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RESUMO

O objetivo deste estudo foi avaliar o efeito de sucessivos tratamentos hormonais de
estimulagdo para Colheita de Odcitos por Laparoscopia (COL) sobre a produgdao quanti-
qualitativa de odcitos e produgdo in vitro de embrides de cabras criadas nos tropicos. No
Experimento 1, 12 cabras adultas ciclicas mesticas de Anglo-Nubiano, foram submetidas a 7
tratamentos de estimulacdo ovariana seguidos de COL. Esponjas intravaginais com 60 mg de
MAP foram inseridas no inicio do tratamento (DO0). No sétimo dia foi aplicada, por via i.m.,
75 ng de cloprostenol. A superestimulacdo ovariana foi obtida pela administragao de 180 mg
de NIH-FSH-P1, divididos em 5 doses decrescentes no D7 a D9 do tratamento progestageno.
Durante este experimento foram verificados: numero e tamanho dos foliculos, nimero e
qualidade dos CCOs recuperados e taxa de recuperagdo. No Experimento 2, o grupo de
fémeas tratadas sete vezes (as mesmas usadas no experimento 1) foi comparado com um
grupo de fémeas sem prévio tratamento hormonal/COL. Os CCOs de ambos grupos foram
submetidos as etapas de MIV, FIV e CIV. Neste experimento, além das variaveis observadas
no experimento 1, também foi verificado: taxa de clivagem, taxa de blastocisto e o nimero de
blastdmeros por embrido. No Experimento 1, um total de 1556 foliculos foram puncionados
(18,5£6,8/doadora) e 1117 CCOs foram recuperados (13,3+5,0/doadora). Nao foi
encontrada diferenca (P > 0,05) para as varidveis: numero de foliculos puncionados, nimero
de CCOs recuperados, e taxa de recuperagdo. Contudo, o percentual de foliculos grandes foi
diferente (P < 0,05) entre as COL 1 (27,7 £ 10,5) e 7 (12,4 £ 12,1). No Experimento 2, ndo
foram verificadas diferencas (P > 0,05) entre os grupos de cabras] tratadas e ndo tratadas no
que se refere a produgdo quanti-qualitativa dos odcitos. Contudo, a taxa de recuperagao foi
menor (P < 0,05) no grupo de cabras tratadas quando comparada a do grupo de nao tratadas
(68,5% vs 81,4% respectivamente). Nao foram observadas diferengas (P > 0,05) entre os
grupos experimentais para as variaveis: taxa de clivagem, taxa de blastocisto (sétimo e oitavo
dia), taxa de eclosdo como também o nimero de blastdmeros por embrido. Em conclusao, os
dados obtidos no presente estudo indicam que ¢ possivel o uso repetido de tratamentos
hormonais seguidos de COL em cabras criadas nos tropicos, sem afetar a qualidade dos CCOs

recuperados e subsequente produgdo in vitro de embrides.

Palavras-chave: Caprino. Laparoscopia. Odcito.



ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate the effect of successive hormonal stimulation treatments
followed by laparoscopic oocyte recovery (LOR) on the quantitative and qualitative
production of oocytes and subsequent in vitro embryo production of goats raised in the
tropics. In Experiment 1, 12 adult cyclic crossbred Anglo-Nubian goats, were treated seven
times for ovarian stimulation followed by LOR. Intravaginal sponges with 60 mg MAP were
placed at the start of treatment (DO0). On the seventh day was applied intramuscularly, 75 mg
of cloprostenol. The ovarian stimulation was achieved by the administration of 180 mg NIH-
FSH-P1, divided into 5 decreasing doses from D7 to D9 progestagen treatment. During this
experiment were recorded: number and size of follicles, number and quality of COCs
recovered and the recovery rate. In a second experiment, the group of females treated seven
times (the same used in experiment 1) was compared with a group of females without
previous hormonal treatment/LOR. The COCs from both groups underwent the steps of IVM,
IVF and IVC. In this experiment, besides the variables observed in experiment 1 was also
observed: cleavage rate, blastocyst rate and the number of blastomeres per embryo. In
experiment 1, a total of 1556 follicles were punctured (18.5 + 6.8/donor) and 1117 COCs
were recovered (13.3 £ 5.0/donor). Was no difference (P > 0.05) in the variables: number of
punctured follicles, number of COCs recovered, and recovery rate. However, the percentage
of large follicles was different (P > 0.05) between the COL 1 (27.7 vs 10.5) and 7 (12.4 vs
12.1). In experiment 2, there were no differences (P > 0.05) among groups of goats treated or
not with regard to quantitative and qualitative production of oocytes. However, the recovery
rate was lower (P < 0.05) in treated goats group in comparison with untreated group (68.5%
vs 81.4%, respectively). There were no differences (P > 0.05) among the experimental groups
for cleavage rate, blastocyst rate (seventh and eighth day), hatching rate as well as the number
of blastomeres per embryo. In conclusion, the data obtained in this study indicate that
repeated use of hormonal treatment followed by LOR in goats raised in the tropics is possible,
without affecting the quality of COCs recovered and subsequent in vitro production of

embryos.

Keywords: Goat. Laparoscopy. Oocyte
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1 INTRODUCAO

O Nordeste brasileiro ¢ regido com a maior populacdo de caprinos do pais,
apresentando aproximadamente 8,7 milhdes de animais, o que corresponde a 91% do rebanho
nacional (IBGE, 2007). A caprinocultura no Brasil, ¢ uma atividade que desempenha um
papel importante na sociedade e na economia das populacdes especialmente da regido
Nordeste, por ser uma alternativa de subsisténcia para as familias do semiarido, através da
producao de carne, leite e couro, contribuindo com o sustento familiar (SOUZA et al., 2007).

No Brasil, a demanda por carne e lacteos provenientes da espécie caprina aumentou
significativamente nos ultimos anos, contudo ainda existe a necessidade de melhorar a
producdao no que diz respeito a qualidade e quantidade dos produtos. Ante esta realidade,
torna-se indispensavel o melhoramento do material genético dos rebanhos através da
utilizagdo de reprodutores e matrizes capazes de produzir uma progénie que atenda tais
exigéncias de mercado.

Adicionalmente, ¢ necessario aumentar o rebanho geneticamente superior. Para
tanto, o uso de biotécnicas reprodutivas tem sido proposto tais como: Inseminagdo Artificial
(IA), Multipla Ovulagdo e Transferéncia de Embrides (MOTE) e a Producdo in vitro de
embrides (PIVE). Esta ultima quando comparada com outras técnicas como a MOTE
apresenta algumas vantagens, como a possibilidade de produzir mais eficientemente um maior
numero de descendentes de cabras geneticamente valiosas. Além disso, a PIVE pode
contornar problemas como a variabilidade da resposta superovulatoria, baixas taxas de
fecundagio e a ocorréncia de regressdo prematura do corpo lateo (COGNIE et al., 2003), além
dos altos custos relativos a procedimentos cirurgicos para a colheita e transferéncia dos
embrides produzidos (BALDASSARRE e¢ KARATZAS, 2004). Por outro lado, a PIVE
também oferece a possibilidade de produzir descendéncia em situagdes em que ndo € possivel
utilizar a MOTE, tal como em animais pré-puberes, gestantes, puérperas € em animais idosos
(BALDASSARRE et al., 2002).

A Colheita de Odcitos por Laparoscopia (COL) tem sido amplamente utilizada na
especie caprina para a recuperagdo de odcitos de qualidade utilizados posteriormente em
programas de PIVE, Esta técnica proporciona nas doadoras uma rapida recuperacdo pos-
operatdria pora tratar-se de uma técnica pouco invasiva (BALDASSARRE et al., 2002). Além
disso, apresenta riscos minimos para o desenvolvimento de aderéncias, perrmitindo a

realizagdo de sucessivas colheitas.
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Para o sucesso da PIVE associada a COL, ¢ importante a manuten¢do da resposta
ovariana das doadoras, para a obten¢cdo de um elevado niimero de odcitos de boa qualidade a
serem utilizados. Para tanto, torna-se importante avaliar a resposta oocitaria apos sucessivos
tratamentos hormonais seguidos de COL para posterior produgdo de in vitro, além da
avaliagdo da qualidade dos embrides produzidos, visando a sua utilizacdo em programas de

melhoramento genético do rebanho em condigdes tropicais.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Produgdo in vivo de embrides caprinos

A produgdo in vivo de embrides consiste em se obter um elevado niimero de
embrides a partir de uma tnica doadora apds as etapas de estimulagdo ovariana, fecundagao e
colheita embrionaria (BARIL, 2006). Para muitos pesquisadores a MOTE ¢ uma das
tecnologias reprodutivas mais frustrantes, devido a uma alta variabilidade dos resultados
obtidos (COGNIE et al.,, 1999; BALDASSARRE ¢ KARATZAS, 2004). Dentre os fatores
que contribuem com a imprevisibilidade desta técnica existem: a variabilidade da resposta
superovulatdria, baixa taxa de fecundacdo associada a um nimero elevado de ovulagdes e a
ocorréncia de regressdo prematura de corpo liteo (COGNIE et al., 1999; COGNIE et al.,
2003). Em um programa bem sucedido de MOTE uma doadora poderia produzir de seis a oito
embrides transferiveis, porém os resultados podem variar entre 0 a 30 embrides transferiveis
por doadora. Tais variagdes (25 a 50% das doadoras) podem vir através de falhas na resposta
com falhas na fecundacao ou casos de regressdao prematura de corpo luteo (BALDASSARRE
e KARATZAS, 2004). Contudo, muitos fatores como raga, idade, nutricdo e estagdo
reprodutiva podem interferir nessa resposta (BARIL et al., 1993; COGNIE, 1999; COGNIE et
al., 2003).

2.1.1 Superovulagdo

A superovulagdo ¢ um processo baseado na quebra da dominancia folicular, tendo
como resultado o recrutamento, selecdo e consequente ovulagdo de um numero maior de
foliculos do que o naturalmente estabelecido para um ciclo estral normal. A primeira
gonadotrofina amplamente usada para tal propdsito foi a Gonadotrofina Corionica equina
(eCG). Durante muito tempo a eCG era fornecida em uma unica inje¢ao variando de 1000 a
2000 UI, um ou dois dias antes da remocdo do progestageno, devido a sua longa meia-vida
(COGNIE et al., 1999). Com o aparecimento comercial do Hormonio Foliculo Estimulante
(FSH), originario de extrato hipofisario, varios estudos foram realizados comparando a
eficiéncia entre 0 eCG e FSH (ARMSTRONG et al., 1983; MAHMOOQOD et al., 1991). Nesses
estudos, o uso do FSH demonstrou resultados superiores em termos de taxas de ovulacdo, de
fecundacdo e qualidade de embrides produzidos.

Os protocolos tradicionais de superovulacao incluem um tratamento progestageno de

12 a 18 dias para mimetizar uma fase luteal, com aplicagdes de FSH comegando dois dias
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antes da remocao da fonte de progesterona (HOLTZ, 2005; MENCHACA et al., 2009). O
tratamento de FSH, por sua vez consiste em seis a oito injegdes administradas em doses
decrescentes duas vezes ao dia, as quais poderiam ser associadas a uma dose moderada de
eCG (MENCHACA et al., 2009).

Diversas tentativas tém sido realizadas com o objetivo de melhorar a resposta e de
simplificar o protocolo reconsiderando alguns aspectos dos conhecimentos adquiridos sobre
dinamica folicular ovariana nos ultimos anos (RUBIANES e MENCHACA, 2003;
MENCHACA et al., 2009). Alguns autores recomendam que o inicio do tratamento
superovulatorio seja concomitante com a emergéncia de uma nova onda folicular apos a
ovulagdo (na auséncia de um foliculo dominante). Esta estratégia proporciona um crescimento
homogéneo de pequenos foliculos melhorando a resposta ovariana e a produgdo de embrides
(COGNIE et al., 1999; COGNIE et al., 2003; MENCHACA et al., 2007; MENCHACA et al.,
2009). A realizacdo de repetidos tratamentos de superovulagdo em programas de MOTE tem
resultado em queda de fertilidade e consequente queda na producdo de embrides. Esta
situagdo tem sido atribuida ao aparecimento de anticorpos neutralizantes de gonadotrofinas

exogenas (REMY et al., 1991; ROY et al., 1999; DRION et al., 2001).

2.1.2 Fecundagao das doadoras e regressao luteal

Basicamente, doadoras caprinas de embrides podem ser fecundadas por trés métodos:
monta natural, [A transcervical ou IA intra-uterina guiada por laparoscopia (BARIL, 2006). A
falha na sincronizagdo de ovulagdes apos a retirada do dispositivo em fémeas tratadas com
FSH ¢ umas das possiveis causas de falhas na fecundagdo (COGNIE et al., 2003). Esta falha
pode ser devido também a distirbios no transporte espermatico (EVANS e ARMSTRONG,
1984).

Em programas de MOTE a regressdo prematura de corpo luteo pode afetar até¢ 30%
das doadoras (PINTADO et al., 1998). O mecanismo deste fendmeno ainda nao ¢ totalmente
esclarecido, sendo acompanhado por uma baixa taxa de colheita embrionaria e qualidade dos
embrides colhidos (COGNIE et al., 2003). Algumas das hipoteses planteadas incluem, que a
regressao prematura de corpo luteo em cabras superovuladas ¢ o resultado da ativagdo
luteolitica e liberagdao de PGF,, devido a elevadas concentragdes de estradiol (SAHARREA et
al., 1998). A administracdo de antinflamatdrios ndo esteroides, como o Flunixin Meglumine,
conseguiu inibir a regressao de corpos luteos em cabras superovuladas (BATTYE et al., 1988;

LOPES-JUNIOR et al., 2004), sendo que o mecanismo de acdo esta ligado a inibicao da



19

cicloxigenase e assim agindo como um potente inibidor da biossintese de prostaglandinas

(ODENSVIK, 1995).

2.1.3 Colheita de embrides

Em caprinos, a colheita embrionaria pode ser realizada através da técnica de
laparotomia (cirargica), laparoscopia (semi-ciriirgica) ou por via transcervical (ndo-cirargica)
(BARIL, 2006). A colheita por via cirurgica ¢ um dos métodos mais utilizados em pequenos
ruminantes, pois ¢ um método eficaz no que se refere as taxas de colheita. Contudo, em razao
ao aparecimento de aderéncias com 6rgaos adjacentes ao trato reprodutivo, este método nao
pode ser praticado sucessivas vezes em uma mesma doadora, inviabilizando a denominacao
“doadora permanente” (HOLTZ et al., 2005; PARAMIO et al., 2010).

A colheita de embrides por via cirirgica ¢ realizada de seis a oito dias apos a
fecundacao (BARIL, 2006; PARAMIO et al.,, 2010) e implica a exteriorizagdo do trato
reprodutivo para lavagem do interior dos cornos uterinos com meio de colheita.

A colheita de embrides por laparoscopia ¢ um método menos invasivo, e permite a
realizagdo de sucessivas colheitas (BARIL et al., 1996). Contudo, esta técnica requer mao-de-
obra qualificada e o uso de equipamentos de alto custo (endoscopio, fonte de luz fria, etc.).

Outra alternativa para a colheita de embrides em caprinos € a colheita ndo cirurgica
ou por via transcervical. Em caprinos, a cérvice ¢ uma estrutura complexa e consistente que se
estreita a medida que se aproxima do limen uterino dificultando a passagem de instrumentos
que permitem o acesso ao utero por via transcervical como ¢ requerido na IA e na colheita de
embrides (GUSMAO et al., 2009; FONSECA et al., 2012). Em vista disso, a administraco de
prostaglandinas e seus andlogos tém sido utilizados para promover o relaxamento cervical e
viabilizar a colheita de embrides pelo canal cervical (PEREIRA et al. 1998; LIMA VERDE et
al., 2003).

2.2 Produgdo in vitro de embrides caprinos

A produgdo in vitro de embrides em pequenos ruminantes fornece alternativas para
aumentar o numero de embrides de fémeas de alto valor genético como a colheita de odcitos
de fémeas pré-puberes, prenhes e at¢é mesmo recém-abatidas. Além disso, fornece uma
excelente fonte de embrides a relativo baixo custo para a pesquisa basica (PARAMIO et al.,
2010). Em paralelo, também auxilia na aplicagdo de biotécnicas emergentes, tais como: a

transferéncia nuclear de células somaticas e a transgénese (BALDASSARRE et al., 2002).
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A PIVE possui quatro etapas principais: colheita dos o6citos, maturagdo de oocitos
de foliculos antrais, fecundacao de oodcitos maturados e por ultimo, o cultivo dos presumiveis
zigotos até transferéncia para receptoras ou criopreservagio para posterior uso (COGNIE et

al., 2003; PARAMIO et al., 2010).

2.2.1 Fonte de odcitos

A fonte de odcitos se apresenta como uma das etapas fundamentais na PIVE. A
aspiragdo do contetdo folicular em ovéarios de abatedouro ¢ uma fonte de odcitos de menor
custo e mais abundante para a produ¢do de embrides caprinos, providenciando de 1,2 a 2
CCOs de qualidade aceitavel por ovario (COGNIE et al., 1999). Contudo, seu uso em
programas de melhoramento genético ¢ limitado, visto que o historico e estado sanitario sao
geralmente desconhecidos (ARMSTRONG et al., 1997). Vale ressaltar ainda que, em
caprinos, a disponibilidade de ovarios é escassa, visto que o abate de fémeas, em algumas
regioes, ¢ limitado.

A colheita de oo6citos em animais vivos pode também ser realizada por laparotomia.
No entanto, o uso frequente diminui o rendimento devido a formagdo de aderéncias no trato
reprodutivo da doadora com tecidos e o6rgdos circunvizinhos. Outra técnica aplicavel em
animais vivos ¢ a colheita de o6citos por laparoscopia (COL) (Figura 1). Snyder & Dukelow
(1974), foram os primeiros a descrever a técnica na espécie ovina. Anos mais tarde
consolidou-se como uma técnica eficiente para a recuperagdo de odcitos em ovinos
(BALDASSARRE et al., 1994) e caprinos (BALDASSARRE et al., 2002; PIERSON et al.,
2004; AVELAR et al., 2012).

Figura 1. (A) Colheita oocitéria sob controle laparoscopico em pequenos ruminantes,

(B) Puncao folicular usando sistema WTA com agulha calibre 22 G. Fonte: LFCR.
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A COL permite a realizacdo de colheitas repetidas em curtos periodos de tempo sem
afetar a producdo e a qualidade das estruturas colhidas (STANGL et al., 1999; PIERSON et
al., 2005; MORTON et al., 2005; GIBBONS et al., 2007). A COL também pode ser utilizada
para o fornecimento de odcitos destinados para uso em clonagem (PEREIRA et al., 2013) e
transgénese (BALDASSARRE et al., 2002).

O procedimento de COL pode ser realizado sem um tratamento de estimulagdo
ovariana onde ¢ possivel conseguir em torno de quatro a seis odcitos por cabra em cada sessao
(AGUILAR et al., 2002). Atualmente, diversos estudos com o objetivo de maximizar o
potencial desta técnica, propdem testar diferentes protocolos de estimulagdo ovariana
(GIBBONS et al., 2007; AVELAR et al., 2012). Para a produ¢do de um elevado numero de
od6citos, doadoras sdo sincronizadas e superestimuladas com o uso de gonadotrofinas. Isto
normalmente inclui, multiplas injecdes de FSH ou o chamado regime ‘“one-shot” onde ¢
administrada uma tnica dose de FSH em combinacao com ¢CG administrado 36 h antes da
COL. Avelar et al. (2012) obtiveram uma média de 15,1 foliculos puncionados e 11,3 odcitos
colhidos por doadora, resultando em uma taxa de recuperagao total de 74,5%.

Outro método utilizado para a colheita de odcitos em caprinos ¢ a via transvaginal
guiada por ultrassonografia (GRAFF et al., 1999). Com este método, os autores obtiveram
uma taxa de colheita média de 68%. Embora muito pouco invasivo, este método ndo ¢ muito
utilizado na espécie caprina, possivelmente devido a dificuldade da visualizacdo dos foliculos

ovarianos.

2.2.2 Maturagao in vitro (M1V)

A MIV representa uma das mais importantes fases da PIVE. A maturacdo odcitaria ¢
a ultima fase da oogénese, onde o odcito cresce e adquire a capacidade para ser ovulado e,
posteriormente, fecundado. Acontecem diversos eventos no oocito que o torna apto para a
fecundacgdo. Dois eventos principais se apresentam durante este processo: a maturagdo nuclear
e a citoplasmatica. O primeiro se caracteriza pela extrusdo do primeiro corpusculo polar, ou
seja, a habilidade do odcito para alcangar o estdgio da segunda divisdo meidtica (metafase I1),
que se da entre 16 e 24 horas ap6s o inicio da maturagio (COGNIE et al., 2003). A meiose ¢
entdo reiniciada em resposta a um estimulo especifico da espécie, sendo a quebra da vesicula
germinativa (GVBD) o primeiro sinal de progressdo da meiose. Em seguida, a meiose
progride até metafase I (MI) ou II (MII). Quanto ao processo de maturagdo citoplasmatica,

este pode dividir-se em trés eventos principais: a) redistribuicdo das organelas
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citoplasmaticas; b) dindmica dos filamentos do citoesqueleto e ¢) maturagdo molecular. Ja
estd bem estabelecido que, durante a maturacdo oocitaria, inumeras modificagdes
ultraestruturais podem ser observadas nas organelas citoplasmaticas, tanto no que se refere a
morfologia quanto a redistribuicio (FERREIRA et al.,, 2009). A maturagdo molecular
corresponde as fases de crescimento e maturacdo do odcito e ¢ assim definida por se tratar da
transcricdo, armazenamento e processamento dos mRNAs expressos pelos cromossomos, que
serdo, posteriormente, traduzidos em proteinas pelos ribossomos. As proteinas derivadas
desses mRNAs estdo envolvidas tanto na maturagdo, quanto nos eventos celulares
subsequentes: fecundagdo, formacdo dos pro-nlicleos e embriogénese inicial (SIRARD,
20006). O sistema usado comumente para maturagdo fora do foliculo ¢ o meio contendo TCM
199, suplementado com hormoénios e 10% de soro inativado de cabra em estro a temperatura

de 38,5°C e 5% de CO; durante 24 h (BALDASSARRE et al., 2002).

2.2.3 Fecundacao in vitro (FIV)

Em mamiferos, odcitos sdo rodeados por duas camadas: células do cumulus e a zona
pelucida. Normalmente um unico espermatozoide penetra essas duas camadas atingindo e
interagindo com a membrana plasmaética do odcito, resultando na fusao e posterior formagao
do zigoto (KATSKA-KNAZKIEWICZ et al., 2004).

Para a fecundacdo devem ser selecionados espermatozoides viaveis e moveis
provenientes de sémen fresco ou congelado-descongelado. As técnicas usualmente utilizadas
sdao: gradiente de Percoll ou swim-up (PARAMIO et al., 2010). O primeiro consiste na
centrifugacdo do sémen através da passagem por diferentes gradientes para permitir a
separacdo dos espermatozoides potencialmente férteis dos demais constituintes do sémen,
baseado na diferenca de densidade e o segundo onde os espermatozoides potencialmente
férteis sdo separados pela motilidade ascendente (GONCALVES et al., 2002). Um sistema
ideal de FIV inclui uma alta taxa de penetracdo com uma baixa incidéncia de polispermia.
Especificamente em caprinos, a concentracdo espermatica normalmente usada nos
laboratorios ¢ de 1 x 10° espematozoides/mL (KATSKA-KNAZKIEWICZ et al., 2004) ou 2 x
10° (PAWSHE et al., 1994). Apés a capacitacdo, o sémen ¢ adicionado & gota de fecundacio
(50 pL) numa concentragdo final de 1 x 10° espematozoides/mL e incubado & temperatura de

38,5°C em atmosfera umidificada de 5% de CO, durante 16-20 h (COGNIE et al., 2003).
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2.2.4 Cultivo in vitro (CIV)

Em relacdo ao cultivo in vitro, alguns sistemas de cultivo sdo rotineiramente
utilizados para producdo in vitro: a) cocultivo com células somadticas, b) condigdes
semidefinidas no meio para suprir os requerimentos embriondrios (FREITAS e MELO, 2010).
O cocultivo de embrides caprinos ¢ geralmente realizado em meio TCM199 suplementado
com soro fetal bovino (SFB) (COGNIE et al., 2003). Para os dois sistemas, logo apds o tempo
de inseminacdo e interagdo espermatozoide-oo6cito, os presumiveis zigotos sao desnudados,
com sucessivas pipetagens, para posterior lavagem e cultivo em microgotas de fluido sintético
de oviduto (SOF) suplementado com albumina sérica bovina (BSA) durante sete dias a 38,5°

C em estufa de trés gases (5% de CO,, 5% de O,, 90 % de N,) (FREITAS e MELO, 2010).

2.3 Métodos de avaliagdo da qualidade do embrido

Em qualquer das espécies estudadas, o melhor método de comprovacao da qualidade
embrionaria ¢ a habilidade do embrido para o estabelecimento de uma prenhez e a posterior
producao de crias viaveis (LONERGAN et al., 2003). No entanto, métodos alternativos de
avaliagdo da qualidade do embrido tem sido propostos, incluindo, avaliagdo morfologica,
contagem de células, criotolerancia e estudos de expressdo génica, além de andlises
ultraestruturais, as quais oferecem uma avaliagdo mais precisa das alteragdes da estrutura
celular (CROSIER et al., 2000).

Os exames microscopicos de morfologia, pelo uso da estereomicroscopia, ¢ o0 método
mais comumente utilizado para avaliacdo embrionaria e estd bem estabelecidos para varias
espécies (STRINGFELLOW e SEIDEL, 1998)

A contagem do ntimero de células providencia informagdo relativamente restrita
sobre a qualidade embrionaria (COSTA et al., 2010). Esta técnica consiste na fixacdo do
embrido, seguida da utilizagdo do corante Hoeschst 33342. Esta técnica também tem sido
utilizada em embrides criopreservados, comprovando que as lesdes ocasionadas no processo
de criopreservacdo sao responsaveis pela diminuigdo do nimero de células trofoblasticas
(KAIDI et al., 1999).

Estd bem demonstrado na espécie bovina que o conhecimento dos genes que sdo
expressos durante o periodo pré-implantacional permite a elucidacdo dos mecanismos
moleculares que controlam a sobrevivéncia embrionaria inicial contribuindo para melhorar a

baixa taxa de produgdo e qualidade dos embrides produzidos in vitro (EL-SAYED et al.,
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2006). Assim, alguns genes ja foram relacionados com a qualidade embrionaria (BADR et
al., 2007). Estes autores também discutem o efeito do sistema in vitro em fendomenos

semelhantes a apoptose.

2.4 Efeitos do estresse térmico sobre os parametros reprodutivos

A produg¢do animal em paises tropicais ¢ limitada principalmente pelo estresse térmico
(FUQUAY, 1981; SILANIKOVE et al., 2000). Crescimento, produ¢do de leite e reproducao
sdo parametros consideravelmente comprometidos sob condi¢des de estresse térmico como
resultado de mudangas drésticas nas fung¢des bioldgicas (SILANIKOVE et al., 2000). Alguns
dos parametros reprodutivos que podem ser afetados pelas altas temperaturas ambientais estao
listados na Tabela 1. O estresse térmico afeta o crescimento e competéncia do odcito em
bovinos por alterar a secrecdo de progesterona, LH e FSH (AL-KATANANI et al., 2002).
Diversos estudos tém sido realizados avaliando os efeitos do estresse térmico sobre as
concentragdes plasmaticas desses hormonios (WOLFENSON et al., 1997). Alteracdes nos
padrdes de crescimento folicular tém sido associadas com o incremento das concentragdes
plasmaticas de FSH (ROTH et al., 2000), e a diminuicao da producao de estradiol pelas
células da granulosa em foliculos de tamanho médio (ROTH et al., 2001).

Tabela 1. Impacto do clima sobre o desempenho reprodutivo

Carateristica reprodutiva  Efeito Referéncia

Puberdade Estresse térmico atrasa a puberdade em Fuquay (1986)
machos e fémeas. Abdalla (1996)

Ciclo estral e ovulacgao Estresse térmico diminui a duragdo e Lucy (2002)

intensidade do estro

Fecundacio e Taxa de Estresse térmico ap6s o inicio do estro ou  Putney et al.,

Concepcao durante ou imediatamente apds a monta (1989)
prejudica a fertilizagdo e o Lucy (2002)
desenvolvimento embrionario

Gestacao Estresse térmico durante o ter¢o médio e Ealy et al.,
final da gestagdo resultou em menores (1993)
taxas de parigao. Fuquay (1986)

Fonte: Khalifa et al., 2003
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Em caprinos, o estresse térmico diminui as concentragdes plasmaticas de estradiol e
concentragdes de estradiol no foliculo, como também a atividade da aromatase e receptores de
LH, produzindo retardo na ovulacao (OZAWA et al., 2005). Assim, conclui-se que no verao,
o foliculo dominante se desenvolve em um ambiente pobre de LH com a redugdo da secregao
de estradiol pelo foliculo dominante, levando a uma deficiente expressdo do estro e
consequentemente diminui¢ao na fertilidade (RENSIS et al., 2003). O ambiente intrauterino
também ¢ afetado durante o estresse térmico, diminuindo o fluxo sanguineo e incrementando
a temperatura no trato uterino (ROMAN-PONCE et al., 1977). Estas alteragdes incrementam
a perda embrionaria e reduzem o sucesso das inseminagdes.

Em ambiente tropical, o gado Bos indicus possui melhor desempenho reprodutivo
quando comparado com outras subespécies. CAMARGO et al., (2007) na espécie bovina,
comparou o desenvolvimento in vitro e expressao de genes relacionados com estresse térmico
em oocitos oriundos de gado Bos. indicus e Bos. tauros criados em ambiente tropical. Os
autores concluiram que oo6citos de Bos indicus apresentam maior capacidade de
desenvolvimento até o estagio de blastocisto. Além disso, oocitos de Bos. indicus
apresentaram diferencas na expressao de genes relacionados com estresse térmico. Isto pode
ser associado com uma elevada capacidade de adaptagdo de algumas racas a condigdes
climaticas adversas. Estudos de competéncia oocitaria associada a expressdo génica podem
ajudar a entender mecanismos usados por racas termotolerantes para manter a eficiéncia

reprodutiva em ambientes tropicais (CAMARGO et al.,2007).



26

3 JUSTIFICATIVA

A caprinocultura brasileira ¢ uma atividade que desempenha um papel importante na
sociedade e na economia das populacdes, especialmente na regido Nordeste. Nos ultimos
anos a demanda por carne e lacteos provenientes da espécie caprina tem incrementado
significativamente. Para tanto, ¢ requerida a utilizagdo de reprodutores e matrizes com
potencial genético capaz de produzir uma progénie que atenda as exigéncias do mercado
atual.

Para atender a demanda descrita acima torna-se necessario a utilizagdo de modernas
biotécnicas da reproducao, tais como a PIVE, pois esta pode otimizar a utilizacdo dos gametas
de ambos os sexos a partir de individuos geneticamente superiores. O uso da PIVE, associada
a COL, quando comparadas com outras técnicas como a MOTE, apresenta algumas
vantagens, como a possibilidade de produzir um maior nimero de descendentes de cabras
geneticamente valiosas. Adicionalmente, devido a COL ser um procedimento menos
traumatico, menos invasivo, € apresentar uma recuperagdo pos-operatdria mais rapida em
quando comparada ao procedimento padrdo cirirgico, torna-se vidvel que uma mesma fémea
possa ser submetida a aspiragdo folicular consecutivas vezes, viabilizando a utilizacdo do
termo “doadora permanente”, ou seja, uma fémea geneticamente superior, pode passar por
diferentes sessdes de colheita oocitaria.

Viérios autores ja demonstraram que a COL pode ser realizada varias vezes em uma
mesma doadora sem que ocorra uma diminui¢do da resposta dessas fémeas (AGUILAR et al.,
2002; BALDASSARRE et al., 2002; GIBBONS et al., 2007). No entanto, nenhum desses
estudos foi realizado em condigdes tropicais. Diversos estudos tem demostrado efeitos do
clima sobre o desempenho reprodutivo em animais de produgdo criados em condi¢des
tropicais (FUQUAY et al., 1986). Tem sido demostrado que elevadas temperaturas afetam o
desenvolvimento folicular, competéncia oocitaria e posterior desenvolvimento embrionario
(ROTH et al., 2001; AL-KATANANI et al., 2002; OZAWA et al., 2005). Assim, torna-se
interessante verificar a resposta de cabras criadas em clima tropical e submetidas a sucessivos
tratamentos de estimulagdo ovariana no intuito de obter odcitos de boa qualidade a serem

utilizados para a posterior producao de blastocistos em um sistema in vitro.
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4 HIPOTESE CIENTIFICA

O uso sucessivo de estimulagdo hormonal associada a8 COL nao afeta a producao
quanti-qualitativa de odcitos para uma posterior produgdo in vitro de embrides em caprinos

criados em clima tropical.
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5 OBJETIVOS

5.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o efeito do uso sucessivo de estimulagdo hormonal e COL sobre a producao de

odcitos e posterior producao in vitro de embrides em caprinos criados em clima tropical.

5.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

o Investigar o efeito de sucessivos tratamentos hormonais ¢ COL sobre o niimero de
foliculos ovarianos.

o Avaliar a influéncia da repeticdo do tratamento hormonal e da COL sobre a taxa de
colheita oocitéria e a qualidade dos o6citos colhidos.

o Comparar a produgdo de blastocistos em cabras submetidas a sucessivos tratamentos
hormonais seguidos de COL com fémeas sem tratamento prévio.

o Investigar o efeito do clima tropical sobre a producdo quanti-qualitativa de oocitos e

posterior producao in vitro de embrides.
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ABSTRACT

The objective of this study was 1) to evaluate the response of oocyte donor goats undergo
several hormonal treatments (Experiment 1), and ii) to compare the in vitro production of
embryos (IVP) in goats previously treated for several times to females without previous
treatments (Experiment 2). In Experiment 1, twelve goats were submitted to seven hormonal
treatments and laparoscopic oocyte recovery (LOR) and it was verified: number and size of
follicles, number of recovered complexes cumulus-oocyte (CCOs), recovery rate and CCOs
quality. In the Experiment 2, it was used the same goats of the Experiment 1 and other ten
without previous hormonal treatments. In this step, in addition to variables observed in the
Experiment 1, it was also verified: cleavage and blastocyst rates and the number of
blastomeres per embryo. In the Experiment 1 no significant difference (P > 0.05) was verified
for the variables: number of punctured follicles, number of recovered COCs and recovery
rate. However, the percentage of large follicles was different (P < 0.05) between LOR 1 (27.7
+10.5) and 7 (12.4 £ 12.1). In this Experiment 2, no differences (P > 0.05) were verified
between treated and untreated groups concerning the quanti-qualitative oocyte production.
However, the recovery rate was lower (P < 0.05) in the treated compared to untreated group
(68.5% vs 81.4%). No significant difference (P > 0.05) was observed between the
experimental groups for: cleavage rate, blastocyst rate at days 7 and 8, hatching rate as well as
number of blastomeres per embryo. In conclusion, in goats raised in tropical climate, the IVP
of embryos from oocytes obtained by LOR, proved to be an efficient and suitable method for
the rapid propagation of genetically superior animals. Donor goats raised in the tropics, even
after repeated hormonal treatments followed by successive LOR, maintained the response,
both for the production of oocytes and embryos, becoming close to reality the term
"permanent donor oocytes".

Keywords.: Goat; Hormonal treatment; Oocyte; Embryo; In vitro
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1. Introduction

Goats occupy a very important niche in regions of the world where scarce environmental
resources and infrastructure abound. Compared to cattle, goats require lower investment, have
relatively shorter reproduction cycles, higher growth rate potential, and adapt better to the
general environment. In the Northeast Brazil, where 93% of the goat population is
concentrated, the herd still has low productivity rates (Sousa et al., 2011). In order to obtain
the genetic improvement of this herd, it is essential the use of male and female gametes of
genetically superior specimens, which will produce a progeny that can supply the demands of
the productive system. For this purpose, reproductive biotechnologies may be used, for
example, artificial insemination (Al), multiple ovulation and embryo transfer (MOET) and in
vitro production of embryos (IVP). In the case of [VP, the great advantage is the use of both
sexes gametes without the inconveniences observed in the use of MOET, as for example: low
ovulation rate, premature regression of corpus luteum and low fertilization rate as result of
problems associated with sperm transport (Cognié, 1999; Cognié et al., 2003).

The method of IVP of embryos involves three main steps: 1) maturation of oocytes from antral
follicles, ii) fertilization of the matured oocytes with frozen-thawed semen and, iii) culture of
putative embryos until formation of blastocysts that can be transferred to recipients or
cryopreserved for future use (Cognié et al., 2003).

To perform the IVP successfully is necessary to launch obtaining a large number of good
quality oocytes. One possibility is the use of laparoscopic oocyte recovery (LOR). This
procedure is less traumatic than surgical embryo recovery and is more predictable than
multiple ovulation (Baldassarre and Karatzas, 2004).

Initially, donors must be stimulated by use of gonadotrophins, in order to produce a large

number of oocytes per LOR session (Abdullah et al., 2008; Avelar et al., 2012). However, to
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76  make true the term "permanent donor oocytes", it is essential the maintenance of the donor
77  ovarian response, even after several hormonal treatments followed by LOR. Several studies in
78  goats, raised in temperate climate, showed that females show no decrease in oocyte

79  production after several hormonal treatments/LOR (Pierson et al., 2004; Gibbons et al., 2007).
80  However, it is widely known that the reproductive activity as well as the response of the

81  female to the use of reproductive biotechnologies may be strongly influenced by the climatic
82  conditions and heat stress (Nardone et al., 2006; Hansen, 2009).

83  To our knowledge, there are no studies that evaluate the response of goats after several

84  hormonal treatment/LOR sessions, under weather conditions and with the genetic material
85  found in the tropics. Thus, this study aims; firstly, to verify the response of oocyte donor

86  goats undergo several hormonal treatments followed by LOR sessions, and; secondly, to

87  compare the IVP in goats previously treated for several times to females without previous

88  treatments.

89

90 2. Materials and methods

91  2.1. Local and climate characterization

92  The experiment was conducted in the facilities of the Laboratory of Physiology and Control
93  of Reproduction (Faculty of Veterinary, State University of Ceara) located in Fortaleza,

94  Brazil, at 3°47°38”S and 38°33°29”W. According to Koppen's classification, the climate is
95  Aw, which is characterized by low rainfall values and high temperatures. The data of

96  temperature (T) and relative humidity (RH) were recorded daily throughout the experiment.
97  The data were obtained from the meteorological station installed in the Graduate Program in
98  Physical Sciences Applied Ceard Foundation for Meteorology and Water Resources

99  (FUNCEME) during the period August / November of the year 2012 to April / July of the

100 year 2013. During the experimental period, the mean values for temperature and humidity
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were 27.5 2.6 °C and 78.9 + 8.5%, respectively. The thermal discomfort was assessed by the
temperature and humidity index (THI) and calculated according to the formula defined by
Thom, 1959: THI=0.8 x T + (RH/100) x (T — 14.4) + 46.4. The calculated value for THI was

77.8 considered as a moderate heat stress according to the scale of Fuquay (1982).

2.2. Experimental animals

As oocyte donors, it was used a total of twenty-two crossbred Anglo-nubian goats,
pluriparous, cyclic assessed by ultrasound and with a mean (+ SD) live weight of 39.2 + 6.2
kg and 3.2 + 0.3 of body condition score). All animals were housed and maintained in a semi-
intensive system, receiving Tifton (Cynodon dactylon) hay in pens and having 4 h of daily
access to pasture. In addition, animals were supplemented with commercial concentrate
(minimum of 20% crude protein) and free access to water and minerals. All procedures were
designed to minimize stress for subjects, according to the current guidelines for the ethical use

of animals in research (Association for the Study of Animal Behaviour, 2006).

2.3. Experimental design

This study was divided in tow experiments. In experiment 1, twelve goats were submitted to
seven successive hormonal treatments for ovarian stimulation followed by LOR. In this step,
the variables evaluated were: number and size of punctured follicles, number of recovered
complexes cumulus-oocyte (CCOs), recovery rate and CCOs quality. In the experiment 2, it
was used the same goats of the experiment 1 (treated group) and other ten goats without
previous hormonal treatments (untreated group). In this step, in addition to variables
observed in the experiment 1, it was also verified: cleavage and blastocyst rates and the

number of blastomeres per embryo.
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2.4. Chemicals, reagents and media
Except were otherwise indicated, chemicals were purchased from Sigma-Aldrich Co. (St.
Louis, MO, USA). When necessary, for all media, the pH and osmolarity were adjusted to 7.2

to 7.4 and 280 to 300 mOsm/L, respectively.

2.5. Hormonal treatment for ovarian stimulation

The estrous cycle of goats was synchronized using sponges (Progespon, Syntex, Buenos
Aires, Argentina) impregnated with 60 mg medroxyprogesterone acetate inserted
intravaginally for 10 days. On day 7, a 75-ug D-cloprostenol (Prolise, ARSA S.R.L., Buenos
Aires, Argentina) injection was given intramuscularly, along with the onset of the ovarian
stimulation, which was carried out using 180 mg pFSH (Folltropin-V, Vetrepharm, Ontario,

Canada) distributed in five intramuscular injections (40/40, 35/35 and 30 mg), 12 h apart.

2.6. Anesthesia and LOR

Ovarian follicles were punctured just after sponge removal using LOR procedures. Briefly,
goats were fasted for 36 h from food and 24 h from water prior to LOR. Anesthesia was
induced with 2.5% thiopental (Tiopentax, Cristalia, Sdo Paulo, Brazil) intravenously and
maintaining a deep anesthetic plane with 3% isoflurane (Isoforine, Cristalia, Sdo Paulo,
Brazil). Follicles were punctured using a system comprised for a 5-mm Hopkins laparoscope
(Karl Storz, Tuttlingen, Germany) associated to a 22-G needle and a vacuum pump (WTA,
Cravinhos, Brazil). The vacuum pressure was regulated to 35 mmHg and the collection
medium used was HEPES buffered TCM 199 (Nutricell, Campinas, Brazil) supplemented with
20 IU/mL heparin (Hepamax-S, Blausiegel, Sao Paulo, Brazil) and 40 ng/mL gentamicin
sulphate. The punctured follicles were classified as small (< 3 mm), medium (3-4 mm) or

large (> 4 mm). Once the LOR was completed, each ovary was gently flushed with a
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heparinized saline solution, which was warmed to 37 °C. Finally, for each LOR, the
reproductive tract was evaluated macroscopically to verify the occurrence of adhesions, which

as classified as mild, moderate and severe.

2.7. Assessment of COCs quality and in vitro maturation (IVM)

A stereomicroscope (SMZ800, Nikon, Tokyo, Japan) was used to graded COCs from GI to
GIV that were defined as follows: GI (multilayered compact cumulus cells and finely
granulated oocyte cytoplasm); GII (one to three layers of cumulus cells and finely granulated
oocyte cytoplasm); GIII (incomplete or no cellular vestment); and GIV (oocyte with abnormal
shape and heterogeneous oocyte cytoplasm or apoptotic oocytes in jelly-like cumulus-corona
cells vestment). The selected COCs (GI to GIII) were washed four times and transferred to
maturation medium consisting of HEPES-buffered TCM 199 supplemented with 10% (v/v)
fetal calf serum (FCS; Gibco-Invitrogen, Carlsbad, CA, USA), 10 ng/mL Epidermal Growth
Factor (EGF), 100 uM cysteamine, 20 pg/mL FSH/LH (Pluset, Hertape-Calier, Barcelona,
Spain), 1pg/mL estradiol-17f3, 40 pg/mL gentamicin sulphate and 10% (v/v) estrus goat
serum in four well petri dishes (Nunc, Roskilde, Denmark) with each well containing 40-50
oocytes in 500 uL of maturation medium. COCs were incubated 22 to 24 h at 38.5 °C in in

humidified atmosphere of 5% CO, in air.

2.8. In vitro fertilization (IVF) and in vitro culture (IVC)

Frozen/thawed semen obtained from a particular male of proven fertility was used throughout
the experiment. Mobile sperm was separated by centrifugation (700 x g for 15 min) on Percoll
gradient (45/90%). After, the supernatants were discarded and the pellet was overlaid with
600 uL of HEPES-buffered synthetic oviductal fluid (SOF) supplemented with 40 ng/mL

gentamicin sulphate. Spermatozoa were centrifuged at 200 x g for 5 min and supernatant was
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discarded. The final concentration was adjusted to 2 x 10° spermatozoa/mL. Groups of 40-50
oocytes were transferred into four-well petri dishes with 450 pL. SOF medium supplemented
with 5 ug/mL heparin (Calbiochem, Irvine Sci., Santa Ana, CA, USA), 40 ug/mL gentamicin
sulphate and 10% estrus goat serum. Sperm and oocytes were co-incubated for 20 h at 38.5 °C
in humidified atmosphere of 5% CO, in air. After fertilization, the cumulus cells were
removed by several pipetting. The putative zygotes were washed four times in culture
medium (SOF supplemented with 3 mg/mL BSA) and transferred to four well petri dishes
containing 25 pL drops of culture medium covered with mineral oil. The putative zygotes
were incubated for eight days at 38.5 °C in a humidified atmosphere of 5% CO,, 5% O, and
90% N,. After 48 h post-insemination, 10% FCS was added to the culture droplets. In order to
determine the number of blastomeres, embryos that reached hatching blastocyst stage were
stained with Hoechst 33342 and observed under inverted fluorescence microscopy (TE2000,

Nikon, Kawasaki, Japan).

2.9. Statistical analysis

All data were expressed as the mean (+ SD) or percentage. It was used one-way ANOVA
followed by Tukey’s post-test, unpaired ¢ test or chi-squared test according to the studied
variable. A value of P < (.05 was considered to be statistically significant. All analyses were

performed using Graph Pad 3.0 (GraphPad Software Inc., La Jolla, CA, USA).

3. Results

3.1. Experiment 1

The ovarian response of goats submitted to seven successive hormonal treatments followed by
LOR is presented in the Fig. 1. During this step of experiment a total of 1556 follicles were

punctured (18.5 £ 6.8/donor) and 1117 COCs were recovered (13.3 £ 5.0/donor). Thus, the
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total recovery rate was 71.8%. When compared the LOR sessions, no significant difference (P
> (0.05) was verified for the variables: number of punctured follicles, number of recovered
COCs and recovery rate.

Concerning the distribution of follicle size (Fig. 2), no significant difference was observed for
almost all comparisons performed among the sessions. However, the percentage of large
follicles was significantly different (P < 0.05) when the comparison was made between LOR
1 (27.7£10.5)and 7 (12.4 £ 12.1). The percentage of oocytes usable to IVM (GI to GIII)
ranged between 40 and 100%. Statistical differences (P < 0.05) were found between LOR 1
(79.6%), LOR 2 (81.1%) and LOR 3 (80.4%) vs LOR 6 (95.4%) and LOR 7 (90.5%)

Finally, at the end of seventh LOR, the macroscopic evaluation of the reproductive tract
identified only three donors (25%) that showed mild adhesions of the omentum to the

abdominal wall. All other donor goats did not show any evidence of adhesion, even if mild.

3.2. Experiment 2

In this experiment, no significant differences (P > 0.05) were verified between groups (treated
vs untreated) for the number of punctured follicles, recovered COCs and the percentage of
oocytes usable to [IVM (Table 1). However, the recovery rate was lower (P < 0.05) in the
treated group compared to untreated females (68.5% vs 81.4%).

Regarding the IVP of embryos, one of the three sessions was not completed due to the
problems during the culture. Therefore, the results presented are from two sessions. Thus, in
the Table 2 are presented the results for [VP in goats treated several times between females
that have never received hormonal treatments or LOR. No significant difference (P > 0.05)
was observed between the experimental groups for the several variables: cleavage rate,

blastocyst rate (at days 7 and 8), hatching rate as well as number of blastomeres per embryo.
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In the Fig. 3 is shown a representative figure of the blastocysts obtained by IVP in both

experimental groups (treated vs untreated goats).

4. Discussion

This study realized in a tropical climate, in an environmental condition indicative of mild to
moderate stress probably did not affect the response to treatment with similar response to that
observed in animals raised in temperate regions (Baldassarre et al., 2002; Pierson et al., 2004;
Gibbons et al., 2007), moreover takes into account that that anglonubian animals are very
thermotolerant being well adapted to the tropical climate.

The number of follicles punctured and COCs recovered by LOR were similar in both
experiments (1 and 2). These values were also similar to those reported previously in goats in
both temperate (Baldassarre et al., 2003; Koeman et al., 2003) and tropical climate (Avelar et
al., 2012). Although occasional adhesions of the omentum to the abdominal wall were
observed after LOR, no moderate or severe adhesions that could adversely affect further LOR
were verified. This is in agreement with the results of Teixeira et al. (2011), who reported that
repeated (nine) LOR in sheep had minimal surgical adhesions. These authors reported that no
lesions were observed on the internal reproductive system (uterine body, horns and oviduct)
and similarly, no lesions were detected in the ovaries during the surgical procedures and after
ovariectomy. In this study with sheep, only two ewes exhibited small areas of scarring tissue
and mononuclear infiltrate, possibly on the locations of follicular punctures. During the
Experiments 1 and 2, the COCs recovery rate was a parameter with low variability. The mean
observed was very close to the results of other authors working with goats (Baldassarre et al.,
2003; Koeman et al., 2003; Pierson et al., 2004; Avelar et al., 2012). However, in the

Experiment 2 there was a lower recovery rate in the treated group (68.5%) compared to the
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untreated group (81.4%). This result was possibly due to the effects of follicular punctures on
the ovary as described by Teixeira et al. (2011).

In our study, we observed a decrease in the percentage of large follicles when compared the
first to the seventh LOR. According to Crozet et al. (1995), there is a positive correlation
between the follicular diameter and the competence to embryo development until the
blastocyst stage. However, in our study, the competence to development (cleavage, blastocyst
and hatching rates) was similar between oocytes recovered in goats previously treated for
seven times and those that never received hormonal treatment or LOR. The IVP of embryos in
goats is still a process in development and with very variable results according to the
laboratory. However, recent results have demonstrated that a good blastocyst rate can be
achieved from oocytes derived from abattoir (38-54%; Souza et al., 2013) or in live animals
recovered by LOR (34%; Leoni et al., 2009). Additionally, the embryos produced in both
experimental groups showed similar quality and development, as seen by the number of
nuclei per blastocyst. In goats, Baril et al. (1996) found a number ranging from 109 to 270
nuclei per blastocyst. This number was very close to that observed in our study.

Repeated oocyte recovery followed by IVM, IVF and IVC has the potential for producing
more offspring from genetically valuable goats than traditional MOET procedures
(Baldassarre et al., 2002). Thanks to its less invasive nature, the procedure can be repeated
more times than laparotomy, normally used for embryo recovery in goats. In addition,

it is an interesting approach to overcome problems verified in more than 30% of donors
submitted to MOET (Cognié et al., 2003).

In conclusion, in goats raised in tropical climate, the IVP of embryos from oocytes obtained
by LOR, proved to be an efficient and suitable method for the rapid propagation of genetically

superior animals and affecting the genetic improvement of herd. Even submitted to moderate
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stress, and after repeated hormonal treatments/LOR, the goats maintained the quanti-

qualitative response, becoming close to reality the term "permanent donor oocytes".
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Table 1.
Mean (+ SD) or percentage of some parameters observed in goats raised in the tropics, which received successive hormonal treatments/LOR

(treated group) or not received previous treatment (untreated group).

Group n Punctured follicles (n) Recovered COCs (n) % recovery rate % usable oocytes1 (n)
Treated 12 18.0 £ 5.8 (216) 12.3 +3.7° (148) 68.5° 96.6" (143)
Untreated 10 19.4 £7.8" (194) 15.8 +£7.7* (158) 81.4° 93.7° (148)

a, b: means with in a row with different superscripts are different (P<0.05).

' oocytes that were submitted to IVM (grade I to III).
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45

Embryo production in goats raised in the tropics, which received successive hormonal treatments/LOR (treated group) or not received previous

treatment (untreated group).

Group Oocytes Cleavage rate Blastocyst rate at Hatching rate’ Number of blastomeres
() (n) day 7 (n) day 8 (n) per embryo
Treated 86 68.6 (59) 27.9 (24) 27.9 (24) 333 252.9+39.6
Untreated 88 67.0 (59) 31.8 (28) 34.1 (30) 53.3 229.8 +£123.6

No significant difference was found between groups (P > 0.05).

' (hatched blastocysts at day 8/total blastocysts at day 8) x 100.



357

358

359
360

361

362

363

Figure Captions

B Punctured follicles

35

30

25 A

20

15 1

PF and COCs (n)

10 4

Z Recovered COCs

|

LOR Session

o AW —

0 Recovery rate

|

A

o

~ AN

r 100
r 90
80
r 70
r 60
r 50
r 40
r 30
F 20

r 10

Recovery rate (%)

46

Fig. 1. Number of punctured follicles (PF), recovered COCs and recovery rate in goats raised

in the tropics and subjected to sessions of hormonal treatment/LOR. No significant difference

was found among sessions (P > 0.05)
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Fig. 2. Percentage of small, medium and large follicles in goats raised in the tropics and

submitted to seven sessions of hormonal treatment/LOR. Bars with different superscripts

(a,b) are significantly different at P < 0.05.
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Fig. 3. Representative image of blastocysts on day 8 of culture and stained with Hoechst

33342 derived from goats treated (A, B) or untreated (C, D), respectively.
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7 CONCLUSOES

A PIV de embrides a partir de odcitos obtidos de COL em caprinos criados em clima
tropical, pode ser um método eficiente e adequado para a rapida propagacdo de animais
geneticamente superiores, contribuindo com o melhoramento genético do rebanho.

Ainda que submetidas a uma condi¢@o favoravel para a ocorréncia de estresse térmico
leve a moderado, as cabras mesticas de Anglonubiana depois de repetidos tratamentos
hormonais/COL mantiveram a resposta quanti-qualitativa, tornando-se proximo da realidade,

o termo "doadora permanente de odcitos".
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8 PERSPECTIVAS

Apds a verificagdo da resposta ovariana de cabras submetidas a sucessivos
tratamentos/COL na produg@o quanti-qualitativa de oocitos, bem como a producio in vitro de
embrides, outros experimentos sao necessarios para a confirmacdo do potencial desses

embrides na produgao de crias nascidas.
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APENDICE A

RESUMO PUBLICADO: Animal Reproduction, 346, 2013.

EFFECT OF THE USE OF SUCCESSIVE HORMONAL STIMULATION AND
LAPAROSCOPIC OOCYTE RECOVERY ON QUANTI-QUALITATIVE OOCYTE
PRODUCTION IN GOATS RAISED IN THE TROPICS

D.J.D. Sanchez; C.H.S. Melo; F.C. Sousa; A.A. Rocha; A.S. Alcantara Neto; [.S. Campelo;
A.F. Pereira; D.I.A. Teixeira; L.M. Melo; V.J.F. Freitas
Laboratorio de Fisiologia e Controle da Reproducao, Universidade Estadual do Ceara,

Faculdade de Veterinaria, Brazil

Keywords: goat; laparoscopy; oocyte.

The laparoscopic oocyte recovery (LOR) can be an excellent tool for the multiplication of
genetically superior goats when associated with in vitro embryo production (IVEP). However,
for a more efficient technique it is important that it can be performed several times in the
same donor. This study aimed to verify the effect of the successive use of hormonal treatment
followed by LOR on the quantitative and qualitative production of oocytes in goats raised in
the tropics. For this purpose, 12 adult crossbred Anglo Nubian goats, cyclical, were submitted
to five successive hormonal treatments for ovarian stimulation. Intravaginal sponges
impregnated with 60 mg of medroxyprogesterone acetate (Progespon, Syntex, Buenos Aires,
Argentina) were inserted at the beginning of the treatment (D0). On D7 75 pg of cloprostenol
(Prolise, ARSA, Buenos Aires, Argentina) was given i.m. The stimulation was obtained by
the administration of 180 mg pFSH (Folltropin-V, Bioniche, Belleville, Canada), divided into
5 decreasing doses with an interval of 12 h from D7 to D9 of the progestagen treatment.
Thirty-six hours before LOR, goats were fasted and LOR was performed using volatile
anesthesia, starting with 1.v. injection of 20 mg / kg thiopental (Tiopentax 2.5% Cristélia, Sao
Paulo, Brazil) and maintained with isoflurano (Isoforine, Cristalia, Sdo Paulo, Brazil). Under
laparoscopic control, the follicles were visualized and classified as small (<3 mm), medium
(3-4 mm) and large (> 4 mm). The cumulus-oocyte complexes (COCs) were aspirated with

the help of a vacuum system (WTA, Cloves, Brazil) and in classified in Grades I to IV. The
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results were expressed as mean = SEM and analyzed by ANOVA (repeated measures)
followed by Tukey test (5%). A total of 1149 follicles (19.1 £+ 2.6 follicles / donor) was
punctured and 822 oocytes were collected (13.7 = 1.6 oocytes / donor) which resulted in a
total harvest rate of 71.5%. There were no statistical differences in the number of punctured
follicles and oocytes collected during the five sessions LOR, respectively (21,3 +£2,1 and 12,9
+1,5vs21,8+3,4and 15,6 +1,7vs20,0+1,7and 15,2 +1,5vs 16,5+2,3 and 12,9 +2,0 vs
163 +1,4¢e¢11,9+1,1; P> 0,05). However, the number of large follicles observed in session
1 was different when compared to sessions 2 and 4 (5.8 £ 0.7 vs 2.8 £ 0.6 and 2.0 +£ 0.4, P
<0.05). Regarding to harvest rate, , there was no statistical difference between the sessions,
averaging 61.4, 72.6, 75.5, 71.7 and 73.2% (P> 0.05) for sessions one to five, respectively.
Only 17% of oocytes collected were classified as degenerated (Grade 1V) and 83% viable
(GI-II). In conclusion, five successive hormone treatments followed by LOR did not affect
the quantitative and qualitative production of oocytes in goats raised in the tropics, and may

be a useful tool for genetic improvement in goats.



