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RESUMO: A produgdo de embrido in vitro (PIV) associada a aspirag@o folicular transvaginal guiada por ultrassom (OPU)
proporcionou um incremento na produtividade reprodutiva de fémeas bovinas, sendo de grande importancia para a multipli-
cacdo rapida desses animais. No entanto, pode ocasionar alteracdes morfologicas e funcionais nos ovarios. Esse estudo obje-
tiva avaliar os efeitos do tratamento com anti-inflamatérios sobre a quantidade e qualidade de Complexos Cumulus Oophorus
(COC’s) aspirados de ovarios de novilhas mesticas. Para tanto, 18 novilhas foram divididas em trés tratamentos: Grupo I
Controle, II tratado com flunixin meglumine (1,1 mg/Kg — Banamine®) e III tratado com meloxicam (0,5 mg/kg — Maxi-
cam®). Os animais foram submetidos a dez OPU’s, sendo os COC’s coletados quantificados e avaliados. O nimero médio de
foliculos a serem aspirados (imagem ultrassom) foi semelhante em todos os tratamentos (p>0,05). O Grupo III apresentou
menor média de COC’s viaveis (p<0,05), enquanto o grupo Controle e o tratado com flunixin meglumine apresentaram média
de COC’s viaveis semelhante (p>0,05). O nimero médio de COC'’s aspirados no Grupo Controle foi 19,52 + 11,00 COC’s e
o de COC’s viaveis de 14,09 + 8,53 por sessdo de aspiracdo folicular. O nimero médio de ovocitos Grau I e II foi semelhante
entre os grupos experimentais (p>0,05). No entanto, o nimero médio de ovocitos Grau III foi menor nos animais tratados com
meloxicam (p<0,05). O niimero de ovdcitos sem cumulus foi semelhante entre os grupos experimentais (p>0,05), enquanto o
numero de ovoécitos atrésicos apresentou diferenga somente entre os grupos tratados com anti-inflamatério (p<0,05), onde os
animais tratados com meloxicam, apresentaram menor nimero médio de ovdcitos atrésicos.

PALAVRAS-CHAVE: Bovino. Flunixin meglumine. Meloxicam. OPU.

TREATMENT WITH ANTI-INFLAMMATORY ON THE QUANTITY AND QUALITY OF THE CUMULUS
OOPHORUS COMPLEXES ASPIRATED FROM THE OVARIES OF HEIFERS

ABSTRACT: The production of bovine embryo in vitro (PIV) associated to the ultrasound-guided transvaginal folicular
aspiration (OPU - Ovum pick-up) provided an increment in the reproduction productivity of cows, being of great importance
for the fast multiplication of these animals. However, it can cause morphologic and functional alterations in the ovaries. This
study aims to evaluate the anti-inflammatory effects on the quantity and quality of cumulus oophorus complexes (COC’s)
aspirated from the ovaries of crossbred heifers treated with anti-inflammatory. In order to do so, 18 heifers were divided in
three treatment groups, being Group I Control, II treated with Flunixin Meglumine (1.1 mg/Kg - Banamine®) and III treated
with Meloxican (0,5 mg/kg - Maxicam®). The animals were submitted to ten OPU’s, being the collected oocytes quantified
and evaluated. The average number of follicles to be aspirated was similar in all the treatments (p> 0.05). Group III showed
a smaller average number of viable COC’s (p<0.05), whereas the Control group and the one treated with flunixin meglumine
showed a similar average number of viable COC’s (p>0.05). In the Control Group the average number of aspirated COC’s
was 19.52 £ 11.00 COC’s and the average number of viable COC’s was 14.09 +8.53 per folicular aspiration session. The
average number of oocytes of Degree I and II was similar among the experimental groups (p> 0.05). However, the average
number of oocytes of Degree III was smaller in the animals treated with meloxicam (p<0.05). The number of oocytes without
cumulus was similar among the groups (p> 0.05), whereas the number of atresic oocytes showed difference among the groups
treated with anti-inflammatory, where that one treated with meloxicam showed a smaller average number of atresic oocytes.
KEYWORDS: Cattle.Flunixin meglumine. Meloxican. OPU.
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TRATAMIENTO CON ANTIINFLAMATORIOS EN CANTIDAD Y CALIDAD DE COMPLEJOS Cumulus
oophorus ASPIRADOS DE OVARIOS DE NOVILLAS

RESUMEN: La produccion de embrion in vitro (PIV) asociada a la aspiracion folicular transvaginal guiada por ecografia
(OPU), ha proporcionado incremento en la productividad reproductiva de hembras bovinas, siendo de gran importancia
para la multiplicacion rapida de esos animales. Sin embargo, puede ocasionar alteraciones morfoldgicas y funcionales en los
ovarios. Ese estudio objetiva evaluar los efectos del tratamiento con antiinflamatorios en cantidad y calidad de Complejos
Cumulus Oophorus (COC’s) aspirados de ovarios de novillas mestizas. Asi, 18 novillas fueron divididas en tres tratamientos:
Grupo I Control, II tratado con flunixinmeglumine (1,1 mg/Kg — Banamine®) y III tratado con meloxicam (0,5 mg/kg - Ma-
xicam®: Los animales fueron sometidos a diez OPU’s, siendo los COC’s colectados, cuantificados y evaluados. El niimero
medio de foliculos a ser aspirados (imagen ecografica) fue semejante en todos los tratamientos (p>0,05). El grupo III presento
menor media de COC’s viables (p>0,05), mientras el grupo Control y el tratado con flunixinmeglumine presentaron media de
COC’s viables semejante (p>0,05). El nimero mediano de COC’s aspirados en el Grupo Control fue 19,52 £+ 11,00 COC’s
y el de COC'’s viables de 14,09 + 8,53 por sesion de aspiracion folicular. El nimero mediano de ovocitos Grado 1y II fue
semejante entre los grupos experimentales (p>0,05). Todavia, el nimero mediano de ovocitos Grado III fue menor en los
animales tratados con meloxicam (p<0,05). El nimero de ovocitos sin cumulus fue semejante entre los grupos experimentales
(p>0,05), mientras el nimero de ovocitos atrésicos presentd diferencia sélo entre los grupos tratados con antiinflamatorio

(p>0,05), ya los animales tratados con meloxicam presentaron menor nimero mediano de ovocitos atrésicos.
PALABRAS CLAVE: Bovino. Flunixinmeglumine. Meloxicam. OPU.

Introducao

Com a evolugdo atual da produtividade na pecuaria
nacional, associado as evolugdes cientificas e tecnologicas,
varias biotecnologias ligadas a reproducdo animal vém sen-
do desenvolvidas e aprimoradas. O uso das biotecnologias
aumentam a eficiéncia reprodutiva, maximizando a produ-
¢do de animais geneticamente superiores, com a finalidade
de aprimorar material genético a fim de se obter maior nu-
mero de descendentes, em menor periodo de tempo possivel
(RENESTO, 2004). A produgdo in vitro de embrides (PIV) ¢é
considerada a terceira geracao de biotecnologia aplicada ao
melhoramento genético e vem sendo amplamente utilizada
em sistema de producao de bovinos no Brasil.

A introducdo da aspiragdo transvaginal guiada por
ultrassonografia (OPU), seguida pela producdo in vitro de
embrides (OPU-PIV), proporcionou um incremento da pro-
dutividade reprodutiva de fémeas bovinas, sendo de grande
importancia para a multiplicagdo rapida desses animais (SE-
NEDA et al., 2006).

Relatos sobre o impacto do procedimento de OPU
na saude da doadora e no desempenho reprodutivo sdo es-
cassos (BOLS; LEROY; VIANA, 2005). Snel-Oliveira et
al. (2002) trabalharam com novilhas Nelore pré-puberes e
encontraram, apos trés sessdes de aspiracdo folicular, fibro-
se capsular circunscrita, de tamanho variado na superficie
ovariana que se estendeu em profundidades de 200 a 300
mm, em todos os ovarios analisados. Nas céapsulas fibrosa-
das notaram-se poucos ou nenhum, foliculos primarios. Ja
foliculos terciarios foram encontrados esporadicamente. Em
diferentes profundidades do cortex foram encontrados foli-
culos atrésicos, alguns corpos albicans e cicatrizes.

Viana et al. (2003) relataram que a pungdo folicu-
lar pode ocasionar alteragdes morfoldgicas e funcionais nos
ovarios, cuja significancia esta proporcionalmente relaciona-
da ao numero de sessdes de pungdo ao qual as doadoras s@o
submetidas, e ao nimero médio de estruturas recuperadas
por sessdo de coleta.

Utiliza-se o auxilio da ultrassonografia para a ob-
tengdo de ovocitos pela utilizacdo de um sistema de bidpsia
por agulha, considerado pouco traumatico (PIETERSE et al.,

1991), e que pode ser utilizado repetidas vezes em um mes-
mo animal (KRUIP et al., 1991; BONI et al., 1997), com
eficiéncia semelhante (BECKER et al., 1996) ou, eventual-
mente, até maior que a da laparoscopia (SANTL et al., 1998).

Nos foliculos previamente aspirados observa-se he-
morragia interna e variado grau de desorganizagdo celular
das camadas da parede celular, presenga de células luteais
dispersas, possivelmente, causadas pela fragmentacdo da
parede do foliculo decorrente do trauma da agulha utilizada
para aspiragdo. Sob avaliagido microscopica observa-se pre-
senga de coagulo nos foliculos recém-aspirados, ¢ um grau
variado de espessamento do epitélio ovariano. Nos ovarios
submetidos & varias aspiragdes esse espessamento compro-
metia a vascularizacdo externa dos foliculos em crescimento.
Alguns foliculos, previamente, aspirados apresentaram de-
sorganizagdo da parede celular (VIANA et al., 2003) .

Diante das altera¢es ovarianas relatadas decorren-
tes da OPU, ¢ coerente supor, que alteragdes nos COC’s po-
deriam ser esperadas apos sessoes de aspiragdes foliculares,
que resultariam em prejuizo para a utilizagdo pratica dessa
técnica que resultaria em menor nimero de ovocitos recupe-
rados, e/ou menor qualidade de ovocitos aspirados.

O uso de anti-inflamatérios ndo hormonais conco-
mitante, a realizagdo das aspiragdes poderia ser uma alterna-
tiva, a fim de minimizar os danos ovarianos decorrentes dos
procedimentos da OPU, causados pela penetragdo da agulha
no estroma ovariano. Esses agentes agem no processo de re-
dugdo da reagdo inflamatoria por inibirem a sintese e libera-
¢do de prostaglandinas, especialmente as do tipo E, atuando
em etapas pré-estabelecidas na via do acido araquidonico
(SPINOSA, 2011).

O objetivo desse estudo ¢ quantificar e qualificar os
COC’s aspirados dos ovarios de novilhas mestigas submeti-
das a repetidas aspirag¢des foliculares guiada por ultrassom.
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Material e Métodos

Esse estudo foi realizado na Estancia Locateli, loca-
lizada no municipio de Lupiondpolis, Estado do Parana, no
periodo de abril a dezembro de 2010. Utilizou-se 18 novi-
lhas, sem raga definida, com 36 (+4) meses de idade, e escore
corporal de 3,5 (escala de 1-5), que foram aleatoriamente di-
vididas em trés grupos experimentais, contendo seis animais
cada.

Antes de cada OPU, o niimero de foliculos a serem
aspirados em cada ovario foi quantificado, por meio de ima-
gem do ultrassom.

As aspiragdes foliculares foram realizadas uma vez
por semana em metade dos animais, de modo que todos os
animais foram aspirados quinzenalmente. Ao final do perio-
do experimental foram realizadas dez sessdes de aspiragdes
foliculares em todos os animais, em momentos aleatorios do
ciclo estral. Para tanto, utilizou-se um ultrassom acoplado a
um transdutor microconvexo, com frequéncia de 5,0 MHz da
marca Aloka junto a uma bomba de vacuo (BOLS; LEROY;
VIANA, 2005). A agulha utilizada para a punc¢éo foi a hipo-
dérmica de calibre 18G descartavel e com bisel curto.

Os animais do Grupo 1 (Controle) ndo receberam
medicamento, enquanto os animais dos Grupos II ¢ III foram
tratados, por via intra muscular, com anti-inflamatérios fluni-
xin meglumine (1,1 mg/Kg - Banamine®) e meloxicam (0,5
mg/Kg - Maxicam®), respectivamente, apds cada sessdo de
aspiracdo folicular.

Os Complexos Cumulus Oophorus (COC’s) coleta-
dos apds cada sessdo de aspiragdo folicular foram subme-
tidos a avaliagdo morfologica e quantitativa, com o auxilio
de um microscopio estereoscopio e aumento de 45 vezes
(NIKON Stereo Zoom-Z).

Para a avaliagdo morfologica dos COC’s aspirados
utilizou-se a classifica¢do proposta por Malard et al. (2001)
apresentada na Tabela 1. Os ovocitos classificados como grau
I, IT e III foram considerados viaveis, enquanto os sem cumu-
los e atrésicos foram considerados inviaveis.
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Tabela 1: Classificagdo dos Complexos Cumulus Oophorus
(COC’s) bovinos seguindo as descrigdes de Mallard et al.
(2001).

Qualidade COC’s

Parametros descritivos

Ovocitos com citoplasma homogé-
neo ¢ quatro ou mais camadas de cé-
lulas do cumulus.

Graul

Ovocitos com citoplasma apresen-
tando alguma granulacdo e/ou me-
nos de quatro camadas de células de
cumulus, incluindo os parcialmente
desnudos.

Grau II

Ovocitos com citoplasma homogeé-
neo ou apresentando alguma granu-
lagdo, e com as células do cumulus
expandidas.

Grau III

Ovocitos com citoplasma homogé-

Sem cumulus
neo, mas desnudos.

Atrésico Ovocitos em degeneragdo.

A quantidade dos COC's, e respectiva qualidade,
foram submetidas a analise de variancia (ANOVA) e a dife-
renga entre médias testadas pelo teste de Tukey, com auxilio
do software SAS (2002), utilizando-se 5% de significancia.

Resultados e Discussao

Nos resultados médios e desvio padrido da quantida-
de e qualidade dos COC’s aspirados dos ovarios de novilhas
tratadas e ndo tratadas com flunixin meglumine e meloxican,
verificou-se efeito (P<0,05) de tratamentos (Tabela 2).

O peso médio dos animais experimentais foi seme-
lhante entre os grupos. No entanto, o tratamento com melo-
xicam pode levar a reagdes adversas como perda de apetite,
entre outros sintomas (SPINOSA, 2011). Essas reagdes po-
deriam justificar a diferenca numérica de peso dos animais
do tratamento com meloxicam e aqueles ndo tratados, ou tra-
tados com flunixin meglumine (Tabela 2).

Tabela 2: Resultados (média + desvio padrao) do peso e dados da aspiragdo de COC's de fémeas bovinas tratadas e ndo tra-

tadas com anti-inflamatério. Umuarama-PR, 2010.

Grupos Experimentais/ Grupo I Grupo 11 Grupo II1
Resultados obtidos Controle Flunixin meglumine Meloxicam
Peso animais (kg) 468,16 + 54,25 451,27 + 68,35 378,78 £ 61,59
Duragdo OPU (min) 12,14 + 5,63 11,74 + 4,54 11,00 + 6,00
No Fol. a serem aspirados 23,92 +9,57 23,81 +9,88 21,54 +9,42
Total COC’s aspirados 19,52 + 11,00? 18,37 £ 9,172 14,36 + 8,82°
COC’s viaveis 14,09 + 8,532 12,80 +7,51° 10,02 + 6,05°
COC’s Grau 1 1,68 +1,59 1,49 + 1,57 1,35 +1,22
COC’s Grau 2 3,58 + 3,06 2,76 + 2,41 3,26 +2,41
COC’s Grau 3 8,77 + 5,66 8,55+ 6,06 5,39 +4,02°
Ovocitos sem cumulus 3,03 +2,67 2,65+2,26 2,21+ 2,66
Ovdcitos atrésicos 2,39 +2.11a, 2,91 +1,84* 2,15+2.23b

Meédias seguidas por letras diferentes, na mesma linha, diferem (p<0,05).

Arq. Ciénc. Vet. Zool. UNIPAR, Umuarama, v. 16, n. 1, p. 19-23, jan./jun. 2013



22 Tratamento com anti-inflamatorios...

O numero médio de foliculos a serem aspirados foi
semelhante em todos os tratamentos (p>0,05). No entanto, foi
numericamente superior ao numero de COC’s efetivamente
aspirados dentro de cada tratamento. Esse achado poderia ser
justificado pelas citagdes de Viana et al. (2003) ao relatarem
que o trauma da agulha utilizada pela OPU provoca a frag-
mentacdo da parede do foliculo, que poderia levar a perda
do ovécito a ser aspirado, explicando assim a diminui¢do do
numero dos ovoécitos efetivamente aspirados (Tabela 2).

Considerando as citagdes de Viana et al. (2003) so-
bre a ocorréncia de lesdes decorrentes dos procedimentos da
aspiracdo na parede do foliculo, é possivel também que o
tratamento com anti-inflamatério meloxicam tenha retardado
a recuperacao tecidual, resultando em comprometimento da
viabilidade dos COC’s, como pode ser observado no Gru-
po III desse estudo, que apresentou menor numero médio de
COC’s viaveis (p<0,05), o que ndo foi observado no grupo
Controle ou tratado com flunixin meglumine, que apresenta-
ram numero médio de COC’s viaveis semelhantes (p>0,05).

O meloxicam, um derivado dos acidos endlicos,
promove discrasia sanguinea como trombocitopenia ¢ leu-
copenia, aumentando o tempo de coagulacdo, devido ao seu
modo irreversivel e a incapacidade das plaquetas de sinteti-
zarem a nova cicloxigenase (SPINOSA, 2011). No foliculo
esse efeito poderia retardar o processo hemorragico, causado
pelo processo de OPU, potencializando a desorganizagao ce-
lular das camadas da parede celular do foliculo, relatada por
Viana et al. (2003), prejudicando o nimero e a viabilidade
dos ovocitos aspirados, como observado nos animais do gru-
po 111, que apresentaram menor niimero total de COC’s aspi-
rados e menor numero de COC’s viaveis (p<0,05) (Tabela 2).

O niimero médio de 19,52 + 11,00 COC'’s aspirados
para vacas mestigas foi inferior aos relatos de Thibier (2004)
de 25 ovécitos por sessdo de aspiragdo folicular. No entanto,
foi semelhante ao relato de Rubin et al. (2005) de 18,6 ovo-
citos por sessdo de aspiragdo folicular em vacas Nelore, que
destacou ainda que ao aumentar a porcentagem de sangue
Nelore na constituigdo racial, hd também um incremento na
produgdo de odcitos. Relatos semelhantes foram reafirmados
por Bacelar et al. (2010), que trabalharam com animais puros
Nelore.

O nimero de COC’s viaveis de 14,09 + 8,53 por
sessdo de aspiracdo folicular em fémeas mestigas foi seme-
lhante a média de 15,2 ovdcitos viaveis descrita por Rubin et
al. (2005) para fémeas Nelore, e inferior a 22,9 descrita por
Nonato Junior et al. (2004).

O numero médio de ovocitos Grau I e II foi seme-
lhante entre os grupos experimentais (p>0,05) (Tabela 2). No
entanto, o nimero médio de ovocitos Grau III foi menor nos
animais tratados com meloxicam (p<0,05), possivelmente
pelo menor nimero de COC's aspirados.

O ntmero de ovocitos sem cumulus foi semelhante
entre os grupos experimentais (p>0,05) (Tabela 2), enquanto
o numero de ovdcitos atrésicos apresentou diferenga somente
entre os grupos tratados com anti-inflamatdrio, nos quais os
animais tratados com meloxican, apresentaram menor niime-
ro médio de ovocitos atrésicos (p<0,05) (Tabela 2). Os efei-
tos do flunixin meglumine e do meloxicam sobre o foliculo
ndo sdo relatados na literatura.
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Conclusao

Nas condigdes desse estudo conclui-se:
1. Que o tratamento com flunixim meglumine e meloxicam
ndo interferiu no nimero médio de foliculos a serem aspira-
dos, no nimero médio de ovoécitos Grau I e II, e no nimero
médio de ovocitos sem cumulus, em novilhas mesti¢as sub-
metidas a aspiragao folicular guiada por ultrassom.
2. Que o tratamento com meloxicam diminuiu o nimero mé-
dio total de COC’s aspirados, nimero médio de COC’s via-
veis ¢ nimero médio de ovocitos Grau III em novilhas mes-
tigas submetidas a aspiragdo folicular guiada por ultrassom.
3. Que o tratamento com meloxicam diminuiu o niimero de
ovocitos atrésicos, quando comparado aquele dos animais
tratados com flunixin meglumine, e submetidos a aspiracdo
folicular guiada por ultrassom.
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