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INTRODUCAO

A transferéncia nuclear com células soméaticas (TNCS) ¢ uma tecnologia valiosa para a multiplicagio
de animais, melhoramento genético e preservagdo de espécies em risco de extingiio (CUNNINGHAM, 1998:
VAN VLECK, 1999; LEWIS et al., 2000). Contudo, o foco principal da TNCS tem sido a produgio de
animais transgénicos (POLEJAEVA & CAMPBELL, 2000; HEYMAN, 2005), principalmente nos
ruminantes, superando limitagdes da microinje¢do pronuclear (KEEFER, 2004), Apesar da grande
expectativa com a transferéncia nuclear com células somaticas em animais domésticos, a sua eficiéncia ainda
€ limitada (THIBAULT, 2003, POWELL e/ al., 2004). A ineficiéncia e alteracdes fetais podem ser devidas a
distirbios na reprogramagdo epigenética no nicleo da célula doadora apés ser transferido ao citoplasma
receptor (SHI ez al., 2003; HAN er al., 2003).

Um componente importante para a reprogramagdo do niicleo somatico € o citoplasma do oécito
receptor, desde que o contato da cromatina do nucleo doador com fatores citoplasmaticos do odcito é
considerado essencial para modificages epigenéticas no niicleo e para o desenvolvimento posterior do
embrido (BEAUJEAN er al., 2005). A fonte de citoplasmas receptores para TNCS em bovinos tem sido
oocitos obtios de animais abatidos em matadouro, sem origem conhecida, e maturados in vitro. O processo
de maturagdo in vitro e a origem desconhecida podem comprometer a qualidade dos odcitos. YANG e
colaboradores (2008) relataram diferente potencial em produzir embrides clones quando se utilizava odcitos
de doadoras diferentes, sugerindo que algum componente genético no citoplasma e inerente a doadora possa
contribuir para a reprogramacio nuclear.

Tratamentos hormonais tém sido aplicados visando melhorar a qualidade dos odcitos para a
produgdo in vifro de embrides (RAMOS et al., 2007; DE ROOVER er al., 2008). O horménio FSH tem agéo
de estimular o crescimento de foliculos e com isso melhorar a competéncia dos odeitos (SIRARD et al.,
2007). Uma maior competéncia do o6cito poderia ser alcangada por meio de uma pré-maturacio, que in vivo
ocorre em foliculos dominantes e termina logo apdés o surgimento da onda pré-ovulatoria de LH
(DIELEMAN er al., 2002). Assim, estimulos de FSH seguido de estimulo com LH exdgeno poderiam
promover uma pré-maturagdo e contribuir para aumentar o potencial de desenvolvimento in vitro do odcito
imaturo. Por outro lado, tem-se reportado que a maturagdo in vivo dos oocitos, obtida apds 18-22h da
aplicagdo de GnRH exégeno, aumenta a competéncia dos odcitos em gerar blastocistos apos a fecundacio in
vitro (HENDRIIKSEN er al, 2000; HUMBLOT er al, 2005). O citoplasma dos odcitos bovinos maturados in
vivo poderia ser também mais eficiente na reprogramagio do niicleo doador e melhorar o processo de TNCS.

Neste contexto, este trabalho teve como objetivo avaliar a viabilidade de se obter odcitos maturados
in vitro obtidos de doadoras vivas e de odcitos obtidos de doadoras vivas estimuladas hormonalmente com
FSH e um andlogo do GnRH, visando a produgio de embrides clones.

MATERIAL E METODOS e
- Obtengdo dos odcitos

O experimento foi realizado no Laboratério de Reprodugdo Animal e nos Campos Experimentais da
Embrapa Gado de Leite. Foram estabelecidos trés grupos experimentais. Grupo 1 (G1): odcitos obtidos via

pungdo folicular orientada por ultrassonografia (OPU) de doadoras ndo superestimuladas. com citoplasma @ 2
homogéneo e células do ciimulus compacta maturados in vitro por 17-19h. Grupo 2 (G2): obcitos obtidos via e
OPU de doadoras superstimuladas com FSH (Folltropin) e analogo de GnRH (Gonadorelina Gestran-Plus), ©
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apresentando citoplasma homogéneo com expansio total das células do cumulus, considerados maturados.
Grupo partenogenético (PART): odcitos obtidos de ovarios coletados em matadouro com citoplasma

hUngC"m € C&Julag do edmulug compacta maturados i vitro por 34h. Este grupo constituiu o controle da
ativagdo para Gl e G2.
- Enucleagdo, transferéncia nuclear e ativagdo dos embrides reconstruidos e partenotos

Odcitos dos grupos G1 e G2 foram desnudados com hialuronidase 1 % em PBS e expostos a
citocalasina B e Hoechst 33342 por 15 minutos para visualizagdo e remocgdo da placa metafasica. A
enucleagdo foi realizada em meio TALP HEPES + 1% BSA e a remogdo da placa metafasica confirmada
pela exposigdo do carioplasto & luz ultravioleta. Odcitos enucleados foram reconstruidos com fibroblastos
(vaca da raga Gir) entre a quarta e sétima passagem, cultivados em incubadora com 5% CO2 e 38,5°C até

wHngirem a confluéncia por trés a cinco dias. A odlula doadota foi inserida no espaco perivitelino e o
conjunto carioplasto-citoplasto submetido a eletrofusio em solugdo de manitol com MgCl,, utilizando-se 2,4
kV/em, em dois pulsos de 30 microsegundos. Os conjuntos carioplasto-citoplasto foram cultivados em
CR2aa em 5% CO, a 38,5°C em ar por 1-3 horas. A ativagéio dos grupos G1, G2 e PART foi realizada com
ionomicina por 4 minutos seguido de 4 horas em 6-DMPA (Sigma), ambos em meio CR2aa sob as mesma
condigdes atmosféricas.
- Cultivo embriondrio

Zigotos reconstruidos por transferéncia nuclear e os partenotos foram cultivados em pogos de 500 pl
de meio CR2aa + 2,5% SFB em 5% CO,, 5% 0. e 90% N, a 38.5°C. A taxa de clivagem foi avaliada com
72h ap6s fecundagao/ativagio e a de blastocistos no 7° dia.
- Andlise estatistica

O numero de foliculos, de odcitos e de odcitos vidveis foi submetido 4 andlise de varidncia. As taxa
de recuperagdo, odcitos vidveis, fusdo, clivagem e blastocito foram avaliadas por Qui-quadrado ou teste
exato de Fischer.

RESULTADOS E DISCUSSAQ

A tabela 1 mostra a quantidade e viabilidade de odcitos obtidos por pungdo folicular apés o estimulo
hormonal com FSH e GnRH (G2) comparada com oéeitos obtidos por pung¢do folicular de doadoras sem
estimulo hormonal (G1). Nao se observou diferenga (P>0,05) quanto ao niimero de foliculos visualizaveis e
numero de odcitos totais obtidos por OPU, porem a taxa de recuperagdo e de odcitos vidveis foram menores
(P<0,05) para as sessdes de pungdo realizadas apés a super-estimulagdo com FSH seguido de GnRH. Apesar
do ntimero de odéeitos viaveis nio ter sido diferentes (P>0,05) entre os grupos G1 e G2, os valores foram
numericamente menores para o G2, o que deve ter contribuido para a redu¢@o da taxa de odcitos vidveis.

Tabela 1. Efeito do tratamento superestimulatério com FSH e GnRH na produgdo de odcitos bovinos.
Valores sdo mostrados como médiaEPM com excegio das taxas de recuperagdo de oocitos e de odcitos
vidveis. '

. N° Ne NCodcitos/ Taxa de N° obcitos Taxa oécitos
: OPU  foliculos/OPU' oPU' recuperagio”  vidveis/OPU' vidveis’

Seoi (“g‘i';““"’ 8 18,5+5,02° 16,25£3 2 87,24° 12,7428 78 46"

FSH(ES')“RH 8 21,5+4,63" 13,75:3,9° 63.21° 7,7543,6" 56,36"

OPU: pungiéo folicular com auxilio de ultrasson.
Valores entre linhas com diferentes letras subscritas diferem entre si (P>0,05). 1: Anélise de variancia;
2:Qui-quadrado.

O experimento mostrou que a super-estimulagio do FSH seguido pungdo folicular 18h apos
aplicagdo de GnRH , com o intuito de induzir a maturagdo dos oocitos, ndo influenciou o nimero de
foliculos ou de odcitos recuperados, contudo reduziu a taxa de recuperagidio de odcitos ¢ a taxa de odcitos
vidveis. Esses (ltimos resultados podem ter sido devido a maior dificuldade em recuperar 0s 00citos apos a
super-estimulagdo com FSH e GnRH. Os oécitos desse grupo apresentavam-se com extensa expansio das
células do cumulus tornando sua recuperagdo por meio da pungio folicular mais dificil, assim como a buscas
dos mesmos nas placas. Essas dificuldades fizeram com que somente poucos odcitos pudessem ser utilizados
para a geragdo de embrides clones, como observado na tabela 3.



A origem do oécito ndo afetou a taxa de fusio dos oécitos receptores com as celulas somaticas
utilizadas como doadoras de nucleo. Citoplasmas enucleados de oécitos do G1 tiveram taxa de fusio
semelhante (P>0,05) aos odcitos obtidos em G2 (tabela 2).

Tabela 2. Efeito da origem do oécito bovino sobre a taxa de fusdo.

Taxa de fusfo oécito-célula somética

-
| rigem N N (%)

Odcitos de OPU maturados in vitro (G2) 52 36 (69,2%)"

Odcitos de OPU de doadoras superestimuladas (G3) 28 16 (57,1%)"

Nao ha diferenga entre grupos (P>0,05). Qui-quadrado

A tabela 3 mostra que ndo h4 diferenca (P>0,05) na taxa de clivagem e produgdo de blastocistos
clones quando o citoplasma receptor € oriundo de obcitos submetidos & maturag@o in vitro obtidos por
pung@o folicular (G1) ou quando é obtido por puncéo folicular 18h apds superestimulo hormonal com FSH e
GnRH (G2). Valores semelhantes foram obtidos com os embrides partenogenéticos. Contudo deve-se levar
em conta o baixo nimero de embrides clones do grupo G2 disponiveis para cultivo apos fuséo.

Tabela 3. Efeito da origem do oécito na produgdo de embrides clones bovinos.

p Clivagem Blastocistos D7 BlastocistosD7/
Urigem 5 N (%) N (%) Clivados (%)
Odcitos de OPU maturados in vitro (G1) 36 28 (77,7%)" 9 (25,0%)" 32,1%"
Odcitos de OPU de doadoras 4 a a
superestimuladas (G2) £ 1R %) 3(20.0%) i
Partenogénese (PART) 192 150 (78,1%)" 55(28,6%)" 36,7%"

Nao ha diferenga entre grupos (P>0,05). Teste exato de Fisher.

Zigotos dos grupos G1, G2 e PART clivaram e desenvolveram a blastocistos em taxas semelhantes
(P>0,05), mostrando ndo haver influéncia da origem do odcito receptor sobre esses pardmetros.
Considerando-se as dificuldades encontradas para obter odcitos 18h apos superestimulo hormonal com FSH
e GnRH (G2) e que a taxa de produgio de embrides foi semelhante aos oocitos apds a maturagio in vitro,
obtidos por pung¢do folicular, nio se observa uma vantagem deste sistema na gerag¢io de embrides clones. A
obtengdo de oocitos receptores por pung¢io folicular seguido da maturagdo in vitro ¢ viavel para geragio de
embrides clones, enquanto a super-estimulagio com FSH e GnRH 18 h antes da pungdo folicular, ndo
contribui para o aumento da taxa de odcitos viaveis disponiveis para clonagem.
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