,7%), seguindo a
mesma tendéncia ja apresentada e discutida no Quadro 1.

Conforme apresentado no Quadro 3, observa-se que
foliculos pequenos possuem uma menor taxa de recupe-
racdo em relacdo aos grandes e médios (33,2%, 72,0% e
65,5%, respectivamente)(P<0,05), porém o percentual de
CCOs, potencialmente selecionados para PIV ou maturaveis
(Graus I e II), foi maior em foliculos pequenos e médios
(57,4% e 59,3%, respectivamente)(P<0,05). O contrario
foi observado na quantidade de o6citos parcialmente des-
nudos, desnudos e degenerados e CCOs expandidos que foi
significativamente maior nos foliculos grandes (23,9% e
14,4%, respectivamente).

DISCUSSAO
Resultados similares foram encontrados em outras pu-
blicagdes, nas quais foram também utilizados ovarios de
matadouro, ndo tendo sido encontrada diferenca na quali-
dade dos odcitos entre animais jovens (a partir de 18 me-
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ses) e senis (até 17 anos), embora tenham notado reducgdo
na producio foliculos e gametas nos animais mais velhos
(Katska & Smorag 1984). Em fémeas bovinas, o aumento
da idade, sobretudo apés a fase de declinio reprodutivo
senescente, estd associado com a elevacdo na concentra-
¢do de gonadotropinas, em razdo da reducdo no potencial
esteroidogénico das células foliculares ovarianas (Malhi
et al. 2005). Estes distirbios enddcrinos, transitérios ou
ndo, sdo causas comuns de perda na competéncia oocitaria
(Torres-Junior et al. 2008).

Além disso, estudos recentes tém consolidado a infor-
macdo de que, apesar das varia¢des individuais, ha alta
repetibilidade no nimero de foliculos recrutados em cada
onda de crescimento folicular, independentemente da ida-
de, raga, pais de origem ou estacdo do ano (Mossa et al.
2012).

Em um recente trabalho realizado com fémeas ciclicas,
Nasser et al. (2011) verificaram que, para iniciar a supe-
rovulacdo durante primeira onda de crescimento folicular
pos ovulagdo, é necessario suplementar as fémeas com
progesterona exdgena, caso contrario ndo ha expansao das
células do cumulus e maturagio oocitaria em resposta a ad-
ministracdo de LH exégeno, culminando com baixa qualida-
de embrionaria. Além disso, o efeito da suplementa¢do com
progesterona durante o desenvolvimento do foliculo pré-
-ovulatdrio potencializa o estabelecimento do corpo luteo,
aumentando consequentemente a concentracdo de proges-
terona circulante durante o desenvolvimento embrionario
inicial e incrementando de forma particular a elongacdo
do embrido em fase de pré-implatacdo (Lonergan & Forde
2014, Maillo et al. 2014, Wiltbank et al. 2014).
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Quadro 3. Efeitos do diametro folicular sobre a taxa de recuperacio e
qualidade de CCOs

Variavel

Pequenos (<6mm) Médios (6 a9mm) Grandes (>9mm)
no./total (%)

no./total (%) no./total (%)

Taxa Recuperagdo
Grau |
Grau Il

Desnudos / Degenerados
Expandidos

1250/3767 (33,2)* 605/923 (65,5)°
717/1250 (57,4)*
207/1250 (16,6)

Parcialmente desnudos/ 214/1250 (17,1)°

112/1250 (9,0)°

180,250 (72,0)°
83/180 (46,1)"
28,180 (15,6)

43/180 (23,9)°

359/605 (59,3)°
122/605 (20,2)
76/605 (12,6)°

48/605 (7,9)b  26/180 (14,4)°

¢ Letras diferentes na mesma linha (P<0,05); teste de Qui-quadrado.

Ainda, tem sido reportado que o intercambio entre o
o6cito e as células do cumulus é fator chave para o suces-
so na maturacdo, fertilizacdo e inicio de desenvolvimento
embriondrio, o que coloca o estudo das células do cumu-
lus como prioritario para predizer a competéncia oocitaria
(Tanghe et al. 2002). Adicionalmente a manutenc¢do de um
acoplamento funcional adequado entre odcito e cimulus
parece ser crucial para sustentar uma ordenada conden-
sacdo da cromatina in vitro (Dieci et al. 2013, Lodde et al.
2013, Luciano et al. 2014). Substancias regulatérias produ-
zidas pelo odcito tém importantes funcdes no metabolismo
das células do cimulos e os produtos dessas células soma-
ticas participam ativamente do crescimento e maturagao
de odcitos (Landim-Alvarenga & Maziero 2014).

Segundo Nasser (2011), somente em fémeas que apre-
sentam equilibrio no balango endécrino de P4 e LH, esta as-
sociagao proporciona sincronizagao da matura¢ao nuclear
oocitaria e esteroidogénese, produzindo odcitos e embri-
oes de maior qualidade. Neste sentido, justifica-se a respos-
ta encontrada no presente estudo, sinalizada pelo maior
percentual de CCOs expandidos e, portanto, em fase final de
maturacdo em fémeas com P4, ao contrario de fémeas sem
P4, ou em anestro, onde se encontrou maior percentual de
CCOs efetivamente de baixa qualidade.

O maior percentual de CCOs maturados (cumulus ex-
pandido) das fémeas com progesterona pode ser devido
ao efeito fisioldgico da relagdo progesterona:estradiol no
processo de reativacdo da meiose oocitaria LH-dependente
(Roth & Hansen 2005). Segundo Wiltbank et al. (2006),
nos casos de anestro fisioldgico, nutricional ou metabélico,
a diminuicdo nas concentragdes circulantes de esterdides
sexuais retarda e diminui a amplitude do pico pré-ovulato-
rio de LH, comprometendo a maturacdo e a viabilidade do
CCOs ovulado.

Considerando que foliculos em fase final de maturagdo
geralmente apresentam células do cumulus expandidas e
descompactadas (Assey et al. 1994), era de se esperar que
em foliculos grandes (>9mm) realmente se encontrasse
maior percentual de CCOs expandidos ou parcialmente
desnudos, diminuindo, consequentemente, o total de es-
truturas Grau [ e II.

Segundo Hendriksen et al. (2004), a propor¢do de
cumulus expandidos foi maior em foliculos com oito dias
pos emergéncia. Similarmente, houve interacdo entre a
presenca do foliculo dominante e a alta ocorréncia de 06-
citos desnudos também no ovario contralateral (Vassena et
al. 2003), reafirmando a importancia do foliculo dominante

na estabilizacdo, atresia e baixa qualidade oocitaria dos fo-
liculos subordinados.

A influéncia do tamanho folicular na competéncia ooci-
taria para o desenvolvimento in vitro também foi compro-
vada por Lonergan et al. (1994), porém, estes verificaram
aumento significativo na producdo de embrides oriundos
de oécitos aspirados de foliculos com mais de 6 mm de di-
ametro. Os mesmos autores também observaram a menor
recuperacdo de o6citos quando havia predominio de gran-
des foliculos no momento da aspiragio, e com isso cons-
tataram taxa de recuperagao maior em foliculos entre 2 e
6 mm. Neste sentido, a presenca de foliculos dominantes
interfere tanto no nimero quanto na viabilidade dos folicu-
los disponiveis para superovulagdo (Bungartz & Niemann
1994) e também para aspiracgao folicular (Torres-Jdinior et
al. 2006b).

Essa relacdo entre a taxa de recuperagao e as conse-
quentes alteragdes morfolégicas no complexo cumulus
oé6cito (Bols et al. 1998), podem ainda ser atribuidas aos
préprios foliculos, como viscosidade do fluido folicular
(Goodhand et al. 1999), quantidade de material a ser as-
pirado e pressao intrafolicular (Seneda 1999), assim como
a aderéncia do o6cito na membrana do foliculo, ou mesmo
inerentes a mecanica da OPU, didmetro da agulha, pressao
de aspiracido folicular, além da experiéncia e destreza do
técnico, entre outros (Viana et al. 2003).

Finalmente, estes achados resultam em novas informa-
¢oes acerca das interacoes multifatoriais que interferem na
qualidade de CCOs bovinos, com a perspectiva de contri-
buir com a aplica¢do pratica da OPU-PIV.

CONCLUSAO

A categoria da doadora e a progesterona nao influenciaram
a qualidade de CCOs selecionados para PIV e, foliculos me-
nores apresentam CCOs de melhor qualidade.
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