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RESUMO 139

AVALIAGAQ DA QUANTIDADE, QUALIDADE E DA MATURAGAO IN VITRO DE OGCITOS DE OVELHAS SANTA INES OBTIDOS EM SUCESSIVAS SESSOES DE
ASPIRAGAQ FOLICULAR
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Os pequencs ruminantes apresentam-se como um bom modelo para o desenvolvimento da biotecnologias reprodutivas de animais domésticos. A produgao de embrides /n vitro
(PIV) pode potencializar os programas de melhoramento genético. No entanto, varios fatores relacionados & técnica ainda necessitam serem estudados. O sucesso da
realizagéo da PIV requer a utilizagio de uma técnica de coleta efetiva e eficiente para obtengdo de odcitos, 8 os melhores resultados em ovinos tém sido obtidos aplicando a
tecnica de recuperag2o de odcitos por aspiragdo laparoscopica. Deste modo, com o objetivo de avaliar se sucessivas sessfes de aspiragdes foliculares por interferem na
quantidade, qualidade e na maturagio in vitro de oocitos obtidos de ovelhas submelidas & estimulaggo hormonal, foram realizadas cinco sessdes semanais de aspiragao
folicular de seis ovelhas da raga Santa Inés. Os animais tiveram o estro sincronizado por protocolo curla (implante de 60mg de acetato de medroxiprogesterona por 6 dias, no
D5 foram aplicados 37,5ug de D-cloprostenol e 300UI de eCG via IM) e posterior & si izagéo foram esimuladas com B0mg de FSHp e 300 Ul de eCG, em aplicago Unica
feita 36 horas anterior &s pungdes foliculares. O procedimento foi realizado por videolaparoscopia com um intervalo de sete dias enire as sessGes. Os o6citos obtidos foram
avaliados com relagao & homogeneidada do citoplasma e numero de camadas das células do cumulus, conforme os critérios morfolégicos adotados por Hewitt e England (1997;
Journal of Reproduction and Fertility, 51:83-91). O meio de maturag3o usado foi de TCM-199, suplementado com FSH, hCG, estradiol, cistaamina, piruvato de sodio, antibiotico
e soro felal bovino, no qual os obcitos permaneceram durante 24 horas, em estufa a 39 °C, com 5% de CO2 em ar e atmosfera Umida. Em cada sess3o foram avaliados o
numero oocitos recuperados, a qualidade dos odcilos e a taxa de maturag@o nuclear e citoplasmatica. Os dados foram expressos em média e desvio padrao, realizando o teste
one-way ANOVA e feste de Tukey. O numero de odcilos recuperados foi de 5+2,517 ndo havendo variag2o entre as semanas (p>0,05), tendo 21,180 de grau |, 2+ 1,130 de
grau I, 1+ 0,8307 de grau lll 0« 0,3742 de degenerados, havendo diferenga entre os graus (p<0,001). Na maturag&o nZo houve diferenca entra as semanas (p>0,5) sendo
50% processados para a maturagao, sendo total malurado por animal 3£1,291, tendo 11,129 maturos, 00,9335 imaturos & 121,250 degenerados ou nao identificados na
maturagao nuclear (p>0,05) e 1£1,057 maturo, 0+0,9016 imaturo e 1+1,286 degenerados ou ndo identificados na maturago citoplasmatica. Conclui-se que a realizago de até
cinco sessdes de aspiracao folicular em ovelhas Santa Inés ndo acarretou alteragBes na quantidade, qualidade e maturagao oocitaria,
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APOPTOSE EM EMBRIOES BOVINOS PRODUZIDOS IN VITRO UTILIZANDO OOCITOS MATURADOS EM MEIO LIVRE DE SORO E BAIXA TENSAO DE OXIGENIO (
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A maturagdo in vitro (MIV) é uma fase critica da produgdo in vilro de embries (PIV) e vérios fatores podem influenciar sua eficiéncia, tais como a suplementagdo protéica e a
tensao atmosférica. O presente estudo objetivou analisar o efeilo do soro e baixa tens&o de oxigénio (O2) durante a MIV na incidéncia de apoptose nos blastocistos produzidos,
Obcitos imaluros foram aleatoriamente distribuidos nos seguintes grupos: G1 (10% soro da vaca no cio [SVC] em 20% Oz); G2 (0,1% lcool polivinilica [PVA] em 20% 0z2), G3
(10% SVC em 5% Og) & G4 (0,1% PVA em 5% Oy). O meio de maturagao foi TCM199 (Invitrogen, Califérnia, EUA) e tenséo de CO: foi de 5% para todos os tratamentos. Apds a
MIV os odcitos foram fertilizados in vitro em gotes de 100 pl de meio Fert-TALP suplementado com heparina com a dose inseminante de 2x10¢ espermatozéides/mL por 21 h
em atmosfera com umidade de 85% e 5% CO; e 38,8 °C em ar. Os possiveis zigotos foram desnudados por vortex em 0,1% de solugo de hialuronidase e cultivados em meio
CRZ2aa (Wilkinson et al. 1996; Theriogenology, 45: 41:49) suplementado com 2,5% de soro fetal bovino (Nulricell, Campinas, SP, Brasiljem 5% CO3, 5% O2, 90% Nz a 38,5°C.
No oitavo dia apos fertilizagdo os blastocistos do G1 (n=22), G2 (n=18), G3 (n=19) & G4 (n=18) foram fixados & submelidos a técnica de TUNEL (DeadEnd™ Florimetric TUNEL
System#ROMEGA), de acordo com &s instrugdes do fabricante. O numero total de células, o nimero de células apopléticas e o indice apoplético (calculado pela diviszo do
nimero de células apaptolicas pelo numero total de células) foram enalisados pela andlise de variancia e as médias comparadas pelo teste de Student Newman Keuls. O nivel
de significanciaadotado foi P= 0,05. Em baixa tensao de Oz (5%) o nimera total de células nao foi afetado(P>0,05) quando o SVC (G3: 112,73x2,87) foi subslituido pelo PVA
(G4: 111,11£2,67). No entanto, em alta tensao de Oz (20%) foi observado maior (P<0,05) nimero total de células no grupo maturado com SVC (G1: 116,90+2,60) quando
comparado com PVA (G2: 85,7+2,49) Blastocistos do G4 apresentaram menor (P<0,05) numero de células apoptoticas (10,72+1,25)comparade comG1 (20,95+1,29), G2
(18,50+1,42) @ G3 (21,73£1,29), além de menor(P<0,05) indice apoptético(0,0940.01) qua os blastocistos dos oulros grupos (G1: 0,18+0,01; G2: 0,22+0,01 eG3: 0,19£0,01).
Em concluséo, o sistema de malurag&o com PVA e 5% Oz forece um ambiente de maluragdo in vitro que resulta em blastocistos com baixo indice apoptético. Apoio financeiro:
Fapemig.
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AVALIAGAO DE ALTERAGOES MORFOLOGICAS DURANTE O DESENVOLVIMENTO DE EMBRIOES BOVINOS FECUNDADOS IN VITRO COM SEMEN EXPOSTO
EXPERIMENTALMENTE A Escherichia coli PRODUTORA DA TOXINA SHIGA STX2 (STEC)
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Embora cada vez mais utilizadas, as técnicas de reprodugao assistida ainda necessitam de pesquisas que avaliem os riscos sanitérios de obcitos, embrides e espermatozoides,
uma vez gue as mortalidades embrionaria e fetal l&m um grande impacto na rentabilidade de qualquer sistema de repredugéo animal. O objetivo desse trabalho foi avaliar por
meio de microscopia oplica & eletronica de Wransmissdo, as alleragdes na morfologia durante o desenvolvimento de embrides bovinos fecundados com sémen exposto
experimentaimente & Escherichia coli, produtora da toxina Shiga stx2. Para tanto, odcilos foram aspirados de ovérios de vacas abatidas e o0s que apresentaram zona pelicida
intacta foram selecionados e malurados. Apos 20 horas, os odcitos foram divididos em grupo controle (n=418), fecundado com sémen controle e contaminado (n=415),
fecundada com s&men exposto & 200UFC de E. coli produtora da toxina Shiga stx2. Cada amostra de sémen foi tratada pela técnica de gradiente descontinuo de Percoll, sendo
que a concentrag@o espermética foi ajustada em aproximadamente 100.000 espermatoztides para cada odcito. Apds o periodo de fecundagdo, os embrides foram avaliados
quanlo a sua morfologia, através da microscopia Optica e eletrnica de transmissdo. Os otcilos fecundados com o s&men contaminado (52,8%; n=219/415) apresentaram
retragdo citoplasmatica, falhas na divisao, assimetria de blastdmeros, ooplasma granuloso, com coloragéo castanho escura, formagdo de vactolos, degeneragso e rompimento
da zona pelicida. Através do corte semi-fino foram abservadas células granulosas e vacuolizadas, apresentando estruturas semelhantes & £. coli, que foram confirmadas
alravés da microscopia eletrénica de transmissdo. Essas alleragbes ndo foram observadas no grupo controle (70,3%; n=294/418). A presenga da E. coli produtora da loxina
shiga six2 causa alteragbes morfologicas durante o desenvolvimento embriondrio. A boa higienizagao do prepucio do touro e dos materials utilizados durante a coleta, com
descontaminantes adequados, sdo de extrema importancia, assim como o uso de antibiticos eficientes durante a diluigBo do sémen, para que este se apresente livre de
qualquer contaminagao, j4 que o procedimento utilizado durante a FIV (Percoll) ndo se mostrou eficaz.
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