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RESUMO

Avaliou-se o comportamento de ovécitos de Nelore nos processos d¢ maturagio “in
vitro”, utilizande-se ovécitos de Nelore e de mesticas Holandés x Zebu, aspirados de
ovirios colhidos em matadouro. Os ovidrios foram transportados ao laboratério em
solugio fisiologica (0,9% de NaCl) com antibiéticos, & temperatura de 30-34°C. O
aspirado foi depositado em um cdlice ¢onico com roeio Talp Hepes aquecido a 37°C ¢
foram selecionados ovdcitos que apresentavam células do “cumulus” compactas, com no
minimo trés camadas e citoplasma homogéneo. Apds a selecdo, os ovdcitos foram lavados
no mesmo meio e colocados para cultivo em meio TCM 199 com soro de vaca em cio e
FSH em co-cultura de células da granulosa, por 24h em estufa incubadora com 5% de
CO,, 95% de ar atmosférico e temperatura de 39°C. Apds cultivo os ovécitos foram
fixados, corados e avaliada a taxa de maturagio nuclear. A taxa de maturacio observada
nos ovécitos de Nelore foi de 76,27% (n=118) e nos de mesticas foi 86,53% (n=104).
Nizo houve diferenca entre os grupos genéticos, 0 que demonstra a viabilidade dos
gametas de Nelore durante o processo de maturac@o “in vitro”.
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ABSTRACT

The aim of this investigation was {0 assess the viability of the “in vitro” maturation
oocytes of Nelore breed. This study utilized Nelore and crossbreed Holstein x Zebu
oocytes, obtained from ovaries at a slaughterhouse. The oocytes were aspirated from
follicles with a 3ml seringe, and washed in Talp Hepes medium at 37°C. All oocytes
surrounded by cumulus cells were selected, washed again in Talp Hepes medium and
cultured in TCM 199 medium with 10% estrus cow serum, 20mcg/m! FSH, 5% CO, air,
in co-culture of granulosa celis at 39°C, for 24h. After “in vitro” maturation, the oocytes
were fixed, stained and evaluated for nuclear maturation. The maturation rate for Nelore
and cross breeding Holstein x Zebu oocytes were, respectively, 76.27% (n=118) and
86.53% (n=104). This difference was not significant, showing the viability of these
oocytes during the “in vitro” maturation process.
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INTRODUCAO

A fecundac@o “in vitro” apresenta vantagens para a produgio de embrides, por
permitir o aproveitamento de ndmero expressivo de ovécitos se comparada a
outras técnicas, como a transferéncia embriondria apés superovulagio. Indmeros
estudos tém sido realizados para se desenvolverem e otimizarem técnicas de
maturagao, fecundagio e desenvolvimento embriondrio “in vitro” de bovinos. Na
maioria, esses trabalhos utilizam bovinos de origem européia (Bos taurus
taurus).

Estudos com ovécitos e embrides de animais zebuinos (Bos taurus indicus) sdo
de grande importincia, principalmente para pafses tropicais, uma vez que €sSes
animais sfio adaptados ao clima e apresentam maior resisténcia aos carrapatos e
as doengas transmitidas por eles e menor exigéncia nutricional de mantenca,
devido ao menor tamanho ¢ ao menor metabolismo basal (Cunningham &
Syrstal, 1987).

Avaliando a taxa de matura¢8o “in vitro” em ovécitos de animais da raga Nelore,
Oliveira et al. (1994) encontraram média de 53,7% enquanto De Armas et al.
(1994) encontraram 84%.
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O objetivo deste trabatho foi avaliar o comportamento de ovécitos de animais da
raga Nelore diante do processo de maturagdo “in vitro™, visando contribuir para o
estabelecimento da produgfio “in vitro™ de embrides dessa raga.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizados ovdrios de 26 novilhas da raca Nelore, com idades variando
entre dois e trés anos, e de 23 vacas mesticas Holandés x Zebu com idades
variando de trés a 12 anos. Os ovdrios foram colhidos em matadouro distante
35km do laboratério, transportados em solucdo fisioldgica com 0,1g/l de sulfato
de estreptomicina, aquecida a temperatura entre 30 e 34°C. O experimento foi
realizado no Laboratério de Reprodugdo Animal da EMBRAPA/CNPGL, em
Coronel Pacheco, MG.

Os foliculos com didimetro maior que 1,5mm foram aspirados com seringa de 3ml
e agulhas 25 x 7, num periodo mdximo de 3h apés a colheita dos ovdrios. O
conteddo da seringa foi depositado em um célice cdnico com meio Talp Hepes
(Bavister et al., 1983) previamente aquecido a 37°C, onde permaneceu por 10
minutos para decantagdo. O sobrenadante foi desprezado ¢ o sedimento lavado
em meio Talp Hepes. Os ovécitos, localizados por meio de um microscépio
estereoscdpico, foram novamente lavados e selecionados os que apresentavam as
células de “cumulus” de forma compacta, com no minimo trés camadas de
citoplasma homogéneo.

Os ovocitos das fémeas Nelore constituiram o grupo 1 e das mestigas o grupo 2.
A maturagdo “in vitro” foi realizada em placas de Petri com 3ml de meio TCM
199 acrescido de 10% de soro de vaca em cio (SVC) e 20mcg/mi de FSH em co-
cultura com 2 x 10° de células da granulosa/ml, conforme Costa et al. (1994), em
estufa incubadora 4 temperatura de 39°C, 5% de CO, e 95% de ar atmosférico,
por 24h.

Apds o tempo de cultivo “in vitro” os ovécitos foram desnudados, fixados em
limina pela técnica descrita por Costa (1994) e corados com orceina a 2% para a
avaliagdo da maturag@o nuclear em microscopico optico.

A andlise estatistica foi realizada pelo teste de Qui-quadrado, segundo Gomes
(1977).
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RESULTADOS E DISCUSSAQ

Qs 52 ovirios colhidos de fémeas Nelore produziram 213 ovdcitos, sendo 158
considerados vidveis (média de 3,03 ovécitos vidveis por ovdrio). Dos 46 ovirios
de mestigas foram colhidos 202 ovdécitos, dos quais 150 vidveis (média de 3,26
ovdcitos vidveis por ovdrio) (Fig, 1).
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Figura 1. Ovdcitos imaturos de bovinos da raca Nelore, logo apds a aspiragio,
apresentando células do "cumulus” compacta, com no minimo trés camadas. 40x.

Apés o cultivo para maturagio “in vitro”, os ovdcitos de ambos os grupos
apresentaram expansio de suas células de “cumulus”, o que ¢ um indicativo
morfolégico do reinfcio da meiose e maturagio do gameta, sendo importante para
a sua viabilidade (Ball et al., 1983; Liu et al., 1991; Sirad & Blondin, 1996).
Desse modo, as células do “cumulus” dos ovéeitos de fémeas Nelore e mesticas
apresentaram comportamento compatfivel com a maturagio de gametas
femininos.
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Na Tab. 1 estio os resultados de maturag@o nuclear encontrados em ovdcitos de
fémeas Nelore e mesticas, apds serem fixados em ldmina e corados, para
observagio da presencga de cromossomos € corptisculo polar.

Tabela 1. Taxas de maturagiio (metifase II) encontradas com ovdcitos de fémeas
Nelore e de mesticas, apos 24h de maturacfic "in vitro".

Grupo genético n Metafase II (%)
Nelore 118 90(76,27)
mestigas 104 90(86,53)

A diferenca entre o grupo Nelore e o de mestigos néo foi significativa (P>0,05)

Os resultados demonstram que ovdcitos de Nelore sdo capazes de alcangar a
maturagio nuclear apds cultivo “in vitro” (Fig. 2). A maturagfio nuclear dos dois
grupos foram condizentes com a expansdo das células do “cumulus”, o que € um
indicativo de que os procedimentos utilizados para o cultivo foram adequados,
guando avaliados pela morfologia e presenga dos cromossosmos & corpisculo
polar nos ovécitos.

Figora 2. Taxas de maturacio (metdfase [I) encontradas com ovdcitos de fémeas Nelore &
de mesticas, apds 24h de maturago "in vitig”,
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A taxa de maturagio nuclear dos ovécitos de fémeas Nelore foi semelhante ao de
mestigas. No entanto, foi superior aos 53,7% obtidos por Oliveira et al. (1994)
que utilizaram ovécitos de Nelore, porém semelhante aos 84% obtidos por De
Armas et al. {1994). Essa diferenga observada nas taxas de maturagio pode ser
devido a utilizacio de FSH ¢ 10% de soro de vaca em cio (SVC) no meio de
cultivo deste trabalho contra 5% de SVC e auséncia de FSH qundo comparada
com a de Oliveira et al. (1994). Estes fatores sdo responsdveis pela expansdo das
células “cumulus” e maturacio nuclear (Allworth & Albertini, 1993; Schellander
et al., 1994). O SVC deve ter contribuido para o desenvolvimento dos ovécitos
nesse experimento, pois € rico em LH, hormdnio que desencadeia o processo
final de maturagio e atua também aumentando a energia avalidvel para o ovdcito
suportar a fecundagio e desenvolvimento embriondrio subseqiiente (Brackett &
Zuelke, 1993) além de conter fatores de crescimento que s8o importantes na
regulacdo da maturagio do ovdcito (Greve & Madison, 1991). Também foi
utilizado o co-cultivo com células da granulosa, procurando mimetizar o
ambiente celular que ocorre no final da maturagio dentro do foliculo. Essas
células parecem favorecer a capacidade de desenvolvimento do ovécito (Fukui &
Ono, 1989).

A utilizagio do FSH, SVC e co-cultivo com células da granulosa em cultivos de
ovdcitos imaturos de fémeas Nelore, assim como de mesticas, produziram
resultados semelhantes aos citados em outras racas de origem européia (Fukui &
Ono, 1989), demonstrando ndo haver grandes diferencas no processo de
maturagio do ovdcito.

Os resultados demonstram que ovocitos de Nelore ¢ mestigos sfio capazes de
alcancar a maturagdo nuclear através dos processos de maturago “in vitro”. Os
horménios, co-cultura e os soros usados nesse experimento também podem ser
utilizados, contribuindo para a maturacdo nuclear dos ovécitos. Novos estudos
devem ser conduzidos para verificar se ovécitos de Nelore maturados “in vitro”
estdio aptos para ser fecundados “in vitro” e se desenvolver.
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