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INTRODUCAO

A produgdo in vitro de embrides (PIVE) € uma importante ferramenta para a produgido de
animais de alto valor genético, proporcionando a obtengdo de maior numero de descendentes em
curto intervalo de tempo. Além disso, essa biotécnica € utilizada na pesquisa de modelos
experimentais ¢ conservagao de animais em risco de extingdo.

Nesse contexto. o Brasil destaca-se na utilizagdo da PIVE na pesquisa e. principalmente,
para fins comerciais que visam atender o setor pecudrio (FERREIRA er al.. 2004). Assim, ¢
necessario aprimorar essa biotecnologia, composta das etapas de matura¢do in vitro dos oocitos
(MIV), de fecundacgio in vitro (FIV) e de cultivo in vitro (CIV) dos embrioes. Dessas, destaca-se o
processo de MIV, visto que as demais fases da PIVE dependem da quantidade de odcitos maturados
¢ de seu potencial de desenvolvimento (DIELEMAN et al., 2002).

Os oocitos de mamiferos permanecem na préfase da primeira divisdo meidtica e, sob
estimulo apropriado, retomam a meiose com quebra da vesicula germinativa, término da primeira
divisio e nova parada em metdfase da segunda divisdo meidtica (LIANG et /., 2007). Nessa fase. o
00Cito maturo esta apto a ser fecundado ¢ completar a segunda divisdo meiodtica. com a extrusdo do

scoundo corpisculo polar. Devido a esses fatos, a qualidade da matura¢do ¢ a habilidade dos
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o6citos em reassumir a meiose influenciam diretamente o desenvolvimento embriondrio, afetando
assim a sobrevivéncia da prole (SIRARD er al., 2006).

Na MIV. os complexos odcito-células do cimulus (COC's) geralmente sao recuperados de
ovarios de animais provenientes de matadouro ou de aspiragdo folicular guiada por ultra-sonografia
¢ ado ratineiramente classificados levando em consideracio apenas aspectos morfologicos. Portanto.
¢ importante analisar a maturagdo nuclear e o potencial de desenvolvimento de COCs de diferentes
qualidades morfologicas. permitindo assim um aumento no ntimero total de embrides produzidos na

PIVE. Dessa forma, o objetivo deste trabalho foi avaliar a influéncia da qualidade morfoldgica dos

COCs na maturagdo nuclear e nas taxas de blastocistos bovinos produzidos in vitro.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado no Laboratério de Reprodugdo Animal da Embrapa Gado de

Leite. Os odeitos foram obtidos de ovarios bovinos oriundos do matadouro de Juiz de

Foliculos com didmetro entre 2—8 mm foram aspirados. Os COCs (n= 2.174) recuperados foram

Fora,

mantidos em meio 74 LP-Hepes para selegio morfolégica em estereomicroscopio, classificados em
fungio do nimero de camadas de células da granulosa (VIANA et al., 2004), e separados em trés
grupos paraa MIV: G (grau | - > trés camadas de células do camulus, n=1.077); G2 (grau Il - uma
a trés camada de células do camulus, n=444), G3 (grau 111 - parcialmente desnudos, n=335). A MIV
foi realizada em pogos contendo 400ul de meio TCM-199 (Gibco). acrescido de 10% de soro de
vaca em cio e 20pg/ml de FSH por 24 horas. Apés a MIV. alguns odcitos dos Gl (n=78).
G2(n=143). G3(n=116) foram desnudados por agitagdo em vortex, fixados em limina em solucio
de metanol e acido acético (3:1) por 12 horas e, posteriormente corados com orceina acética a 1%.
Os o6citos foram observados sob microscopia 6ptica de imersio (1000x) imediatamente apos a
coloragdo e classificados como: metdfase 11 (MII) - cromossomos haploides condensados. com a
presenca do corpusculo polar; metdfase 1 (MI) — cromossomos bivalentes condensados: nio
definido (ND) - odcitos ndo identificados na fase da meiose devido a presenca de células do
cimulus: Degenerado (DG) - odcitos vacuolizados, ndo sendo possivel a visualizagdo dos
Cromaossomaos;

O restante dos COCs de GI (n=999), G2 (n=301) e G3 (n=219), foram fecundados in vitro
em gotas de 100 pl de meio Fert-Talp acrescido de heparina. com concentragdo de 2,0 x 10°
espermatozoides/ml por 22 horas. Os possiveis zigotos foram cultivados em pocos com 400ul de
meio CR2aa acrescido de 10% de soro fetal bovino (WILKINSON ef al.. 1996). Os processos de
MIV. FIV e CIV foram submetidos a estufa com 5% de CO,, 38.0 °C ¢ 95% de umidade.
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A avalia¢do da taxa de clivagem foi realizada de 48 a 72 horas apos a fecundagido. As taxas
de produgio de blastocistos dos grupos G1, G2, G3 foram avaliadas no sétimo dia do cultivo (D7).
Nesse mesmo dia. blastocistos dos trés grupos foram submetidos a coloragdo de Giemsa (LIM er
al.. 1994) para determinagio e comparagio do nimero total de células. Os embrides foram lavados
em meio tamponado acrescido de 10% de soro fetal bovino e transferidos para solugdo de citrato de
sodio 0.9%. onde permaneceram por um periodo de 10 minutos. Passada esta etapa. os embrides
foram transferidos para solugdo de fixagdo contendo metanol. acido acético e agua destilada, na
propor¢ao de 3:2:1, onde permaneceram por um minuto. Em seguida, os embrides foram
transferidos para lamina, corados com solugdo de Giemsa e observados. sob microscopia dptica,
para a contagem de células.

As taxas de maturagao, clivagem e produg¢io de blastocistos foram analisadas pelo teste Qui-
quadrado e o ntmero total de células embriondrias por analise de varidncia. com as médias

comparadas por SNK.
RESULTADOS E DISCUSSAO

No G1. 89.74% dos obceitos corados apresentaram-se em MII (Figura 1). 6,41% em M1, ¢
3.84% NI Nao houve oécitos degenerados. No G2, 81,11% dos odcitos estavam em MiIL. 8.39% em
MI. 4.19% DG ¢ 6.29% NI, enquanto que no G3 87.06% dos 06citos encontravam-se em MII,
8.62% em MI, 0.86% DG ¢ 3.44% NI. Nao houve diferenga entre 0s grupos (P>0.05) quanto as
taxas de metdafase 11 (Figura 2) e metafase 1. FAIR ef al (1995) encontraram resultados
semelhantes, quando observaram que a grande maioria dos odcitos maturados in vitro (75 a 95%)
progridem até metafase 11 apds 24 horas de cultivo. No entanto, as condigdes /in vitro comprometem
a maturagdo citoplasmdtica, podendo acarretar diminuigio na capacidade de desenvolvimento dos

oocitos maturados in vitro, em comparagdo com os maturados in vivo (LONERGAN e/ ul.. 2003).
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Figura |: Micrografia de odcito
em metafase 11 (C-MIl -
cromossomos  hapléides em
metdfase Il: CP- corpusculo
polar).

Porcentagem od6citos em MiIi

100 a a

%

G1 G2 G3

Figura 2: Porcentagem de odcitos maturados em
metafase 11 (MIl) de acordo com sua qualidade
morfoldgica. Valores nao diferem entre si (P>0,05).

Na Figura 3 observa-se que ndo houve diferenga (P>0,05) na taxa de clivagem entre os
grupos G1(46,4%) e G2 (40.8%). No entanto, o grupo G3 (36.5%) foi semelhante (P>0,05) a0 G2.
mas inferior a0 Gl (P<0,05). Com relagio a taxa de blastocistos, o Gl (22.4%) foi superior
(P<0.05) aos G2 e G3 (10,6% e 13,6%, respectivamente).
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Figura 3: Taxa de clivagem e blastocisto, coluna com letras diferentes

diferem entre si (P<0.05).

Na contagem de células, ndo houve diferenga (P>0,05) no namero total de células entre

hlastocistos oriundos dos G1 (138,5+10,5), G2 (147.5+9,8) e G3 (122.5+13. 1) (figura 4).

Contagem de células

200 -
150 - oG
100 BG2
50 0 G3
0 - = .
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Figura 4: Contagem do nuimero total de células
embriondrias, de acordo com a qualidade morfolégica dos
oocitos maturados. Valores ndo diferem entre si (P>0,05).

A redugdo na taxa de blastocisto observadas nos grupos G2 e G3, pode estar relacionada a
qualidade da maturagio citoplasmatica e ndo a nuclear, jd que a maioria dos odcitos dos trés grupos
analisados completaram a maturagiio nuclear apés o processo de MIV. Esse fato sugere assincronia
entre as maturagdes nuclear e a citoplasmatica, o que influencia de forma significativa as taxas de
produgdo de embrides bovinos in vitro (LONERGAN et al.. 2003).

Desta forma, pode-se concluir que a utilizagfio de odcitos Gl, G2 ¢ G3. segundos critérios
morfolégicos de avaliagdo ndo estdo diretamente relacionados ao sucesso da maturacio nuclear,

porém afetam o desenvolvimento embriondrio.
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