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Introdugdo:Embora a fecundagio in vitro em bovinos venha propiciando bons resultados, para
melhor entendimento dos mecanismos estruturais e moleculares do processo, técnicas de
micromanipulagio de gametas podem permitir maior controle das etapas envolvidas, bem como
vencer os problemas relacionados com a fusio entre esses, possibilitando ou aumentando a taxa de
fecundagdo em animais com infertilidade congénita ou adquirida. Nesse sentido, vérias técnicas de
micromanipulagdo foram desenvolvidas objetivando a fecundag@o. No entanto, foi com a injegio
intracitoplasmatica de espermatozéide (ICSI) que se obteve o maior avango no campo da reproducio
assistida, tornando-se possivel ultrapassar as barreiras normais para fecundagao apresentadas pela
zona peliicida e membrana plasmatica. Em mamiferos, o primeiro sucesso de fecundagio de ovécito
apos injecdo intracitoplasmatica de espermatozdide foi reportada em hamster por UEHARA &
YANAGIMACHI (1976). Em bovinos, foram GOTO et al. (1990) que obtiveram o primeiro bezerro
produzido apés ICSI, embora WESTHUSIN et al. (1984) Ja houvessem obtido formagdo de pro-
nicleo em ovécitos apos injegdo de espermatozoéide. Desde entio, estudos tém sido realizados no
sentido de melhorar as porcentagens de fecundagao, clivagem, formagio de blastocistos, prenheze
nascimento das estruturas obtidas nas diferentes especies. No entanto, a ICSI tem tido um sucesso
limitado nos animais domésticos quando comparada aos resultados em humanos (CATT & RHODES,
1995). O que demonstra que a existéncia de diferengas entre as espécies determina a tolerancia do
ovocito a injegdo do espermatozéide ¢ a capacidade do espermatozoide fecundar e ativar o ovdcito,
resultando em clivagem e desenvolvimento embrionario. Objetivo: Nesse contexto, objetivou-se
com o presente trabalho, determinar, em ovécitos de bovino, o melhor tempo de cultivo in vitro
para a realizagdo da ICSI com base na taxa de fecundagio obtida. Metodologia: Foliculos entre 2 ¢
8 mm foram puncionados de ovarios obtidos em abatedouro comercial e os ovocitos selecionados
quanto a homogeneidade do citoplasma e o niimero de camadas do cumulus e, cultivados em estufa
a39Cea5,0% de CO, em ar, sob alta umidade em TCM-199 suplementado com 10% de soro fetal
bovino, FSH (10 mg/mL), LH (24Ul/mL) e gentamicina (0,005 mg/mL). Apés 22 h de cultivo,
todos os ovocitos foram desnudados com hialuronidase (1 mg/mL) em vortex por trés minutos e
pipetagens sucessivas, se necessério, seguindo avaliagio quanto a presenga do primeiro corpisculo
polar. Os ovécitos maturos apés 22 h foram destinados a ICSI ou retornavam ao cultivo até completar
24 ou 28 h de cultivo total, para sé entdo serem submetidos a ICSI. Em um grupo de ovocitos
maturos por 22 h e cultivado até 24 h simulou-se a ICSI, funcionando como grupo controle. Os
espermatozoides destinados a ICSI foram selecionados apos descongelagdo, centrifugagio em
gradientes de Percoll (90/45) e swim-up. Somente espermatozdides moveis em TCM199-Hepes
com polivinilpirrolidone a 10% foram injetados. Todos 0s ovécitos microinjetados ou ndo (controle),
foram ativados com 50 M de célcio iondforo (A231 87) por 10 min, seguindo bloqueio da ativacgio
com albumina sérica bovina (6mg/mL) e co-cultivo com células da granulosa em TCM-199. Entre
18-22 h da ativagdo todas as estruturas trabalhadas foram fixadas em acido acético:etanol (1:3) por,
no minimo, 24 h e avaliadas em contraste de fase apos coloragdo com lacméide a 1% em acido
acético a 45%. Considerou-se ovécitos ativados os que apresentavam um ou mais pro-nicleos
femininos e ovécitos fecundados os que apresentavam dois pré-nicleos, um masculino e outro
feminino, e o segundo corptisculo polar. Resultados: A taxa de ativagdo observada apés ICSI as 22,
24 e 28 h de cultivo e no grupo controle foram, respectivamente, 48,28% (28/58), 40% (26/65),
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32,77% (38/72) € 56,82% (25/44), ndo diferindo
entre os grupos (P>0,05). A taxa de fecundagio
obtida foi de 10,34% (6/58), 10,77% (7/65) ¢ 8,33
“(6/72), respectivamente, para ICSI as 22, 24 ¢
28 hs de cultivo, também nao diferindo entre os
2rupos (P>0,05). Conclusdo: Ovécitos maturos

(Metafase II) por 22 h sdo capazes de
descondensar a cabega do espermatozdide e
transforméa-la em pro-nicleo, mostrando ser
desnecessario para obtengio de uma maior taxa
de fecundagdo apos ICSI cultivar ovécitos
maturos por um periodo superior 4 22 h.
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