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RESUMO - Este estudo avaliou o efeito do tamanho do foliculo na capacidade dos ovocitos de sofrerem
maturacdo nuclear e citoplasmatica. Ovarios de vacas Nelore (Bos indicus) foram coletados logo apds o
abate, e os complexos cimulus-ovdcitos foram aspirados de foliculos de diferentes categorias, e classi-
ficados de acordo com seus didmetros em: 1-2 mm, 3-5 mm, 6-8 mm e >9 mm. A medida do didmetro e
a fixag@o dos ovocitos para avaliagdo do estadio nuclear antes da maturag@o foram feitas logo apos a
aspiragdo. Ovdcitos morfologicamente vidveis foram maturados, fecundados e cultivados in vitro. Os
ovocitos obtidos de foliculos de 1-2 mm apresentaram menor didmetro (P<0,01) do que os dos demais
grupos. Antes da maturagdo, 89,8%, 90,1%, 85,7% ¢ 100% dos ovdcitos provenientes de foliculos de
1-2, 3-5, 6-8 ¢ 29 mm de didmetro, respectivamente, apresentavam vesicula germinativa. O tamanho do
foliculo ndo influenciou (P<0,05) a taxa de maturag@o nuclear. A porcentagem de ovécitos que chegaram
a metafase I foi de 88,8%, 87,8%, 92,9% e 100% no que se refere aos ovocitos de foliculos de 1-2, 3-
5, 6-8 ¢ 29 mm, respectivamente. As taxas de penetracdo e clivagem foram semelhantes (P>0,05) nos
grupos de 1-2 mm (93,4% e 81,9%), 3-5 mm (90,7% e 79,6%), 6-8 mm (91,3% ¢ 77,8%) e =9 mm
(92,0% e 78,3%). Da mesma forma, ndo houve diferengas (P>0,05) entre as categorias de foliculos no
que se refere as taxas de polispermia, descondensag@o da cabeca do espermatozoéide e formagao de pro-
nucleos. Os resultados deste estudo demonstram que na espécie B. indicus, foliculos com didmetro de
1 mm até >9 mm nao influenciaram a capacidade dos ovocitos de reiniciar e completar a meiose e de
clivar ap6s maturagdo e fecundagdo in vitro.

Termos para indexagdo: bovino, didmetro folicular, competéncia meiotica, Nelore, Bos indicus.

EFFECT OF FOLLICLE SIZE IN NUCLEAR AND CYTOPLASMIC MATURATION
OF OOCYTES FROM ZEBU COWS

ABSTRACT - The objective of this study was to investigate the effect of follicle size on the ability of
the oocytes to undergo nuclear and cytoplasmic maturation. Ovaries from Nelore cows (Bos indicus)
were collected just after slaughter. The cumulus oocyte complexes were aspirated from four size
categories follicles: 1-2 mm, 3-5 mm, 6-8 mm and 29 mm of diameter. The oocytes were measured and
evaluated for chromatin configuration before maturation. After selection the oocytes were matured,
fertilized and cultured in vitro. Oocytes obtained from follicles of 1-2 mm showed a smaller diameter
(P<0.01) than the other follicle groups. Before maturation 89.8%, 90.1%, 85.7% and 100% of oocytes
from follicles of 1-2 mm, 3-5 mm, 6-8 mm and >9 mm, respectively, showed a germinal vesicle. A
similar maturation rate (P<0.05) was observed for all groups, with 88.8%, 87.8%, 92.9% and 100.0%
of the oocytes in metaphase II for follicles of 1-2, 3-5, 6-8 and >9 mm, respectively. The penetration
and clivage rates were also similar (P>0.05) for oocytes obtained from follicle of 1-2 mm (93.4% and
81.9%), 3-5 mm (90.7% and 79.6%), 6-8 mm (91.3% and 77.8%) and 29 mm (92.0% and 78.3%). In
addition, there were no differences (P>0.05) among follicles groups on the percentage of oocytes
showing polispermy, decondensed sperm head and pronuclei formation. The results of this experiment
showed that oocytes obtained from 1-2 mm to 29 mm follicles, from Bos indicus, have similar capabil-
ity to undergo in vitro maturation and fertilization as the larger follicles.

Index terms: bovine, follicular diameter, meiotic competence, Nelore, Bos indicus.
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INTRODUCAO

Durante a ovogénese, os ovocitos de mamiferos
permanecem retidos no estadio de diploteno da
profase da primeira divisdo meiotica, desde a vida
fetal até pouco antes da ovulac¢do. O reinicio da
meiose ou saida do estadio de diploteno pode ser
mediada por um estimulo hormonal in vivo, ou sim-
plesmente pela retirada do ovdcito de dentro do
foliculo (Wassarman & Albertini, 1994). Entretan-
to, somente ovocitos competentes t€ém a capacidade
de completar a meiose. Essa competéncia para
maturar ¢ adquirida durante o crescimento
ovocitario, e pode ser descrita como a capacidade
de quebrar a vesicula germinativa, progredir do es-
tagio de profase I até metafase II e sustentar o de-
senvolvimento embrionario ap6s a fecundagéo
(Eppig, 1991). Portanto, ja é conhecido que tanto a
maturagdo nuclear como a citoplasmatica devem
ocorrer normalmente para que se possam obter em-
brides viaveis in vitro.

Ovécitos em crescimento ndo sdo capazes de
reiniciar e completar a meiose e sdo tidos como
meioticamente incompetentes (Arlotto et al., 1996),
passando a ser competentes quando completam o
seu crescimento. Em contraste com os ovocitos de
roedores, que adquirem a competéncia meidtica com
a formagao do antro (Bar-Amir & Tsafriri, 1981),
os das espécies domésticas ndo tém essa capacida-
de quando o antro é formado (Motlik et al., 1984).
Ovocitos bovinos para maturagdo in vitro (MIV) séo,
geralmente, coletados de foliculos antrais de 1-8 mm
de didmetro. Entretanto, a completa competéncia
para maturar parece ser adquirida somente quando
os foliculos atingem em torno de 3 mm (Fair et al.,
1995). Além disso, tem sido demonstrado que
ovocitos coletados de foliculos de 1-2 mm ndo tém
capacidade de se desenvolver in vitro (Pavlok et al.,
1992), ao passo que os coletados de foliculos de
6 mm ou mais tém maior potencial de desenvolvi-
mento (Lonergan etal., 1994).

Considerando que a competéncia para completar
a meiose pode estar relacionada com o tamanho do
foliculo do qual o ovécito foi obtido, esse fator pa-
rece afetar significativamente o potencial de desen-
volvimento dos ovocitos maturados e fecundados
in vitro. Entretanto, a rela¢do entre o tamanho dos
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foliculos ¢ a aquisi¢@o da competéncia meidtica ain-
da néo foi estudada em bovinos Bos indicus.

Animais zebuinos (B. indicus) contribuem com
cerca de 80% do rebanho nacional, além de serem
também predominantes em outros paises tropicais e
subtropicais. Diferengas quanto aos aspectos
reprodutivos entre B. indicus e Bos taurus, tém sido
demonstradas por diversos autores. Os ovarios e o
corpo luteo de fémeas zebuinas sdo menores que 0s
de fémeas taurinas (Mutiga et al., 1993), e apresen-
tam também menor numero de foliculos por ovario, e
com menor didmetro (Figueiredo et al., 1995). Com a
crescente utilizagdo das técnicas para produgdo de
embrides a partir de ovocitos maturados in vitro,
assim como a utilizag¢do desses ovocitos em outras
biotécnicas — como a clonagem —, aumentou a de-
manda de ovdcitos que tenham maior potencial de
desenvolvimento.

O estudo teve por objetivo verificar o efeito do
tamanho folicular na capacidade de desenvolvimen-
to in vitro dos ovocitos, e identificar, em fémeas
zebuinas, o tamanho do foliculo mais adequado para
obtengdo de ovocitos competentes que possam so-
frer a maturagdo completa in vitro.

MATERIAL E METODOS

Coleta, cultivo e avaliacao de ovocitos

Ovérios de fémeas Nelore foram coletados imediata-
mente apds o abate e transportados em frascos contendo
solugdo salina estéril (NaCl 0,9%) acrescida de
100 UI/mL de penicilina e 100 ug/mL de estreptomicina, a
uma temperatura de 35-37°C. No laboratorio, os ovarios
foram lavados em solugdo salina fosfatada modificada
(D-PBS), e os foliculos visiveis na superficie dos ovarios
foram aspirados com uma agulha 18G acoplada a uma
seringa de 5 mL.

Antes da aspiragdo, os foliculos foram classificados
em quatro categorias de acordo com seu didmetro: peque-
no (P: 1-2 mm), médio (M: 3-5 mm), grande (G: 6-8 mm)
e pré-ovulatorios (PO: 29 mm). O liquido aspirado con-
tendo os ovdcitos foi colocado em tubos conicos de 15 mL
separados para cada tamanho folicular. Esses foram dei-
xados em repouso por 20 minutos, ¢ apos esse periodo o
sedimentado contendo os ovocitos foi removido e coloca-
do em placas de Petri contendo D-PBS suplementado com
10% de soro fetal bovino (FCS) e antibioticos. Somente
ovocitos com citoplasma uniforme e circundados por va-
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rias camadas compactas de células do ciimulus foram sele-
cionados para as avaliagdes e cultivo. Os complexos
cimulus-ovocitos das diferentes categorias de foliculos
foram maturados in vitro por 24 horas em meio TCM-199
suplementado com 10% FCS (v/v), 5,0 ug/mL de LH,
0,5 ug/mL de FSH e antibidticos (100 Ul/mL de penicilina
e 100 pg/mL de estreptomicina) sob 6leo mineral. Todos
os cultivos foram feitos em atmosfera de 5% de CO, a
uma temperatura de 38,5°C.

Alguns ovocitos foram retirados do pool selecionado
para avaliacdo da configuragdo da cromatina antes da
maturagdo. Os ovocitos avaliados antes e apds a maturacao
foram desnudados e fixados em soluc¢do de acido
acético:alcool (1:3) por pelo menos 24 horas. Os ovocitos
fixados foram entdo corados com solugdo de 1% lacmoide
em 45% de acido acético glacial. Cada ovocito foi avalia-
do em microscopio de contraste de fase e classificado de
acordo com o estagio de maturagdo determinado pela
morfologia dos cromossomas.

O diametro dos ovdcitos desnudos (incluindo a zona
pelucida) foi medido antes da maturag@o, por meio de um
microscopio de luz invertida, com uma ocular contendo
uma régua, o qual havia sido previamente calibrado com
um micrometro.

Fecundacao in vitro (F1V)

Para FIV foi utilizado sémen congelado, proveniente
de um Unico animal ¢ da mesma partida. Apos o descon-
gelamento, o sémen foi separado pela técnica de swim-up
(Parrish et al., 1995), e adicionado no meio de fecundagao
em uma concentragdo final de 1x10° espermatozdides/mL.
O meio para fecundacao utilizado foi o IVF-TALP (Parrish
et al., 1986) contendo penicilamina (2 mM), hipotaurina
(250 mM), epinefrina e heparina (10 pg/mL). Os ovodcitos
maturados in vitro de cada categoria de foliculo foram lava-
dos trés vezes no meio de fecundagio e colocados em gotas
de 150 pL, sob 6leo mineral. Os espermatozoides e ovdcitos
foram incubados por um periodo de 18 horas, a 38,5°C, a
5% de CO,.

Cultivo e avaliacio embrionaria

Apbs a incubagio dos espermatozoides e dos ovocitos
por 18 horas, os zigotos foram lavados e transferidos para
o meio de cultivo embrionario. O meio de cultivo utiliza-
do foi 0 TCM-199, suplementado com 10% FCS (v/v),
nistatina, gentamicina e células epiteliais de oviduto bo-
vino. Os ovidutos foram coletados em frigorificos, quan-
do da coleta dos ovarios, e as células epiteliais foram ob-
tidas por lavagens sucessivas da luz dos ovidutos, e
mantidas em cultivo até a sua utilizagdo. Quarenta e quatro
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horas apos a inseminagao in vitro, o estadio de desenvolvi-
mento embrionario foi avaliado para determinar o nimero
de embrides clivados. Os ndo-clivados foram fixados e co-
rados, como ja mencionado anteriormente, para avaliar
polispermia, descondensagio da cabega do espermatozoide
¢ a formagao dos pro-nticleos masculino e feminino.

Desenho experimental

O primeiro experimento foi realizado para verificar o
diametro dos ovocitos obtidos de diferentes tamanhos de
foliculos em fémeas zebuinas. Os foliculos foram agrupa-
dos em diferentes categorias, de acordo com seu tama-
nho: 1-2, 3-5, 6-9 ¢ 29 mm, e aspirados. Os ovocitos de
cada categoria foram selecionados ¢ desnudados, para de-
terminagdo do didmetro.

No segundo experimento, foi avaliado o estadio nu-
clear dos ovdcitos dos diferentes tamanhos foliculares
antes da maturagdo, assim como a capacidade desses
ovdcitos de reiniciarem a meiose e progredir até o estagio
de metafase I1. Os ovocitos foram fixados e corados antes
e depois da maturag@o in vitro, e foram classificados, de
acordo com a morfologia da cromatina, nos estagios a
seguir: vesicula germinativa (VG), prometafase (PM),
metafase I, anafase I, telofase I e metafase II. Os ovocitos
degenerados foram excluidos da analise.

O terceiro experimento foi realizado para avaliar a ca-
pacidade de desenvolvimento dos ovocitos obtidos de di-
ferentes tamanhos de foliculos. Apds a maturagdo, os
ovocitos com as células do cimulus expandidas foram
selecionados para FIV. Nos resultados, foram considera-
dos os ovocitos morfologicamente viaveis que clivaram
até 44 horas apds a inseminagdo. Os que ndo clivaram,
foram fixados, corados e avaliados para presenca de
polispermia, descondensagdo da cabega e pro-nticleos mas-
culino e feminino.

Os dados de didametro dos ovocitos foram submetidos
a analise da variancia, procedimento GLM (SAS, 1985)
onde foi testado o efeito do tamanho de foliculo. Foi tam-
bém feita analise de correlagdo entre o tamanho de foliculo
e didmetro dos ovocitos. Os resultados referentes a
maturagdo nuclear e citoplasmatica foram analisados por
meio de x-quadrado.

RESULTADOS E DISCUSSAO

O diametro médio dos ovocitos das diferentes
categorias de foliculos, determinado imediatamente
apos a aspiragdo e a desnudagdo, sdo apresentados
na Tabela 1. Embora o didmetro dos ovocitos tenha
variado, em média, de 154,7 um a 164,4 um foi obser-
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vado um efeito significativo (P<0,001) do tamanho
do foliculo no didmetro dos ovocitos. Verificou-se
que ovacitos obtidos de foliculos pequenos (1-2 mm)
apresentaram menor didmetro do que os provenien-
tes de foliculos médios, grandes ou pré-ovulatorios
(=3 mm).

Varios estudos tém demonstrado que a capacida-
de de desenvolvimento in vitro de ovdcitos bovi-
nos pode ser afetada pelo tamanho e qualidade dos
foliculos dos quais s@o obtidos (Lonergan et al.,
1994; Sirard & Blodin, 1996). Tem sido demonstrado
(Fair etal., 1995) que ovocitos de foliculos pequenos
(£2 mm) tém um didmetro menor € uma menor capa-
cidade de realizar o rompimento da vesicula
germinativa e de chegar a metafase I (Fair etal., 1995).
Somente ovocitos de foliculos maiores (= 6 mm) tém
capacidade de sofrer maturagdo nuclear e
citoplasmatica e de se desenvolver até o estadio de
blastocisto (Sirard & Blodin, 1996). Entretanto, a re-
lagdo entre a formagao do antro, a obtengdo da com-
peténcia meidtica e o tamanho do foliculo ndo foi
ainda estudada em bovinos B. indicus.

No presente estudo, o didmetro dos ovdcitos foi
menor (P<0,05) nos foliculos de 1-2 mm, enquanto
os de foliculos maiores do que 3 mm apresentavam
diametros semelhantes (Tabela 1). Esses resultados
discordam dos obtidos por Arlotto et al. (1996), que
observaram que os ovocitos de B. taurus continua-
vam a crescer em foliculos antrais de até 15 mm
(pré-ovulatorios). Esse crescimento continuo néo foi
observado em zebuinos; no presente estudo, houve
um aumento no didmetro dos ovocitos de foliculos
de 1-2 mm para os de 3-5 mm. Entretanto, nao fo-
ram observadas mudangas significativas no didme-

TABELA 1. Numero e didmetro de ovdcitos, de acor-
do com o tamanho do foliculo em vacas

Nelore.
Tamanho do Numero Diametro +
foliculo (mm) desvio-padrdo (um)'
1-2 229 154,7+11,6a
3-5 235 160,7 +9,7b
6-8 80 159,8 +9,2b
>9 19 164,4+9,1b

! Valores seguidos de letras desiguais na mesma coluna diferem signifi-
cativamente (P<0,001) pelo método de quadrados minimos.
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tro a partir de 3 mm, o que pode ser confirmado pelo
baixo coeficiente de correlagdo obtido quando se
considerou essas duas variaveis.

A avaliacdo do estadio nuclear dos ovocitos ob-
tidos de diferentes tamanhos de foliculos antes da
maturagao in vitro foi realizada logo apds a aspira-
¢do. Para evitar qualquer alteragdo nos resultados
durante o processo de manipulagdo, os ovocitos fo-
ram mantidos em liquido folicular até o momento
da desnudagdo. Logo apos serem desnudados foram
fixados e posteriormente corados. O estadio nuclear
dos ovocitos antes da maturagdo foi semelhante
(P>0,05) nos varios grupos de foliculos (Tabela 2),
¢ mais de 80% dos ovdcitos, independentemente da
categoria folicular, encontrava-se em estadio de
vesicula germinativa (VG), o que identifica ovocitos
imaturos. Dos que apresentavam rompimento da VG,
apenas 2,9% e 2,8% do grupo de foliculos médios e
pequenos, respectivamente, atingiram o estadio de
metafase I (MI). Esses resultados sdo semelhantes
aos obtidos por Sirard & Coenen (1994) no tocante
a ovocitos de fémeas taurinas.

O pequeno nimero de ovocitos obtidos no gru-
po de foliculos pré-ovulatérios, dada a baixa inci-
déncia destes nos ovarios, prejudicou a analise des-
sa categoria. Os foliculos maiores do que 6 mm, e em
especial os acima de 9 mm representam uma porgao
muito pequena dos foliculos antrais presentes nos
ovarios de zebuinos (Dominguez, 1995). A baixa ocor-
réncia desses foliculos tem dificultado os estudos
que utilizam diferentes categorias foliculares.

Somente ovocitos com citoplasma uniforme e va-
rias camadas compactas de células do camulus fo-
ram utilizados para maturagdo in vitro. Nao houve
diferenga (P>0,05) na taxa de maturagéo dos ovocitos
de diferentes tamanhos de foliculos, pois mais de
80% atingiram o estadio de MII em um periodo de
24 horas, em todos os grupos (Tabela 3). As taxas de
maturacdo obtidas sdo semelhantes as citadas na
literatura quanto a B. taurus (Kim et al., 1996; Gandolfi
et al., 1997). Entretanto, quando o tamanho dos
foliculos foi considerado, Pavlok et al. (1992) e Fair
etal. (1995) mostraram que em ovdcitos provenien-
tes de foliculos menores do que 2 mm a taxa de
maturag@o nuclear ¢ menor do que em ovdcitos de
foliculos acima de 3 mm. Essa diferenga néo foi ob-
servada no presente estudo.
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A competéncia para maturar ¢ adquirida progres-
sivamente durante o crescimento folicular, e o fato
de ovdcitos chegarem ao estadio de MII in vitro ndo
necessariamente significa que eles sejam competen-
tes para suportar uma fecundagdo normal e poste-
rior desenvolvimento embrionario in vitro (Crozet
et al., 1995). Isso demonstra que a capacidade de
completar a maturag@o citoplasmatica se desenvol-
ve além da capacidade de completar a maturagdo
nuclear.

Para avaliar a maturagdo citoplasmatica, ovocitos
dos diferentes tamanhos de foliculos foram fecun-
dados in vitro. Foi observado que as taxas de pene-
tracdo e clivagem apos a MIV ¢ a FIV foram seme-
lhantes ovocitos provenientes de diferentes tamanhos
de foliculos (Tabela 4). As taxas obtidas neste tra-
balho, independentemente do tamanho folicular,
foram similares as obtidas por outros autores
(Lonergan et al., 1994; Smith et al., 1996; Gandolfi
etal., 1997) utilizando ovocitos de foliculos maiores
do que 3 mm.
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A ocorréncia de anormalidades na fecundagdo,
como, por exemplo, uma falha na descondensag@o
da cabega do espermatozoide ou a formagdo de pro-
nucleos, que sdo causados pela insuficiéncia na
maturagdo citoplasmatica, foi semelhante (P>0,05)
nos varios grupos (Tabela 4). Cerca de 80% dos
ovocitos foram fecundados normalmente e clivaram;
e dos que ndo clivaram, a maioria foi capaz de
formar os pro-ntcleos masculino ¢ feminino
(Tabela 4).

Apesar de a taxa de polispermia néo ter sido di-
ferente (P>0,05) nos grupos, os ovdcitos prove-
nientes de foliculos pré-ovulatérios apresentaram
uma taxa superior aos demais. Devido ao pequeno
nimero de observacgdes sobre esse grupo, ndo foi
possivel avaliar a significdncia biologica da
polispermia.

A maturacdo representa o estagio final da prepa-
ragdo do ovocito para a fecundagdo. Portanto, mu-
dangas estruturais e bioquimicas ocorrem durante
esse periodo ¢ sdo essenciais para completar a meiose

TABELA 2. Numero e estadio nuclear dos ovocitos obtidos de diferentes tamanhos de foliculos antes da

maturaciio in vitro, em vacas Nelore!.

Tamanho do Numero

Estadio nuclear

foliculo (mm) de ovocitos

Vesicula germinativa (%)

Prometafase (%) Metafase I (%)

1-2 98 88 (89,8)a
3-5 101 91 (90,1)a
6-8 35 30 (85,7)a
>9 7 7(100,0)a

10 (10,2)a 0 (0,0)a
7(6,9)a 3(2,9)a
4(114) 1(2.8)a
0 (0,0)a 0 (0,0)a

! Valores seguidos de mesma letra ndo diferem estatisticamente (P>0,05) pelo teste x2.

TABELA 3. Numero e estadio nuclear dos ovocitos obtidos de diferentes tamanhos de foliculos apés maturaciao

in vitro por 24 horas, em vacas Nelore!.

Tamanho do  Numero de Estadio nuclear
foliculo ovocitos Vesicula Prometafase I Metafase I Anafasel TelofaseI — Metafase II
(mm) germinativa (%) (%) (%) (%) (%) (%)
1-2 321 5(1,6)a 9(2,8)a 13(4,0)a  4(1,2)a 4(1,2)a 285(88,8)a
3-5 493 3(0,6)a 8 (1,6)a 32(6,5a 11(2,2)a  6(1,2)a 433 (87,8)a
6-8 70 0(0)a 1(1,4)a 2(2,9)a 1(1,4)a 1(1,4)a 65 (92,9)a
>9 27 0(0)a 0(0)a 0(0)a 0(0)a 0(0)a 27 (100,0)a

! Valores seguidos de mesma letra ndo diferem estatisticamente (P>0,05) pelo teste x2.
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e para o desenvolvimento futuro (Wassarman &
Albertini, 1994). Para que isso ocorra normalmente, o
ovocito precisa ter adquirido a competéncia meidtica
que ocorre na fase final do crescimento ovocitario.
Ovdécitos competentes necessitam ter estocado fa-
tores importantes, na forma de proteina ou de mRNA
estavel, que serdo utilizados durante a maturacao,
fecundacgdo e desenvolvimento embrionario (Sirard
& Blodin, 1996). Quando os ovdcitos sdo aspirados
do foliculo, a sua capacidade de sintetizar proteinas
ndo ¢ afetada, mas perdem a capacidade de fazer RNA
em torno de duas horas apos a aspirac¢do, a ndo ser
que o bloqueio da meiose possa ser mantida artifici-
almente (Sirard & Coenen, 1994). Portanto, a compe-
téncia deve ser adquirida antes da condensacdo nu-
clear, ou seja, antes da aspiragdo folicular.

Varios estudos com B. taurus tém mostrado a re-
la¢do entre tamanho do foliculo e a competéncia dos
ovocitos (Pavlok et al., 1992; Lonergan et al., 1994;
Sirard & Blodin, 1996). Os resultados desses estu-
dos sugerem que os foliculos em crescimento devem
atingir um tamanho minimo de 3-4 mm para que os
ovocitos sejam capazes de responder aos estimulos
e realizar a maturagdo completa. A falta de compe-
téncia observada em ovdcitos de foliculos menores
foi atribuida a auséncia de fatores encontrados no
citoplasma e que se encontram presentes em ovocitos
provenientes de foliculos mais maturos. Essa supo-
sicdo ¢ sustentada pela constatacdo de que em
ovocitos obtidos de foliculos até 4 mm ainda ha sin-
tese de RNA (Fair et al., 1995) e que os ovocitos
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continuam crescendo por muito tempo apos a forma-
¢do do antro (Arlotto et al., 1996).

Entretanto, dados do presente estudo indicam
haver diferengas com relagdo a aquisi¢do da compe-
téncia em zebuinos, visto que as taxas de maturagio,
penetragdo e clivagem foram semelhantes no tocan-
te a ovocitos de foliculos de 1 mm até
>9mm . Além disso, ndo foi observado crescimento
dos ovocitos em foliculos > 3 mm . Embora os
ovocitos de 1-2 mm tenham menor diametro do que
os dos demais grupos, a capacidade de desenvolvi-
mento foi semelhante. Esses dados sugerem a hip6-
tese de que a competéncia para maturar em zebuinos
¢ adquirida mais cedo ou com um tamanho menor de
foliculo em comparagéo com taurinos.

Na espécie B. taurus, sabe-se que mudangas dra-
maticas ocorrem no nucleo durante o periodo final
da maturagdo, a medida que o foliculo cresce de
1 mm a 15-20 mm, e essas mudangas tem efeito crucial
no potencial de desenvolvimento dos ovdcitos
(Lonergan et al., 1994). Portanto, é possivel — pelo
fato de o menor tamanho do foliculo pré-ovulatorio
(12 mm) em zebuinos (Figueiredo et al., 1997) e o
diametro do ovocito se estabilizarem em foliculos de
3 mm — que essas mudangas se completem em
foliculos de menor tamanho.

Estudos mais aprofundados séo necessarios, para
que possam estabelecer-se de forma mais conclusi-
va essas relacdes.

TABELA 4. Nimero e porcentagem de ovocitos, obtidos de diferentes tamanhos de foliculos, que apresenta-
vam penetracio, por um espermatozoide, polispermia (> 2 espermatozdides), descondensacio da
cabeca do espermatozéide, pronticleos (um masculino e um feminino) e clivagem (duas células)
apés a maturacio e fecundacio in vitro, em vacas Nelore!.

Tamanho do  Numero de Penetragdo Polispermia  Descondensacdo  Prontcleos Clivagem
foliculo (mm) ovocitos (%) (%) da cabega (%) (%) (%)
1-2 196 183 (93,4)a 10 (5,5)a 1(0,5)a 21 (11,5)a 150 (81,9)a
3-5 238 216 (90,7)a 7(2,9)a 2(0,8)a 31 (14,4)a 172 (79,6)a
6-8 69 63 (91,3)a 4(6,3)a 3 (4,8)a 9(14,3)a 49 (77,8)a
>9 25 23 (92,0)a 3(13,0)a 0(0)a 2(8,0)a 18 (78,3)a

! Valores seguidos de mesma letra ndo diferem estatisticamente (P>0,05) pelo teste x>
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CONCLUSAO

Ovocitos de zebuinos obtidos de foliculos de
1 mm até > 9 mm podem ser utilizados para maturagéo
e fecundagéo in vitro na espécie B. indicus.
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