bi.) Rev Bras Reprod Anim, v.43, n.1, p.13-17, jan./mar. 2019.

Influéncia da contagem de foliculos antrais na producio in vitro de embrides bovinos de

doadoras Bos indicus e Bos taurus — Revisao de literatura
Influence of the antral follicle count on bovine in vitro embryo production from Bos indicus and Bos taurus donors

Ana Clara Canto Souza, Camila Bortoliero Costa, Camila Bizarro da Silva, Larissa Zamparone Bergamo,
Fabio Morotti, Marcelo Marcondes Seneda

Universidade Estadual de Londrina (UEL), Laboratério de Reprodugdo Animal, Londrina, PR, Brasil.

Resumo

A produgdo in vitro de embrides (PIVE) é uma biotécnica que se consolidou nos ultimos anos e seu uso em
bovinos continua a expandir-se, especialmente no Brasil. A facilidade em obter odcitos e as caracteristicas do
rebanho brasileiro foram determinantes para este crescimento. E conhecido que animais Bos taurus indicus e Bos
taurus taurus possuem diferencas fisiologicas, metabolicas, endocrinas e comportamentais que impactam
diretamente a reprodu¢do. Além disso, a contagem de foliculos antrais (CFA) ¢ um parametro conhecidamente
repetivel no individuo, mas seu impacto na reproducdo das fémeas ainda ndo estd completamente elucidado,
especialmente considerando suas interagdes com a subespécie. O objetivo da presente revisdo é destacar os
mecanismos pelos quais estas caracteristicas influenciam o rendimento e aplicabilidade da produgdo in vitro de
embrides bovinos.

Palavras-chave: Bos indicus, Bos taurus, contagem de foliculos antrais, produgdo in vitro de embrides.
Abstract

In vitro embryo production (IVP) is a well stablished biotechnic, and its use in bovines is still expanding,
especially in Brazil. The facility to obtain oocytes associated to the breed characteristics of the Brazilian herd were
decisive for this expansion. It is known that the physiology, metabolism, endocrinal system and behavior are
different for Bos taurus indicus and Bos taurus taurus animals, and these differences may impact directly on the
characteristics of reproduction of these animals. Furthermore, the antral follicle count (AFC) is known to present
high repeatability on the same female, but its impact on the female reproduction remains unclear, either in the
interaction between AFC and subspecies. The aim of this review is to highlight the mechanisms through which the
AFC and subspecies may influence the income and feasibility of bovine in vitro embryo production.

Keywords: antral follicle count, Bos indicus, Bos taurus, in vitro embryo production.

Introducao

A produg@o in vitro de embrides (PIVE), a partir de 1995, obteve uma grande expansdo, com destaque para
o Brasil que figura hoje como um dos paises mais importantes no mercado mundial de embrides (Hasler, 2014). Sao
produzidos no mundo, cerca de 666 mil embrides pelo método in vitro, dos quais 346 mil sdo produzidos no Brasil
(IETS, 2017).

Estudos recentes tém demonstrado a influéncia das caracteristicas da doadora na qualidade dos odcitos
obtidos, alterando significativamente os resultados da técnica (Batista et al., 2016). Ireland et al. (2007) observaram
uma maior quantidade de odcitos recuperados e numero de embrides produzidos a partir de doadoras com alta CFA
quando comparada com aquelas de baixa CFA. Outros estudos também demonstram vantagens quantitativas da alta
CFA para a produgdo de embrides, estudando individualmente animais Bos faurus (Ireland et al., 2007, 2009; Mossa
et al., 2012) animais Bos indicus (Santos et al., 2016) ou seus cruzamentos (Pontes et al., 2010). Neste contexto, esta
revisdo visa discutir a influéncia da CFA de fémeas bovinas, das subespécies Bos taurus indicus ¢ Bos taurus
taurus, sobre a producdo e a qualidade de embrides produzidos in vitro.

A producio de embrides bovinos ao longo dos anos

A partir de 2005, a produgdo mundial de embrides alcangou niimeros recordes, ¢ pela primeira vez, em
2015, a producdo in vitro de embrides bovinos superou a producao in vivo (IETS, 2016), reflexo do crescimento
expressivo do uso da técnica de aspiragdo folicular guiada por ultrassom (Ovum Pick-Up - OPU) associada as
técnicas de maturagao, fertiliza¢do e cultivo in vitro, especialmente na América do Sul.

A América do Norte lidera hoje a produgdo mundial de embrides obtidos in vivo. Por outro lado, na
produgdo in vitro de embrides obtidos a partir da OPU, o Brasil se destaca como lider mundial (IETS, 2016, 2017).
O pais teve um crescimento histdrico a partir de 1998 com a utilizagdo das técnicas de OPU e PIVE associadas,
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alcancando a impressionante marca de 86% dos embrides transferidos a partir do cultivo in vitro no ano de 2011,
permanecendo até o0 momento como o maior produtor mundial (Hasler, 2014; IETS, 2017). Na América do Norte a
maior parte dos embrides bovinos sdo obtidos com protocolos de superovulagdo, enquanto que no Brasil, uma
imensa quantidade de o6citos sdo obtidos sem o uso de hormoénios (Hasler, 2014; IETS, 2017). O rebanho brasileiro
¢ composto, em sua maioria, por animais Bos indicus e seus cruzamentos (IBGE, 2016), sendo este um fator
determinante para a ampliacdo da produgdo in vitro de embrides no pais. De maneira geral, estes animais nao
respondem tdo bem a superovulacao, resultando em menor produgdo de embrides quando comparados a animais Bos
taurus (Peixoto et al., 2006; Pontes et al., 2010), entretanto, os resultados utilizando a aspira¢do folicular sao muito
satisfatorios (Pontes et al., 2011). Em um estudo no qual foram utilizadas 656 fémeas da raca Nelore, foram
aspirados em média 23 odcitos viaveis por sessdo, alcangando um niimero maximo de 128 odcitos vidveis em uma
Unica aspiragdo (Pontes et al., 2011).

Diferencas fisiologicas entre subespécies e o uso de biotécnicas reprodutivas

Com rela¢do aos aspectos reprodutivos, as diferencas entre animais Bos indicus ¢ Bos taurus sdo
observadas tanto na dindmica quanto nas estruturas ovarianas (Sartori et al., 2016). O diametro do foliculo
ovulatério, assim como o volume médio do corpo liteo (CL) sdo menores em animais Bos indicus comparados
aqueles de animais Bos taurus (Sartori et al., 2016). Apesar de menores estruturas ovarianas, fémeas Bos indicus
apresentam maiores concentragdes séricas de hormonios esteroides, progesterona e estrogeno, do que fémeas
taurinas, e estas diferengas foram observadas tanto em fémeas com CL funcional quanto com fontes exdgenas destes
horménios (Sartori et al., 2016).

Em estudo comparando animais da raca Nelore (Bos indicus) ¢ Holandés (Bos taurus), as fémeas Nelore
apresentaram maior propor¢do de sincronizagdo da emergéncia da onda folicular em protocolos de baixa
concentragdo de estradiol até seis dias apds o inicio do tratamento (97,5% de resposta ao tratamento em Bos indicus
e 84,9% em Bos taurus), além de manterem maiores concentracdes séricas deste hormdnio apds 24 horas da
aplicacdo de benzoato de estradiol. (Sartori et al., 2016). A metabolizacdo hepatica tem papel importante na
regulacdo da concentragdo sérica destes hormonios (Sangsritavong et al., 2002), e uma diferenga na velocidade da
metabolizacdo poderia explicar esta diferenca observada entre animais Bos indicus e Bos taurus (Sartori et al.,
2016). Sabe-se que a alta ingestdo de matéria seca, energia e estado fisiologico influenciam o clearance hepatico, e
esta, poderia ser a razdo para as diferencas hormonais entre as subespécies (Sangsritavong et al., 2002). Porém,
Sartori et al. (2016) demonstraram que animais Bos indicus (Nelore) e Bos taurus (Holandés) sob mesmas condigdes
de dicta e estado fisiologico ainda apresentaram a mesma diferenga de concentragdo sérica de estrogeno e
progesterona, indicando que a diferenga no metabolismo hepatico seria uma caracteristica inerente a subespécie.
Além disso, a insulina e o fator de crescimento semelhante a insulina (IGF-I) também estio em maiores
concentragdes séricas em animais zebuinos (Lemley et al., 2008; Sartori et al., 2016). Tanto a insulina quanto o IGF-
I estimulam o crescimento e desenvolvimento de células da granulosa, aumento de atividade de enzimas
transformadoras de colesterol e inibi¢do de enzimas hepaticas que metabolizam os horménios esteroides (Lemley et
al., 2008).

Apesar de maiores concentragdes de estrogeno, fémeas zebuinas apresentam cios mais curtos, durando em
média 12 horas e com manifestagdo noturna, enquanto animais taurinos manifestam cio por mais tempo, duragéo
média de 16 horas (Sartori et al., 2016). Porém, em fémeas leiteiras de alta produgdo, frequentemente animais
taurinos da raca holandesa, o cio também tende a ser mais curto em consequéncia da alta taxa de metabolismo
(Wiltbank et al., 2006). Estes dados refor¢gam a hipotese de que o metabolismo hepético tem forte influéncia sobre o
manejo reprodutivo, e a aplicagdo correta de biotécnicas reprodutivas, considerando os fatos supracitados, pode ser
decisiva para a melhora nas taxas de concepgao em ambas subespécies.

Contagem de foliculos antrais e fertilidade

Animais Bos indicus apresentam frequentemente, trés ondas de crescimento folicular por ciclo e maior
numero de foliculos pequenos (2 a 5 mm de didmetro) na emergéncia da onda folicular, diferentemente de animais
Bos taurus, que apresentam menor nimero de foliculos recrutados e duas a trés ondas foliculares (Sartori et al.,
2016). A CFA pode ser determinada pela contagem de todos estes foliculos recrutados, maiores que 3 mm, através
do exame ultrassonografico dos ovarios (Morotti et al., 2015). Recentemente, a CFA tem sido sugerida como
parametro de sele¢do para animais de alta fertilidade e rendimento para OPU e PIVE, devido sua alta repetibilidade
em um mesmo individuo e sua grande variabilidade entre individuos. Além disso, sabe-se que apenas um exame
ultrassonografico, mesmo que desconhecida a fase do ciclo, ¢ suficiente para definir com assertividade a CFA de um
animal (Ireland et al., 2007, 2008; Morotti et al., 2017).

Em animais Bos taurus, a CFA estad diretamente relacionada a pardmetros de fertilidade (Ireland et al.,
2007; Jimenez-Krassel et al., 2009; Mossa et al., 2012) porém em animais Bos indicus a relagdo da CFA com o
sucesso reprodutivo ainda ndo estd bem elucidada (Morotti et al., 2017). Em animais taurinos, a baixa CFA esta
relacionada a menor capacidade das células luteinicas em produzir progesterona, resultando em menores niveis
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séricos ¢ maior amplitude de LH pré-ovulatdrio, que por sua vez, estdo relacionados a insensibilidade dos tecidos
ovarianos a este hormonio (Jimenez-Krassel et al., 2009). Junto com estas descobertas, foram constatadas diferencas
na quantidade de alguns RNAs mensageiros dentro das células da granulosa, maiores niveis de FSH e menor
espessura do endométrio nos animais taurinos de baixa CFA (Ireland et al., 2007; Jimenez-Krassel et al., 2009).
Estes parametros estdo relacionados a infertilidade e morte embrionaria precoce (Ireland et al., 2007). Mossa et al.
(2012), utilizando fémeas taurinas, constataram que a taxa de prenhez (>60 dias) foi 3,3 vezes maior para animais de
alta CFA e a prenhez ao primeiro servigo foi 1,7 vezes maior para animais de contagem intermedidria quando
comparados aos animais de baixa CFA submetidos & inseminagao artificial (IA) convencional. Além disso, o estudo
também relatou menor intervalo do parto a concepgdo para vacas de alta CFA e maior probabilidade de prenhez ao
final da estag¢@o (Mossa et al., 2012).

Embora promissores, existem algumas divergéncias entre resultados mais recentes em animais taurinos
(Martinez et al., 2016; Jimenez-Krassel et al., 2017). Ao passo que, se considerarmos animais zebuinos, a relagdo da
CFA com a fertilidade parece ser ainda mais complexa (Morotti et al., 2017). Até o momento, ndo foi possivel
correlacionar animais com alta CFA a maiores taxas de prenhez ou concepgdo, na verdade, os resultados
encontrados em animais Bos indicus sugerem melhores taxas de concepgdo em animais de baixa CFA (Mendonga et
al., 2013; Santos et al., 2013). E possivel que os mecanismos relacionados a fertilidade e alta CFA encontrados em
animais taurinos (Jimenez-Krassel et al., 2009) ndo sejam os mesmos, ou nio respondam da mesma maneira em
animais zebuinos, devido as diferengas fisiologicas entre as subespécies. Desta forma, mais pesquisas neste campo
s80 necessarias para melhor esclarecer estas particularidades.

CFA e a produciio de embrides

Quanto a produgdo in vitro de embrides, os resultados avaliando a CFA séo bastante consistentes tanto para
animais Bos indicus quanto Bos taurus. Como doadoras de odcitos, sabe-se que ha uma vantagem numérica dos
animais de alta CFA, os quais produzem maior nimero odcitos por sessdo de OPU, maior nimero de embrides,
blastocistos e blastocistos eclodidos (Ireland et al., 2007; Pontes et al., 2010; Santos et al., 2016). Em animais
taurinos submetidos a OPU, aqueles classificados como alta CFA resultaram em maior nimero de total oocitos
recuperados e submetidos a maturagdo, maior nimero de embrides produzidos e maior nimero de blastocistos
eclodidos (Ireland et al., 2007). De maneira semelhante, animais Bos indicus ou mesticos Bos indicus-taurus com
maior numero de odcitos recuperados também apresentaram maior nimero de embrides produzidos ¢ que deram
origem a um maior niimero total de gestagdes (Pontes et al., 2010; Silva-Santos et al., 2014a). Sabe-se também que
ha um efeito da subespécie sobre o uso de OPU e sobre a produgdo in vitro de embrides. Animais zebuinos
apresentaram, em diferentes trabalhos, maior nimero de odcitos recuperados por sessdo de OPU, maiores nimeros
de oocitos viaveis, blastocistos e blastocistos eclodidos que fémeas taurinas (Pontes et al., 2010, 2011; Sartori et al.,
2016). Comparando diferentes ragas, (Gongalves et al., 2011) relatam uma média geral de 32% para a taxa de
blastocistos, sendo que nas racas europeias foi encontrada uma média que variou de 21% a 35% e considerando
somente a raga Nelore a média encontrada foi de 31%. Em trabalho mais recente, em relacdo a eficdcia da produgdo
in vitro de embrides, Santos et al. (2016) alcangou 78,9% para taxa de clivagem e 41,9% para taxa de blastocistos
utilizando fémeas Nelore.

Santos et al. (2016) e Silva-Santos et al. (2014a), utilizando animais Bos indicus e cruzamentos Bos
indicus-taurus, respectivamente, encontraram maiores taxas de clivagem e blastocistos com animais de alta (>40
foliculos) quando comparados aos de baixa CFA (<10 foliculos). Fato este, também relatado por Garcia et al.
(2017), que utilizaram a ra¢a Girolando e observaram que animais de alta CFA (35 a 52 foliculos) apresentaram
maiores taxas de blastocisto (23% vs. 18%) e maior porcentagem de prenhez por transferéncia (42% vs. 39%) se
comparadas aos animais de baixa CFA (11 a 17 foliculos). Estes resultados diferem dos resultados de Ireland et al.,
(2007) e Pontes et al., (2010), que apesar de relatarem maior mimero de odcitos viaveis, ndo relatam diferenca na
propor¢ao dos embrides resultantes da producdo in vitro entre os grupos. Em trabalho recente, Rosa et al. (2018)
demonstraram maior quantidade de mRNA relacionados a maturagdo em complexos cumulus-odcitos (CCO’s)
coletados de fémeas Nelore de baixa CFA comparado aos animais de alta CFA. Entretanto, ndo foram observadas
diferengas entre estes grupos nas taxas producgdo de embrides in vitro. Ainda assim, animais de alta CFA apresentam
uma vantagem numérica bastante expressiva na produgdo in vifro de embrides (Silva-Santos et al., 2014a).
Trabalhando com dados de um grande ntimero de animais (n = 317), Pontes et al. (2011) demonstraram que com
maior nimero de odcitos recuperados por animal, foi possivel produzir até cinco vezes mais embrides e quatro vezes
mais gestagdes no grupo considerado de alta contagem (58,9 odcitos recuperados em média) quando comparado ao
grupo de menor contagem (10,2 odcitos recuperados em média). Estes resultados corroboram aqueles relatados por
Santos et al. (2016), que além de maior nlimero de odcitos e embrides por OPU realizada, também relatam maior
numero de embrides vitrificaveis nos animais de alta CFA (15 embrides/OPU) comparados aos de baixa CFA (0,4
embrides/OPU).

Confrontando dados da literatura, as informagdes indicam que possivelmente a maior eficiéncia encontrada
em grupo de alta CFA esta relacionada quase exclusivamente as vantagens quantitativas (maior numero de foliculos
e oocitos) e ndo necessariamente aos beneficios qualitativos. No entanto, este ¢ um assunto que precisa ser melhor
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investigado. A explicacdo para a diferenca na CFA entre fémeas bovinas permanece desconhecida. Sabe-se que
animais Bos indicus apresentam maior CFA que animais Bos taurus, e que animais cruzados % Bos indicus %> Bos
taurus apresentam maior CFA que animais puros (Ireland et al., 2007; Silva-Santos et al., 2014a; Morotti et al.,
2017). Foi proposto que animais zebuinos provavelmente teriam maior quantidade de foliculos primordiais, porém
Silva-Santos et al. (2011) demonstraram que ndo ha diferenca entre o nimero de foliculos primordiais das
subespécies, porém em animais cruzados Nelore-Angus houve maior populacdo de foliculos pré-antrais do que em
animais Nelore puros (Silva-Santos et al., 2014b). Alguns autores sugerem que o maior niimero de ondas por ciclo
observadas em animais Bos indicus possa favorecer o crescimento de diversos pequenos foliculos rapidamente, o
que justificaria o maior rendimento nos procedimentos de OPU (Silva-Santos et al., 2011). Ainda, diferencas na taxa
de atresia, mitose de células germinativas e a populagdo de foliculos multiodcitos também foram sugeridas como
possiveis explicacdes para as diferencas observadas entre subespécies, mas até o momento estas relagcdes ndo foram
claramente estabelecidas (Ireland et al., 2007; Pontes et al., 2010; Silva-Santos et al., 2011).

Apesar dos resultados conflitantes em torno da qualidade dos embrides produzidos por animais de alta
CFA, ainda ¢ justificavel sua escolha para programas de produgdo in vitro de embrides. O valor genético deve ser o
primeiro ponto a ser considerado na escolha das reprodutoras, visto que este sera amplamente difundido no rebanho,
e a selecdo das melhores matrizes para o programa de produgdo de embrides podera ser realizado baseado em um
unico exame ultrassonografico, priorizando fémeas de maior CFA (Morotti et al., 2017).

Conclusao

A técnica de produgdo in vitro de embrides (PIVE) progrediu de forma significativa nos ultimos anos,
especialmente no Brasil, ¢ a CFA pode ser uma ferramenta importante na escolha de doadoras para sua aplicacdo.
Ainda, compreender as caracteristicas inerentes a doadora, como a subespécie, ¢ de fundamental importancia para
adaptagdo ¢ sucesso das biotécnicas reprodutivas empregadas. Maiores estudos sdo necessarios para melhor
compreender as interagdes entre a subespécie e a CFA, e como estes dois fatores associados podem influenciar a
reprodugao dos bovinos.
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