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RESUMO

PAVAO, G.D. Maturagdo nuclear de ovoécitos ovinos em meio suplementado com
cisteamina, Soro Fetal Bovino (SFB), Albumina Sérica Bovina (BSA) e seus reflexos na
producdo de embrides ovinos in vitro. [Nuclear maturation of ovine oocytes in médium with
cysteamine, Bovine Calf, Serum (BCS), Bovine Serum Albumin (BSA) and the resulting in
vitro embryo. 2008 (Dissertacio de Mestrado em Medicina Veterinaria) — Faculdade de
Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade Estadual Paulista — UNESP, Botucatu, 2008.

Com o crescimento da ovinocultura brasileira e implemento de biotecnologias da reproducao
visando o aumento do rebanho ovino, torna-se importante o desenvolvimento de técnicas
eficientes de maturagdo oocitaria nestes animais, visando o melhor aproveitamento do potencial
reprodutivo in vitro com consequente aumento de produtividade. O objetivo deste trabalho foi
comparar a utilizagdo de diferentes suplementos adicionados ao meio de maturagéo in vitro de
odcitos ovinos, estabelecendo o mais adequado para posterior produgdo in vitro de embrides.
Para isto, foram colhidos ovarios de ovelhas abatidas em frigorificos do estado de Sao Paulo.
Os ovarios foram transportados em garrafa térmica com solucdo salina (NACL 0,9%) a 36°C
até o laboratorio da FMVZ-UNESP- Botucatu. No laboratdrio estes foram lavados com solucéo
salina e aspirados para obtenc¢do dos oocitos. Foram selecionados somente complexos cumulus
oocito (CCO) que apresentassem citoplasma de aspecto homogéneo e compactagdo das células
do cumulus. .0Os CCO selecionados foram lavados duas vezes em meio TCM-199 com tampao
Hepes, suplementado com 10% de SFB, 0,3 mM de piruvato de sddio e 75 pg/mL de amicacina
e divididos em diferentes tratamentos de maturagdo (100 oocitos/grupo): Tratamento 1: TCM-
199 acrescido de piruvato de soédio, LH, FSH, estrogeno e gentamicina (Meio Base) + 10% de
SFB; Tratamento 2: Meio base + 10% de SFB e 100uM de cisteamina; Tratamento 3: Meio
Base + 4mg/ml de BSA; Tratamento 4: Meio Base + 4mg/ml de BSA e 100uM de cisteamina.
O cultivo dos odcitos para maturagdo in vitro foi realizado em estufa a 38,5°C em atmosfera
com 5% de CO; em ar por um periodo de 20-22h. Ao final do periodo de maturacdo nuclear, os
ovocitos foram desnudados por pipetagens sendo posteriormente corados com Hoescht 33342 e
avaliandos quanto a configuragdo nuclear utilizando-se microscopia de epifluorescéncia (Leica
DMIRB) com luz ultra-violeta. Os ovdcitos foram classificados segundo o estagio meidtico em:
VG (Vesicula germinativa), QVG (quebra da vesicula germinativa), MI (metafase I); MII
(metafase II); e DEG (degenerado). Para a analise estatistica das caracteristicas avaliadas, foi
empregado o pacote estatistico Statistical Analysis System (SAS), versdo 5.0 (1996)
(Procedimento MEANS e GLM com P<0,05), utilizando o teste Qui-Quadrado. Avaliando-se a

taxa de ovdcitos que atingiram a MII, foi observado no grupo 2 (SFB + cisteamina) uma taxa



numericamente superior de 34% aos demais grupos, seguido do grupo 4 (BSA + cisteamina)X11
com 33%, do grupo 3 (BSA) com 28% e do grupo 1 (SBF) com apenas 16%. A andlise
estatistica mostrou inferioridade do G1 em relagdo ao G2 e G4, com diferenca significativa
(p<0,05). Ja o grupo 3 se posicionou como intermediario, sendo estatisticamente semelhante
aos grupos 2 ¢ 4. Concluiu-se que a adicdo de 100 uM cisteamina ao meio de maturagdo de
ovocitos ovinos foi benéfica, na presenca de SFB. Utilizando o meio de maturacido contido de
100 uM cisteamina adicionado de SFB, realizou-se a fertilizagdo in vitro de 1023 ovdcitos
utilizando meio TALP modificado por um periodo de 17-18 h. Posteriormente o cultivo celular
foi realizado utilizando-se meio SOF. A clivagem das células foi analisada 48 horas apds a PIV
e a verificacdo da presenga de blastocistos foi realizada no D8. Para a analise estatistica das
caracteristicas avaliadas, foi empregado o pacote estatistico Statistical Analysis System (SAS) -
versdao 5.0 (1996), computadas propor¢do média de produgdo de mdrulas e blastocistos com
seus respectivos erros padrdes. A propor¢do média final de produgdo de morulas foi de 2,34%,
+ 2,45 %, propor¢do final de producdo de blastocistos foi de 0,90 +1,81%. Apesar da taxa de
maturagdo in vitro ter sido benéfica utilizando o tratamento contido de 100 uM cisteamina, a

taxa de producdo de blastocisto apresentou-se reduzida.

Palavra — chave: odcito, ovino, embrido, produgdo in vitro
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ABSTRACT
PAVAO, G.D. Nuclear maturation of ovine oocytes in médium with cysteamine, Bovine
Calf, Serum (BCS), Bovine Serum Albumin (BSA) and the resulting in vitro embryo.
[Maturag@o nuclear de ovdcitos ovinos em meio suplementado com cisteamina, Soro Fetal
Bovino (SFB), Albumina Sérica Bovina (BSA) e seus reflexos na produg¢do de embrides ovinos
in vitro] .2008. (Dissertacdo de Mestrado em Medicina Veterindria) — Faculdade de Medicina

Veterinaria e Zootecnia, Universidade Estadual Paulista — UNESP, Botucatu, 2008.

Nowadays, with brazilian sheep farms growth and reproduction biothcnology implementation
aiming for a sheep herd increase, efficient techniques development becomes important in
oocytes maturation in these animals, aiming to a better use of the in vitro reproductive potential
with a consequently increase in production. The aim of this work was to compare the use of
different supplements added to the in vitro maturation medium of sheep oocytes slaughted in
slaughter houses in S3ao Paulo state. The ovaries were to the FMVZ-UNESP- Botucatu
laboratory. In the laboratory, they were washed with saline solution and aspirated for the oocytes
recovery. Only complex cumulus oocytes (CCO) that showed homogeneous cytoplasm and
cumulus cells compacted were selected. The selected CCO were washed in TCM-199 medium
with Hepes tampon, supplemented with 10% of SFB, 0.3 mM of Sodium Pyruvate and 75 pg/mL
of amycacin and divided in differenr maturation treatments (20 oocytes/ group): treatment 1:
TCM-199 plus Sodium Pyruvate, LH, FSH, estrogen and gentamycin (base medium) + 10% of
SFB; Treatment 2: Base medium + 4mg/ml of BSA and 100uM of cisteamine; Treatment 3:
Base médium + 4mg/ml of BSA; Treatment 4: Base medium + 4mg/ml of BSA and 100uM of
cisteamine. The oocyte cultive for in vitro maturation was done in stove at a 38.5°C atmosphere
with 5% of CO; in air for a 20-22h period. By the end of the nuclear maturation period, the
oocytes were taken off the maturation medium and the granulosa cells were extracted and then
they were stained with Hoescht 33342 and evaluated by nuclear configuration using the
epifluorescence microscopy (Leica DMIRB) with ultra-violet light. The oocytes were classified
by meiotic stage in: GV (germinative vesicle), GVB (germinative vesicle break), MI (metaphase
I); MII (metaphase II); and DEG (degenerated). For statistical analysis of the evaluated
characteristics, Statistical Analysis System (SAS), version 5.1 (1996) (MEANS and GLM
procedure with P<0.05) was used. Was used the the Qui-Quadrad test for analisis. The groups
with higher rates of nuclear maturation (MII) were treatment 2 (34%) and 4 (33.00%) being
statistically different from treatment 1 (16.%) and 3 (28.00%) (P<0.005). It is concluded that the

addition of 100 uM cisteamine to the maturation medium of sheep oocytes did improve the



results as in the presence of SFB. Using the maturation medium with 100 uM cisteamine, the:XIV
in vitro fertilization of 1023 oocytes using TALP medium for an 17-18h period and later the
celular cultive using SOF medium evaluating the clivage cells on D8 for verification of
blastocyst. The variables were submitted to SAS versdo 5.0 (1996).The mean rate of morulae
production was 2,34 + 2,45% (mean%sd), mean blastocyst rate production was 0,9 + 1,81%. The
improvement achieved on oocytes in vitro maturation rates was not followed by increase on

mean blastocyst rate when adding 100 uM of cisteamine at the maturation media.

Key word: oocytes, ovine, embryo, in vitro production



INTRODUCAO

1. INTRODUCAO

A ovinocultura ¢ uma atividade economicamente explorada em todos os continentes,
sendo exercida em diferentes ecossitemas com os diversos tipos de clima, topografia e
vegetacdo. O crescimento vertiginoso da exploracdo dos pequenos ruminantes estd
transformando o cenario dos sistemas produtivos. Ao longo das ultimas décadas a criagdo de

ovinos tem sofrido transformagdes nos diversos elos da cadeia produtiva.

Quanto ao agronegocio brasileiro da ovinocultura de corte, este vem apresentando um
crescimento significativo. Segundo dados do IBGE, em 2007 foi registrado 116,239 milhdes
de animais, 1,4%, maior que o registrado em 2006. Do total de animais, 57,2% estdo no
Nordeste, embora o principal estado produtor seja o Rio Grande do Sul (3,8 milhdes de

cabegas ou 23,6% do total).

A industria de produtos de origem ovina é afetada primeiramente pela qualidade e
disponibilidade de alimentos, pelo manejo dispensado aos animais e genética. Aliado a estes

fatores destaca-se a eficiéncia reprodutiva a qual € um ponto critico nos sistemas de producao.

Devido a alta demanda da carne e pele do interesse na utilizagdo de subsidios para a
espécie ovina, o mercado nacional demonstrou necessidade da implementagdo de
biotecnologias para alcangar a meta econdmica. Entretanto, para o encurtamento da distancia
entre a produgdo e a demanda, ¢ necessario aumentar os indices reprodutivos e promover os
progressos genéticos na espécie. No entanto a produ¢do de um grande nimero de animais de
qualidade superior em um curto espago de tempo tornar-se de dificil execucdo através do uso

de técnicas reprodutivas convencionais.

Na tentativa de acelerar o ganho genético e aumentar o potencial reprodutivo dos
ovinos, biotecnologias como Inseminagdo Artificial (I.A) e Transferéncias de embrides (TE)
podem ser utilizadas, porém ainda existem muitas variagdes nos resultados obtidos.

Recentemente despertou-se o interesse pela técnica de produgdo de embrido in vitro (PIV).

A PIV ¢ uma realidade em diversas empresas comerciais que trabalham para este fim,
no mundo inteiro principalmente em bovinos. As empresas nacionais tém absorvido e
desenvolvido estratégias alcancando bons resultados, compativeis com aqueles relatados pela

literatura (DAY AN et al., 2000). Apesar disso, de na espécie ovina existem controvérsias em
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relacdo a sua viabilidade e aplicacdo comercial pois ainda ndo existe a padroniza¢do de meios
de cultura e da metodologia como ja ocorre em bovinos.

Embora consideraveis avangos estejam sendo realizados neste campo, as taxas de
producdo de embrides e de prenhes através da PIV, nesta espécie ainda permanecem
inferiores ao esperado e uma das maiores dificuldades estd no grande nimero de etapas que
envolvem esta tecnologia, sendo a maturagdo in vitro (MIV) uma das etapas mais importantes,
seguida da fertilizagdo in vitro (FIV) e do cultivo in vitro (CIV). A obten¢do de ovdcitos
maturados in vitro em quantidade ¢ qualidade é essencial, uma vez que a maturagéo ovocitaria
inadequada pode resultar em reducdo da eficiéncia de todo o processo de produgdo de
embrides.

Os ovocitos quando removidos dos foliculos ovarianos e colocados em meio de
cultivo adequado, retomam a meiose que estava parada na profase da primeira divisdo
meiotica e progridem até o estadio de metafase II. Este periodo ¢ conhecido como maturagao
oocitaria e deve ocorrer tanto no compartimento nuclear quanto no citoplasmatico. Uma série
de modifica¢cdes morfoldgicas e bioquimicas ocorre nesse periodo, preparando o ovocito para
que seja capaz de ser fecundado pelo espermatozoide e de se desenvolver em embrido, feto e
neonato.

Subseqiiente a esta etapa ocorre a fertilizagdo in vitro, fase em que o ovocito ja
maturado ¢ fecundado pelo espermatozdide em ambiente adequado e controlado para
ocorréncia da ativagdo do évulo e formacdo do zigoto. Posteriormente, e considerada a fase
mais longa de todo processo, ocorre o cultivo in Vvitro em que o zigoto necessita de
suplementagdo adequada para ativar o genoma embrionario e se dividir até o estagio de

blastocisto.

Assim, objetivamos com este trabalho avaliar na primeira etapa do experimento o
meio MIV mais adequado para que os ovdcitos tornem-se maturos, (estdgio de metafase 11
(MII)). Na segunda etapa do experimento serd avaliada a capacidade dos ovdcitos maturados
in vitro de se desenvolverem apoés a Fertilizagdo in vitro (FIV) e Cultivados in vitro (CIV)

para produgdo de embrides.
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2. Revisao de Literatura

2.1 Maturacéo in vitro (MIV)

Para muitas espécies de mamiferos, os embrides podem ser rotineiramente produzidos
em laboratorio até o estadio de blastocisto utilizando as técnicas de maturagdo in vitro de
ovocitos (MIV), seguido da fertilizagdo in vitro (FIV) e posterior cultivo embrionario (CIV).

A maturacdo representa o periodo em que o gameta feminino adquire competéncia e
capacidade para suportar os eventos da fecundacéo e inicio do desenvolvimento embrionario.
Em 1965, Edwards (apud Abeydeera et al, 1998) foi quem primeiramente relatou a quebra da
vesicula germinativa e a retomada da meiose em ovdécitos apos sua retirada de foliculos e
posterior cultivo embrionario in vitro em meio suplementado com LH. Esta claro que as
condigdes de cultivo durante a maturacdo in vitro podem influenciar beneficamente ou ndo o
subseqiiente desenvolvimento embriondrio. Assim, a identificagdo de fatores que interferem
neste processo € a corre¢do dos mesmos pode aumentar a viabilidade do cultivo de embrides
(KRISHER & BAVISTER, 1998).

Os meios de cultura e suas suplementacdes sdo fundamentais nos sistemas de
maturagdo in Vvitro. Muitos estudos tém examinado seus efeitos sobre o potencial de
desenvolvimento de embrides, favorecendo a producdo de blastocistos (KRISHER &
BAVISTER, 1998). Entretanto, alguns problemas atribuidos a esta etapa podem ser
observados, entre eles, a deficiéncia de maturacdo nuclear e consequentemente a diminui¢ao
dos indices de clivagem da célula.

Nos mamiferos, os ovdcitos encontram-se bloqueados no estadio de profase da meiose
I (vesicula germinativa), até progredirem para a fase de metafase II (MII), quando ocorre
novo bloqueio do ciclo meidtico. Este ciclo s6 sera reiniciado e completado in vivo apds a
ovulagdo quando houver a fecundagdo pelo espermatozdide que provocara a ativagdo do
ovulo, ou in vitro apds a MIV seguida da FIV. Uma vez ativado, o ovocito completa a meiose
e inicia os ciclos mitdticos do desenvolvimento embrionario (Bayard et al., 2002).

O processo através da qual a meiose € reiniciada, ocorre a partir da profase I e ¢é
concluido na fase de metafase II, sendo chamado de maturacdo oocitaria. A maturacido ¢
caracterizada por duas fases, a maturacdo nuclear que consiste na modificagdo da
configura¢do da cromatina, caracteristica da progressdo do ciclo celular (Profase I, anafase I,

telofase I e metafase I seguida da primeira divisdo meiotica e formacdo da placa metafasica II)
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e a maturagdo citoplasmatica constituida de modificagdes bioquimicas e morfologicas como
as modificagdes no citoesqueleto (KIM et al, 2000), sintese e fosforilizagdo de diversas
proteinas (MOTLIK et al., 1998) etc, que culminam com a aquisi¢do do ovdcito a capacidade
de desenvolver-se em um embrido.

Este processo de maturacdo ¢ controlado, principalmente pelo fator promotor de
maturacdo (MPF) (composto dimérico formado por uma subunidade catalitica), tanto na
meiose quanto na mitose. O MPF ¢ uma proteina quinase composta por duas sub-unidades, a
p34 cdc2 sintetizada constantemente e a ciclina B que ¢ sintetizada e destruida ciclicamente,
ocorrendo assim o controle ciclico caracteristico do ciclo celular. O MPF encontra-se em
niveis basais no estagio de vesicula germinativa (VG) e quando a meiose ¢ iniciada, este
comega a elevar-se, atingindo picos em Metéafase I (MI), declinando novamente, e so6 na fase
de Metafase II (MII), atinge os picos maximo, permanecendo neste estado até haver a
ativagdo do ovdcito apds a fecundagdo (MOTLIK et al., 1998).

A diminuicdo dos niveis de adenosina monofosfato ciclico (AMPc) nos complexos
cumulus oocitarios (COCs), leva a inibi¢do da atividade de MPF, assim quando ha aumento
da concentragdo do AMPc, desencadeia-se a ativacdo do mesmo, induzindo a retomada da
meiose. Uma vez ativado, o MPF desencadeia os eventos observados na maturagcdo nuclear
como quebra vesicula germinativa (QVG), condensagdo dos cromossomos, formagdo do fuso
meidtico e extrusdo do primeiro corpusculo polar (CP) (KIM et al, 2000).

Além do MPF, outro fator importante que participa do controle da meiose do ovécito,
¢ a quinase da proteina associada ao microtubulo (microtubule associated protein kinase —
MAPK). A MAPK estd envolvida na dindmica dos microtibulos que sdo responsaveis pelo
deslocamento da cromatina para a periferia e rearranjo das organelas no citoplasma do odcito.
Esta torna-se ativada na retomada da meiose (QVG) apds a acdo do MPF, porém ao contrario
deste, a MAPK mantém-se elevada constantemente entre MI e MII (MOTLIK et al., 1998).

Para que o ovocito seja capaz de maturar, ser fecundado e desenvolver-se em um
embrido viavel, é necessario que ele seja capaz de suportar a cascata de eventos que culminam
com a aquisicdo da competéncia para o desenvolvimento. A maturacdo deve englobar as
modificacdes nucleares e citoplasmadticas, pois apesar de ocorrerem simultaneamente, sio
fatores independentes entre si (MOTLIK et al., 1998).

Os ovdcitos de boa qualidade que conseguem atingir o estagio de placa metafésica Il
(maturag@o nuclear), permanecem nesta fase até haver a penetracdo pelo espermatozdide e
isto ocorre devido a elevagdo da atividade do MPF presente, mantido através da agdo de

fatores citostaticos (CSF) responsaveis por catalisarem proteinas reguladoras envolvidas no
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controle da G1 (GANDOLFI et al., 1998). Ja ovdcitos incompetentes, sdo deficientes na
produ¢do de RNAs mensageiros e possuem baixo atividade do MPF e outros fatores
associados a meiose.

Alguns fatores interferem na maturacdo oocitaria, como a idade do animal doador
qualidade do ovdcito, caracteristicas morfoldgicas dos foliculos e suplementos adicionados no
meio de maturacdo, como os substratos energéticos e aminoacidos, fatores de crescimento
(WATSON et al., 2000) ou ainda antioxidantes precursores de glutationa intracelulares como
o B-Mercaptoetanol, cisteamina,ou cisteina ja descritos nas espécies bovinas (DE MATOS et

al., 2002%), bubalina (GASPARRINI et al., 2003), e ovina (DE MATOS et al., 2002b).

2.1.1 Idade do animal

Nos ultimos anos, tem havido interesse crescente na utilizagdo de fémeas pré-puberes
como doadoras de ovdcito, por possibilitarem a aceleragdo dos ganhos genéticos do rebanho,
através da reducdo do intervalo entre geragdes (BERNARDI, 2005). A fertilizagdo in vitro
(FIV) de ovdcitos destes animais jovens, tem como objetivo diminuir o intervalo entre
geracdes e acelerar o processo de multiplicacio de animais considerados geneticamente
superiores (BALDASSARE et al., 2003).

A quantidade de ovdcitos recuperados de fémeas pré-ptiberes, bem como a capacidade
de desenvolvimento in vitro até o estagio de blastocisto, dependem da utilizagdo de protocolos
de estimulagdo hormonal (O’BRIEN et al., 1997), que t€ém sido empregados em fémeas com
idade entre trés semanas até quatro a seis meses (BERNARDI, 2005).

Porém, alguns autores (LEDDA et al., 1997; O’BRIEN et al., 1997) constataram que
os ovocitos recuperados das fémeas jovens possuem menor potencial para a producido de
embrides, maior incidéncia de polispermia, menor capacidade de desenvolvimento até o
estadio de blastocisto € menor propor¢cdo de maturagdo nuclear em estadio de metéafase II
(MII) ap6s 20 h de cultivo, quando comparado com fémeas adultas (LEONI et al., 2006).

Foram verificadas diferencas metabodlicas e estruturais entre ovocitos de ovelhas de
diferentes classificagdes etdrias. Os provenientes de fémeas jovens apresentaram menor
metabolismo da glutamina, menor tamanho das mitocondrias e dos granulos corticais tanto
apos procedimentos de matura¢do in vivo quanto in vitro (O’BRIEN et al., 1997). Essas
diferengas foram associadas a uma maturacdo citoplasmatica e nucleares inadequadas, que

implicaria em uma menor capacidade de desenvolvimento embrionario.
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Quando ovdcitos de ovelhas pré-puberes (30-40 dias) foram submetidos a MIV e ndo
receberam um prévio tratamento hormonal, somente 8% conseguiram atingir o estadio de MII
em comparagdo a 58% nas adultas. Os primeiros apresentaram didmetro inferior com menor
habilidade para a progressao meiotica devido a presenca de menor niimero de receptores para
as gonadotrofinas, menor numero de células do cumulus e reducdo de fatores intrinsecos
ligados ao metabolismo energético, resultando em menor capacidade de desenvolvimento in
vitro até o estadio de blastocisto (LEDDA et al., 1997).

A velocidade em que o ovocito se divide apos a fertilizacdo, também representa outro
fator que influi diretamente na qualidade do embrido, como o observado em estudos prévios,
(LONERGAN et al.,, 2000, FENWICK et al., 2002), em que as células que clivaram
rapidamente, obtiveram melhores indices de qualidade embrionaria. Apesar de Ptak et al.,
(1999), ndo ter observado diferenca na velocidade de clivagem quando comparou embrides
PIV de ovelhas pré-puberes com os de adultas, outros autores (LEONI et al., 2006), relataram
retardo de quatro horas no desenvolvimento de embrides para o estdgio de blastocisto nos
ovocitos provenientes de ovelhas mais jovens. Segundo Leoni et al (2006), os ovocitos dos
animais pré-puberes demoraram para iniciar a clivagem 32 horas apos a FIV, em comparagao
com as 26 horas em adultos. Este atraso na clivagem ndo foi causado pelo retardo da
penetracdo do espermatozoide na célula, pois este conseguiu regular o tempo de inicio da
replicagdo de DNA durante a fase GI. Porém houve demora no inicio da fase S, promovendo
grande impacto na duracdo do primeiro ciclo celular e subsequente desenvolvimento
embrionario, devido ao comprometimento do ooplasma da célula (SALAMONE et al., 2001).

Os ovocitos removidos de foliculos antrais de ovelhas pré-puberais e cultivados em
condig¢des apropriadas, conseguiram atingir o estdgio dictiado da fase de profase da meiose I,
extruiram o primeiro corpusculo polar e atingiram o estdgio de metafase da meiose II do
mesmo modo que os provenientes de animais adultos (LEDDA et al, 1997), porém, a
propor¢do de embrides de ovelhas pré-puberes que conseguiram atingir o estagio de
blastocisto € que conseguiram sobreviver apos transferéncia para ovelhas sincronizadas foi
menor quando comparado aos embrides originados de ovocitos de animais adultos (LEDDA
etal., 1999; PTAK et al., 1999).

As flutuagdes da atividade de MPF foram verificadas nos ovoécitos durante a
progressdo meidtica tanto nas fémeas pré-puberais quanto nas adultas, porém no estagio de
MII a atividade de MPF apresentou-se diminuida nas células de cordeiras, devido a

deficiéncias da sintese da ciclina B e ao defeito na fosforiliza¢do de residuos da treonina-
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-serina, que afetou a formag¢ao do complexo de MPF, tornando este insuficiente para o ovécito
(LEDDA et al., 2001).

Assim, ovocitos na fase de MII, derivados de ovelhas pré-puberais foram incapazes de
induzir a desestabilizacdo da membrana nuclear ¢ a condensa¢cdo cromossdmica na vesicula
germinativa (VG) apos 1-2 horas de fusdo; nos animais idosos ou em condi¢des subotimas de
cultivo, os niveis da atividade de MPF também foram diminuidos (LEDDA et al., 1997).

Segundo Fukui et al., (1988), os ovocitos provenientes de fémeas pré-ptberes
apresentaram anormalidade da atividade do ciclo celular, na regulagio do MPF (Fator
promotor de maturacdo) durante a meiose que resultaram em aumento na incidéncia de
partenogénese, migracdo irregular dos granulos corticais e aumento da poliespermia. Assim, a
atividade do MPF que ¢ regulada pela degradacdo e a re-sintese da ciclina B durante a
transi¢do de MI para MII, demonstrou ser menor nos ovécitos de animais pré-puberes na fase
de MII. Esta capacitacdo insuficiente durante o crescimento folicular, resultou em sub-
estocagens de RNAm, e conseqiientemente, em quedas no desenvolvimento e na qualidade
deste embrido, fazendo com que esta célula precisasse de mais tempo para completar cada
ciclo celular do embrido. Dados semelhantes foram confirmados por outro autor (LEONI et
al., 2004).

A traducdo do RNAm estocado no ovocito e sua degradagdo € regulada durante o
desenvolvimento embrionario (GANDOLFI & GANDOLFI, 2001). Desta forma, a ativagdo
do genoma embrionario representa a mudanca do controle do desenvolvimento do genoma da
mae para do embrido. Embrides bovinos € ovinos que estavam no estidgio de 8-16 células
(TELFORD et al., 1990), comegaram a sintetizar seu proprio RNAm, limitando a utilizagdo
de RNAm de origem materna. Em bovinos, alguns autores observaram diminui¢do na
estocagem de RNAm na mie no estigio de 8 células, bem no momento em que ocorre a
transi¢do do genoma maternal para o embriondrio. Portanto, os embrides derivados de
ovocitos de animais pré-puberes, demonstraram bloqueio de desenvolvimento no estagio de
16-32 células, que coincidiu com a queda da ativagdo do genoma embrionario causada pela
falta de RNAm ou de proteinas (GANDOLFI & GANDOLFI et al., 2001). Fato semelhantes
foi verificado também em ovocitos de ovelhas pré-puberes fertilizados in vitro, que
demonstraram atraso em atingir a primeira clivagem e o estagio de blastocisto (LEONI et al.,

2006).
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2.1.2 Caracteristica morfoldgica do foliculo

Multiplos fatores estdo envolvidos na dindmica folicular durante o estro e anestro e na
qualidade dos Complexos cumulus oocitarios COCs. Constatou-se que a competéncia
oocitaria ¢ adquirida durante a foliculogénese e afetada por diversos fatores, como estagcdo do
ano, tamanho do foliculo; estresse, nutri¢do, sanidade ¢ idade do animal (LONERGAN et al.,
1994; MORTON et al., 2005).

Segundo Cognié¢ et al.,, (2004), as caracteristicas ovarianas como presenga de
diferentes tamanhos foliculares, ¢ do corpo lateo (C.L.), influénciaram a producdo de
embrides tanto In vivo quanto in vitro. Diversos autores constataram que nos ovinos a
competéncia oocitaria Vitro estd relacionada ao tratamento hormonal prévio, condigio
enddcrino em que a ovelha se encontrava e condicdo ovariana da doadora. Quando foi
observado na doadora presenca do corpo luteo no ovario e esta foi submetida a aspiracdo dos
foliculos para PIV, houve maior produg¢do de embrides de melhor qualidade, diferente de
quando o foliculo dominante esteve presente em um ou em ambos 0s ovarios o que resultou
em efeito maléfico no desenvolvimento de embrides in vitro (BERLINGUER et al, 2006).

Além disso, as caracteristicas macroscopicas do foliculo influenciaram o potencial de
matura¢do nuclear e citoplasmatica do ovdécito. Em bovinos, quando os ovocitos foram
obtidos de foliculos menores que 2mm de didmetro, verificou-se irregularidades no nucleo e
no citoplasma e estes ndo conseguiram reiniciar a meiose, sendo incompetentes para o
desenvolvimento tanto apos a FIV como apds a ativacdo partenogenética (BERLINGUER et
al, 2006). Da mesma forma, uma elevada porcentagem de ovoécitos presentes em foliculos
maiores do que 8mm apresentaram-se em processo de atresia ou em maturagdo precoce, com
a viabilidade comprometida na PIV (BAYARD et al., 2002).

Em ovelhas, os ovocitos que foram aspirados de foliculos pequenos (1-2mm),
apresentaram didmetro inferior, e falha em completar a meiose in vitro, devido ao crescimento
incompleto, pois o tamanho do foliculo afetou diretamente a ligacdo entre as células do
cumulus e o ovocito (LEDDA et al., 1999). De forma que a popula¢do ovariana oscilou entre
as estagdes do ano, tanto em ovelhas como nas outras espécies, entre 3 a 16 foliculos por
ovario (LEDDA et al., 1997).

Em ovelhas, os ovocitos aspirados de ovarios que continham quantidade de foliculos
inferior a 4, demonstraram baixos indices de clivagem (67%), em relagdo aos que possuiam 5-
7 foliculos (grupo intermediario) (72%) ou 8 ou mais (grupo alto). Da mesma forma, houve

maior propor¢do de blastocistos produzidos quando os ovarios possuiam grandes niimeros de
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foliculos presentes (grupo alto) (44%), do que do grupo intermediario (33%) e ou o grupo

baixo (28%) (MOSSA et al., 2007).

2.1.3 Qualidade do ovdcito

O ovocito presente no interior do foliculo estd envolto pelas células da granulosa,
formando o complexo cumulus oocitario (CCOs). Estas células do cumulus possuem fungio
diferenciada daquelas presentes na parede do foliculo, pois, devido ao intimo contato entre
elas, substancias reguladoras sdo produzidas pelos ovdcitos, exercendo fung¢do na atividade
das células do cumulus, da mesma maneira que componentes destas células, possuem
participag@o ativa no mecanismo de crescimento e maturacdo dos ovocitos (BAYARD et al.,
2002).

Durante a matura¢do, os ovdcitos produzem hormonios enddgenos e fatores
intrinsecos que estimulam a sintese de acido hialurénico pelas células do cumulus induzindo a
mucificag@o ou a expansdo destas durante a maturagdo, que posteriormente importantes serao
para a fertilizagdo ¢ capacita¢do espermatica. A comunicagdo entre as células do cumulus e o
ovocito tém sido demonstrada no CCO de diversas espécies através das jungdes gap
intercomunicantes, importantes para que ocorra a passagem de nutrientes e componentes
quimicos reguladores para a maturagdo do odcito (Bayard et al., 2002). Apesar das células do
cumulus ndo serem essenciais para a maturacdo dos ovdcitos, os melhores resultados de
maturacdo, fecundacdo e desenvolvimento embrionario, foram alcancados quando estas
células estavam presentes (BING et al., 2002).

Desta forma, para que ocorra a competéncia oocitdria e posterior desenvolvimento
embriondrio, ¢ necessario que o ovdcito apresente ooplasma homogéneo, com granulagdes
finas, de coloragdo uniforme ¢ esteja envolvido por varias camadas de células do cumulus
dispostas de forma compacta, as quais sao classificados pela escala de um (envolvidos por
varias camadas de células do cumulus) a quatro (com auséncia de camadas de células do
cumulus) (BAYARD et al., 2002). Os ovocitos desnudos, demonstram maior susceptibilidade
ao estresse oxidativo e precocidade na degeneracdo celular. Por outro lado varias camadas de
células do cumulus envolvendo os odcitos, auxiliam na neutraliza¢do dos radicais presentes
nos sistemas in vitro, e no aumento nos indices de clivagem (TATEMOTO, et al., 2000).

Em ovinos (STAIGMILLER AND MOOR, 1984); porcas (YAMAUCHI AND
NAGALI 1999) e vacas (CHIAN et al., 1994; GESHI et al., 2000); os ovocitos que
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apresentavam diminui¢do ou auséncia (DOS) das células do cumulus, conseguiram completar
a matura¢do meidtica in vitro, porém com uma competéncia para o desenvolvimento

embrionario diminuida (CHIAN et al., 1994).

2.2 Ambiente de cultivo

2.2.1 Tempo do processamento e o ambiente de cultivo in vitro

O tempo utilizado entre a coleta dos ovarios e o processamento no laboratorio ¢é
essencial para obter ovdcitos de boa qualidade para a realizagdo das etapas da PIV. A partir do
momento em que estes sdo removidos do ambiente folicular, deixa de haver o estimulo
inibitorio que € o responsavel por manter o bloqueio meidtico € entdo a meiose € reiniciada.
Por outro lado algumas vezes este reinicio acaba sendo precoce, e ovdcito ainda ndo esta apto
para ser maturado, fertilizado e desenvolver-se (HYTTEL et al., 1997, HENDRIKSON et al.,
2000).

Em bovinos, o melhor resultado de MIV encontrado ocorreu quando o ovdcito era
mantida dentro dos foliculos ovarianos por até quatro horas apds o abate, em comparagdo com
o processamento imediato destes (HENDRIKSON et al., 2000). Entretanto, os ovocitos de
ovelhas pré-puberes, apresentaram maior sensibilidade quando o tempo entre a coleta dos
ovarios e o processamento destes, excedeu um periodo de trés horas, resultando no aumento
da taxa de ovoécitos degenerados (LEONI et al., 2006).

Apos a aspiragdo e selec@o dos foliculos ovarianos, ovocitos ovinos foram submetidos
a MIV por um periodo que variou entre 22-24horas, em estufa controlada em atmosfera de
5% de CO; e 20% de O, em ar, que demonstrou ser satisfatorio para atingir a maturacio
oocitaria adequada nesta espécie (LEONI et al., 2006). Porém quando os ovocitos eram de
baixa qualidade, com presenca diminuida ou auséncia das células do cumulus, foi necessario
diminuir a tensdo de oxigénio no cultivo, pois a atmosfera usualmente utilizada, resultou em
baixos indices de desenvolvimento de producdo de embrides (WATSON et al., 1994;
BERNARDI et al., 2005).

Entretanto, independente da presenga ou ndo de células do cumulus nos ovdcitos,
houve desenvolvimento mais rapido de zigotos ovinos quando estes foram cultivados in vitro
em meio “Sintetic oviduct Fluid” (SOF), sob baixas tensdes de O,, (5%) em comparagdo aos
zigotos cultivados sob alta tensdo de O, (20%) (BERNARDI et al., 2005). Quando os zigotos
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foram expostos a altas tensdes de oxigénio entraram em apoptose celular devido a grande
produgdo de radicais livres (ROS) que resultaram em injiria na célula e diminui¢do do
posterior desenvolvimento embriondrio. Durante o metabolismo celular, os (ROS), que
incluem anion superoxido (O;,), peréxido de hidrogénio (H,O;) e radicais hidroxil (OH), sdo
constantemente liberadas do processo de quebra de ATP (fonte energética celular)
(FEUGANG et al., 2004). Porém, a redugdo das tensdes de O, de 20% para 5%, diminuiu a
incidéncia de producdo de ROS, aumentando a competéncia celular, e posterior formacio do
pro-nticleo masculino (MURDOCH, 1998), tanto em ovelhas (THOMPSON et al., 1990),
ratos (QUINN AND HARLOW 1978), coelhos (LI AND FOOT, 1993), porcas (WRIGHT,
1977), e vacas (THOMPSON et al., 1990; YANG et al., 1994). Embora o resultado seja
benéfico no desenvolvimento embriondrio, houve variacdo na melhora dos grupos em relacio
a maturagdo nuclear (BING et al., 2002).

Para prevenir os danos causados por ROS nos sistemas in vitro em ovdcitos de baixa
qualidade, antioxidantes tem sido adicionados no meio de maturagdo, dentre eles os
componentes thiol de baixo peso molecular (B-mercaptoetanol, cistina, cisteina e cisteamina),
que atuam como precursores de glutationa (GSH) (VAN SOOM et al., 2002), além de outros
agentes como a transferrina, lactoferina, vitamina E e C e taurina (LIM & HANSEL, 2000).

Em bovinos, o aumento da glutationa (GSH) intracelular induzidos por composto
thiol durante a MIV, promoveu condi¢des intracelulares favoraveis para suportar a fertilizagao
in vitro (FIV) e o cultivo in vitro (CIV) por se tratar de um sistema antioxidante eficiente
(KNAPEN et al., 1999), protegendo a célula contra os radicais livres normalmente gerados
pelo metabolismo oxidativo.

Estudos em diversas espécies como a bovina (DE MATOS et al., 2002a; VAN SOOM
et al., 2002; AVELINO 2004), ovina (DE MATOS et al., 2002b), caprina (RODRIGEZ-
GONZALEZ et al., 2003), ¢ bubalina (GASPARRINI et al., 2000, 2003), suplementaram o
meio MIV com os precursores da sintese de GSH intracelular na espécie e observaram
aumento da sintese de GSH, que proporcionou maior competéncia dos ovdcitos € melhora nas
taxas de desenvolvimento embriondrio até o estadio de blastocisto (DE MATOS & FURNUS,
2000).

Em ovelhas, este efeito benéfico na maturagdo oocitariafoi maior, quando o meio foi
suplementado com 100uM cisteamina do que quando utilizou-se 200uM no meio MIV (DE
MATOS et al 2002). Porém quando adicionaram antioxidante na FIV ou no CIV, houve um

efeito deletério para a produgdo embrionario (Ali et al, 2003), provavelmente porque certos
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niveis de ROS sdo necessarios para que ocorra a capacitacdo espermatica e conseqiientemente

a fusdo entre os gametas (DE MATOS et al 2002).

2.2.2 Meios de cultivo

A composi¢cdo do meio de cultivo afeta diretamente a produ¢do de embrido. Assim, o
meio de maturagdo normalmente utilizado ¢ suplementado com horménios (LH, FSH,
estrogeno), soro fetal, (SFB), e ou albumina sérica bovina (BSA) (THOMPSON, 2000); Além
disso, macromoléculas e fatores de crescimento, poderem ser adicionados como
suplementagdo para a PIV de cabras e ovelhas por exercerem importante fungdo na regulagao
da maturacdo do ovocito (DOWNS & MASTROPOLO, 1997).

Alguns estudos verificaram que a adi¢do dos hormonios no meio MIV melhora a FIV
e o posterior desenvolvimento embriondrio de ovocitos imaturos de vacas e ovelhas, além de
proporcionarem a expansdo das células da granulosa em diversas espécies (CHOI et al.,
2001).

O horménio foliculo estimulante (FSH) frequentemente ¢ adicionado no meio MIV
para melhorar a qualidade do ovdcito. Alguns autores (Ali et al., 2002), demonstraram que
tanto em bovinos, como em roedores, o FSH adicionado no meio e nas condi¢des definidas de
cultivo, auxiliou na habilidade do ovocito em alcancar o estagio de blastocistos pds-
fertilizacdo. Isto ocorre porque as células do cumulus mediam a agdo do FSH para que ocorra
a maturagdo oocitdria através de receptores de RNAm de FSH que estdo presentes tanto nas
células da granulosa como nas células do cumulus; apesar destes ndo terem sido detectados
nos ovocitos de bovinos provenientes dos foliculos antrais (didmentro 2-8mm) (EPPING et
al., 2000). Para ocorrer a expansdo das células do cumulus, o FSH induz a liberagdo de
diversos fatores, principalmente do acido hialurénico (HA) que possui capacidade hidrofilica
retendo a agua e promovendo a mucificagdo das células do cumulus, para suportar a
fertilizagdo (Ali et al., 2003).

Outros fatores como a inter-alpha-trypsin inhibitor (Ial) ¢ o tumor necrosis factor-
stimulated gene- 6 (TSG—6), foram reportados como fatores condutores expressos pelas
células do cumulus e portanto implicados na estabilidade da matriz das células do cumulus
(MC KENZIE et al (2004). Desta forma, o FSH induziu a produ¢do de substincias

sinalizadoras nas células somadticas, que estimularam a retomada da meiose nos ovocitos
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cercados de células do cumulus, porém o mesmo ndo foi observado nos ovdcitos desnudos
(BYSKOW et al., 1997).

Segundo Mc Kenzie et al (2004), ha uma correlagdo entre a expressdo do gene das
células do cumulus dos genes para acido hialurénico sintetase 2 (HAS2), ciclo oxigenase 2
(COX2; PTGS2) and gremlin (GREMI), como subsequente desenvolvimento embrionario.
Outros achados demonstraram que a expressdo destes genes nas células do cumulus em
cultivo de bovinos foram estimulados pelo FSH (RICHARDS et al., 2001).

Assim, quando o meio MIV ndo apresentava a adicdo de gonadotrofinas ou apenas
com a presenca do LH, houve retardo ou inexisténcia da expansio das células do cumulus nos
ovocitos de ovelhas, bem como na retomada da meiose, além do baixo desenvolvimento
embrionario (ACCARDO et al., 2004). Entretanto outros autores (ANDRIESZ et al., 2000;
CHOI et al., 2001; ALI & SIRARD, 2002%) verificaram que apenas a utilizacdo de LH no
meio MIV, ndo influenciou na competéncia oocitaria em bovinos € ovinos € quando o meio
foi suplementado com somente LH sem a presenca do SFB, houve melhora na MIV, FIV e
desenvolvimento dos embrides (MARTINS et al., 1998).

O estradiol é um esterdide produzido pelas células da granulosa dos foliculos,
responsavel pela inibi¢do das gonadotrofinas hipofisarias, e pelas manifesta¢cdes de cio in
Vivo. A sua alta concentragdo, caracteristica do proestro (devida a sua produgio pelo foliculo
dominante pré-ovulatorio), é determinante do pico pré-ovulatério das gonadotrofinas,
contrastando com seu efeito inibitorio induzido por concentracdes mais baixas nas outras
fases do ciclo estral (LI et al, 2000).

Em ratos, o estrogeno (E;) promoveu a quebra da vesicula germinativa, demonstrando,
que tanto este, como outros esteroides, estdo envolvidos diretamente na manutencdo dos
ovocitos na parada da meiose devido a presenca de receptores especificos deste hormonio nas
células da granulosa (DANFORTH, 1995). Em ovocitos de ovelhas, foram verificados, ao
redor das células do cumulus, receptores de estradiol (TOMANEK et al., 1997), como o ER
(alpha) e o ER (beta), bem como em outros compartimentos durante os estidgios iniciais do
crescimento folicular, indicando que o E, possui potencial na regulacdo da funcdo de
diferentes tipos celulares presentes no ovario (JUENGEL et al., 2006).

O ovécito por si s6 possui envolvimento na fungdo esteroidogénica das CG em
algumas espécies (Li et al, 2000). Chian et al., (1999), demonstraram a capacidade de
producdo de E, pelas células do cumulus de bovinos em meios de cultivo isentos de
esteroides. Porém quando os ovocitos estavam desnudos e foram co-cultivados em meio MIV

(TCM 199, glutamina, FSH, LH, penicilina, estreptomicina, 20% SFB e piruvato), foi
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observado maiores concentragdes de estradiol (378,69 +- 54,34 pg/mL), do que no grupo de
ovocitos desnudos que foram previamente cultivados por 26 horas, pois neste ultimo, a
simples remog¢do do ovoécito durante as primeiras 26 horas do cultivo das células do cumulus,
incentivou a luteinizagdo das mesmas, diminuindo o potencial de secrecdo de E, nas células
(MOALEMIAN et al., 2007).

As primeiras 26 horas do cultivo das células do cumulus, representam o principal
momento em que ocorre a esteroidogénese havendo comprometimento de algumas fungdes
normais do ovdcito quando estas estavam ausentes, demonstrando efeito positivo da produgdo
de E; pelas células do cumulus nas condigdes in vitro (MOALEMIAN et al., 2007). Este
mesmo autor verificou que ocorre efeito duplo, de inibi¢do e estimulag¢do na produgdo de E,
pelas células do cumulus. Desta forma, quando os ovdcitos desnudos foram cultivados junto
com as células do cumulus em meio MIV, ou seja, sem o contato de célula com célula,
ocorreu o efeito estimulatorio. Em porcas a resposta do ovocito a estes sinais nao necessitou
de um contato fisico entre as células, pois a substancia ativa foi secretada no meio através da
célula germinativa (LUCIDI et al., 2003). Porém nas ovelhas, para que ocorresse o efeito
inibitorio, foi necessario haver o contato de célula para célula (MOALEMIAN et al., 2007).

O envolvimento do estradiol na MIV do ovoécito varia nas diferentes espécies. Em
porcas, o estradiol ndo estd envolvido na maturagdo nuclear e citoplasmatica (DODE &
GRAVES, 2003). J4 a suplementa¢do do meio MIV de cdes com E,, demonstrou um aumento
de ovocitos que atingiram o estagio de MII (KIM et al., 2000). Em bovinos, o E; na MIV
nuclear, ndo apresentou efeito satisfatorio tanto nos DOS nem nos COCs, resultando em
dispersdo anormal dos cromossomos e reducdo nos indices de desenvolvimento embrionario
(MODINA et al., 2000)). Porém quando apenas o r-FSH foi adicionado no meio, ou este foi
associado com E; no meio MIV, houve efeito satisfatdrio na progressdo do ciclo meiodtico, em
ovocitos provenientes de vacas (MODINA et al., 2000), mulheres (ANDRIESZ et al., 2000;
MIKKELSEN et al., 2000), ¢ ovelhas (ACCARDO et al., 2004), mostrando a necessidade da

utilizagdo de gonadotrofinas na retomada da meiose em ovdcitos de mamiferos.

2.3 Fertilizacéo in vitro

Tanto nos sistemas in vivo quanto in vitro, ha diferencas nos indices de fertilidade

entre os carneiros (HUNEAU & CROZET et al., 1994), que limita a sele¢do comercial de

machos para a utilizagdo na inseminacdo artificial e até mesmo para a implementacdo de
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tecnologias como a produgdo de embrides in vitro (PIV). Alguns estudos relacionaram estas
diferengas entre os carneiros utilizados, mas ndo entre os ejaculados do mesmo animal
(SMITH et al., 1997). Apesar da simples selegdo do s€men eliminar as diferengas entre os
carneiros em relacdo a motilidade, a variabilidade de cada ejaculado entre mesmo carneiro
permanece (SMITH et al., 1997).

Segundo Evans & Maxwell, (1990), o sémen do carneiro variou em relagdo a
fertilidade in vitro, entre diferentes carneiros utilizados para o mesmo procedimento. As
diferencas de fertilidade ocorreram entre carneiros e entre ejaculados de um mesmo carneiro
(WINDSOR, 1997; SMITH et al., 1996).

Para a realizacdo da FIV, a integridade da zona pelucida do ovdcito é essencial para
determinar a habilidade espermatica in vitro (WINDSOR, 1997). Assim, cada sémen de
carneiro utilizado, influencia nos indices de fertilizagdo apos a FIV e nos posteriores indices
de desenvolvimento embrionario (FUKUI et al., 1988).

Para minimizar a heterogeneidade da populacdo espermatica dos carneiros,
procedimentos como lavagens, centrifugacdo através da densidade de gradiente Percoll e a
técnica de swin-up foram utilizados. Porém as diferengas na fertilidade persistiram tanto nas
técnicas in Vivo quanto in vitro, pois, apesar destas técnicas eliminarem caracteristicas dos
espermatozdides como a motilidade, caracteristicas intrinsecas como lesdo de membrana e ou
acrossomal permaneceram e afetaram os posteriores indices de desenvolvimento embrionario
in vitro (MORRIS et al., 2003). Ja a técnica de injecdo intracitoplasmatica (ICSI) utilizada
para tratamentos severos de infertilidade em humanos, ndo demonstrou sucesso quando foi
aplicada para os pequenos ruminantes (GOMEZ et al., 1998).

Na tentativa de eliminar a variabilidade na qualidade espermatica entre os carneiros, o
sémen foi selecionado baseado no critério comercial de que o sémen pds-descongelagdo nao
pode apresentar menos que 30% de motilidade total (EVANS & MAXWELL, 1990). Através
desta analise pds-descongelagdo foi possivel predizer a posterior produgdo de blastocistos in
Vitro nesta espécie muito mais do que a avaliagdo apds o processamento do sémen pelo
gradiente de Percoll, bem como a simples avaliacdo de algumas caracteristicas espermaticas,
como o status da capacitacdo e a integridade da membrana plasmatica que segundo (EVANS
& MAXWELL, 1990), também demonstraram serem incapazes de selecionar as diferencas
entre os machos.

De todos os ovocitos utilizados e submetidos a FIV com sémen congelado pelo
método rapido para a produgdo de blastocistos in vitro, houve melhora nos indices de

clivagem (49%) em ovinos (BYRNE et al., 2000), e bovinos (LONERGAN et al., 1999).
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Embora, Fukui et al. (1988) quando utilizou sémen fresco ¢ Morris et al (1998), s€émen
congelado, observaram que o carneiro por si s6 pode afetar tantos os indices de fertilizag¢do in
vitro, como a habilidade de clivagem do ovoécito para o desenvolvimento do blastocisto.
Segundo Cognié et al (2004), a centrifugagdo do sémen pelo gradiente de Percoll foi superior
aos outros procedimentos de separacdo dos espermatozodides ovinos para sémen congelado
(RHO et al., 2001). Neste procedimento, os espermatozoides viaveis sdo coletados do botdo
da fracdo de 90%, diluidos em uma concentragio de 10’ espermatozodides/mL, incubados por
um periodo de uma hora e suplementados com 10% de soro inativados de ovelhas para a
utilizacdo no meio FIV de ovelhas e de cabras, para ocorrer a capacitagdo espermadtica
(COGNIE et al., 2003).

Segundo estudos (VALCARCEL et al., 1996), o processamento do sémen pelo
gradiente de densidade de Percoll seleciona os espermatozoides em relagdo a motilidade e a
integridade da membrana plasmdtica e ou acrossomal dos espermatozdides de carneiros
congelados ou descongelados, beneficiando as amostras de sémen a motilidade apresentava-se
inferior a 50%.

Apesar deste procedimento selecionar os espermatozoides que possuem integridade de
membrana e alta motilidade, quando quatro carneiros diferentes foram utilizados para a
retirada das amostras, verificou-se diferengas em relagdo a motilidade pds-descongelagdo as
quais ndo foram eliminadas ap6s o processamento com Percoll (MORRIS et al., 2003).
Estudos realizados em carneiros (HUNEAU & CROZET, 1994), e humanos (WRAMSBY &
LIEDHOLM, 1986), mostraram que a variabilidade de fertilidade entre os machos pode ser
conseqiiéncia da variacdo existente entre o potencial de capacitagdo da populacdo
espermatica. Assim, a elevagdo de calcio durante o processo de capacitagdo do sémen fresco
in vivo, foi o responsavel por eliminar as diferencas entre os carneiros na subseqiiente
producgdo embrionaria (HUNEAU & CROZET, 1994). Porém, quando o célcio foi adicionado
in vitro no meio SOF de ovelhas, ndo houve melhora nos indices de fertilizagdo quando o
sémen congelado foi utilizado (HOLM et al., 1994).

De acordo com Morris et al. (2003), qualquer tratamento para promover a capacita¢do
espermatica em células descongeladas ndo foi benéfica, pois a populagdo espermatica pds-
descongelagdo ¢ muito fragil, e ndo necessitou de suplementacio para promover a capacitagio
espermatica, pois estas células tenderam a ter reagdo acrossomal espontanea. E, portanto,
qualquer tratamento realizado para promover um aumento na reacdo acrossomal para a

realizag¢do da FIV de ovelhas, demonstrou ser maléfica.
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Segundo alguns autores (GANDOLFI, 1998), o declino da produgdo de embrido in
vitro ocorreu devido deficiéncias encontradas nas condigdes de cultivo e nos ovocitos que
exerceram maiores influéncias do que o genoma paterno. A maioria dos embrides produzidos
in vitro, ficaram bloqueados antes de ter ocorrido a ativa¢do do genoma embrionario,
momento este que coincidiu com a diminui¢do do RNAm.

Em embrides de ovinos PIV, a formagdo do pré-nicleo foi completada cinco a seis
horas apés a penetragdo do espermatozdide. Assim, os ovdcitos que possuiam apenas um pro-
nucleo nas primeiras 17 horas pds-inseminagdo, foram considerados como retardatarios com
baixos indices de fertilizacdo e de producdo de embrides devido a queda da penetragdo dos
espermatozdides e falha na ativagdo em mais de 40% dos ovocitos (MORRIS et al., 2003).

O meio FIV utilizado para a capacitagdo espermadtica nos carneiros ¢ adicionado de
soro de ovelha em estro, para promover o efluxo do colesterol nos espermatozoéides.
Posteriormente estes sdo incubados com os ovocitos por um periodo de uma a cinco horas,
para ocorrer a reacdo acrossomal. Assim, quando foi utilizado sémen fresco previamente
incubado com soro para indugdo da capacitagdo, pode-se observar que metade dos ovdcitos
foram penetrados apds duas a trés horas de fertilizagdo. (HUNEAU & CROZET et al. 1994).
Porém, no sémen congelado houve alteracdo na membrana plasmatica do espermatozoide que
resultou em baixa resisténcia desta célula por longo periodo de incubagdo, demonstrando que
o periodo de uma hora foi suficiente para que ocorresse a capacitagdo espermatica do s€émen
congelado ovino, mantendo a viabilidade da célula (GUERIN et al., 1992).

Quando 10% de soro de ovelha em estro foi adicionado ao meio SOF para a FIV de
cabras e de ovelhas, numa dose inseminante de 1 x 10 ¢ espermatozéides/mL incubados em
uma atmosfera de 5% CO, em ar, e umidade a 39 °C (COGNIE et al 2004), verificou-se que
quatro horas de incubag¢do no meio FIV foram suficientes para atingirem os indices de
clivagem e produgdo de blastocistos para cabras, no entanto foram necessarias 17 horas de
incubagio para as ovelhas (COGNIE et al, 2003).

Segundo Morris et al., (2003), o aumento do tempo de incuba¢do na FIV, induz ao
aumento da poliespermia e a diminui¢do da formag¢ao de blastocistos. J& outro autor (WARD
et al., 2002) relatou que o tempo de incubagdo ndo influenciou nas taxas de clivagem e na
formagdo de blastocistos. A poliespermia é geralmente associada com a utilizagdo de altas
doses inseminantes ou pela disfun¢ao na liberacdo dos granulos corticais em oocitos velhos ou
imaturos. Assim, Morris et al., (2003) demonstrou que ovelhas que foram fertilizadas in vitro
com uma concentragdo espermatica de 0,25 x 106/mL, resultaram em menores indices de

clivagem embrionario in vitro e de prenhes in vivo (O’MEARA et al., 2005); porém quando
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esta concentragdo espermatica foi aumentada 2 x10%mL, houve aumento nos indices de

clivagem dos ovdcitos das ovelhas.

2.4 Producédo de embrido in vitro (PIV)

A fase do cultivo in vitro ¢ a mais longa de toda produ¢do de embrido. Quando os
embrides das ovelhas apresentaram-se no estagio de 8 a 16 células, ocorre a ativacdo
gendmica que coincide com o aumento da atividade metabolica, sintese de proteina, consumo
de O, e aumento de carboidratos até o estagio de blastocisto (RIEGER et al., 1992;
THOMPSON et al., 1996).

Os embrides produzidos in vitro (PIV) possuem qualidade inferior do que os
produzidos in vivo, havendo diferenga entre ambos em rela¢do a morfologia, metabolismo, e
expressdo génica. Os embrides produzidos in Vitro possuem citoplasma mais escuro, baixa
densidade, aumento intracelular de triglicérides, presenca de blastdmeros edemaciados
fragilidade na zona pelucida, diferengas na comunicacdo intercelular e maior incidéncia de
anormalidade cromossomica (VAM SOOM et al., 1992; NIEMANN & WRENZYCKI, 2000;
RIZOS et al., 2002b). Todas estas diferengas, além de resultarem em uma produgio inferior
dos blastocistos, demonstram maior sensibilidade a crioinjuria, com baixas taxas de prenhes e
aumento de anormalidades ao nascimento, como a producio de descendentes maiores dos que
originados por embrides produzidos in vivo (RIZOS et al., 2002).

Adicionalmente, modificagcdes fisicas como altera¢do do volume celular e da
osmolaridade, aumento na incorporacdo de acidos graxos em triglicérides e diminuicdo da
incorporacdo dos 4cidos graxos em fosfolipideos, foram demonstradas nos embrides de PIV
(VAM SOOM et al., 1992).

Em bovino, dos 80% dos ovdcitos maturados e fertilizados in vitro (FIV), e que
completaram o primeiro ciclo meidtico culminando com a primeira clivagem para o estagio de
duas células, apenas 40 a 50% conseguiram chegar até o estagio de blastocisto. Isto ocorre,
pois o a ativacdo do genoma embriondrio influéncia na producdo dos blastocistos (VAM
SOOM et al.,, 1992). De acordo com Rizos et al., (2002a), a qualidade dos ovocitos
submetidos a maturagdo e posterior fertilizagdo in vitro, influencia diretamente a competéncia
oocitaria até atingirem o estagio de final de produ¢do embriondria.

Dentre os sistemas de cultivo rotineiramente utilizados para a produgido de embrido in

vitro destaca-se, 1: co-cultivo com a utilizagdo de células somaticas, 2: condigdes semi-
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definidas no meio para ajustar as necessidades do embrido como o meio SOF acrescido de
aminoacidos e BSA, ou 3: desenvolvimento in vivo de embrides no oviduto (VIVO), 4:
condigdes definidas. (GARDNER e al., 1994). Assim, o método utilizado para o cultivo in
vitro, pode influenciar o desenvolvimento de embrides em ovelhas (HOLM et al., 1994), e ou
bovinos (RIZOS et al., 2002?%).

Segundo COGNIE et al., (1999), a adi¢do de soro fetal bovino (F2442; SIGMA),
quando adicionada no segundo e quarto dia do cultivo, ou seja, quando foi realizado o
“feeding”, melhorou a viabilidade embrionaria de ovelhas in vitro apds a transferéncia destes
para receptoras. Porém, quando o soro de vaca (SINCLAIR et al., 1999) ou de humanos
(WALKER et al, 1996) foi suplementado no sistema de co-cultivo ou no meio SOF, houve
aumento de fetos nascidos com crescimento aberrante e cordeiros maiores que o normal.

Da mesma forma, De Matos et al., (2002), ao adicionar antioxidantes como a
cisteamina, ou ions quelantes como o EDTA (THOMPSON, 2000) ao meio CIV durante o
inicio do desenvolvimento, verificou aumento no desenvolvimento e na qualidade dos
embrides. Ja Ali et al. (2003), quando adicionou cisteamina na FIV ou CIV, observou efeito

deletério para a produg@o embrionario.

2.4.1 Soro

Os componentes do meio de cultivo sdo os responsaveis pelas mudangas ocasionadas
nas caracteristicas embriondrias no estagio de pré-implantacdo. A adi¢do de soro no meio de
cultivo promoveu influéncias diferentes dependendo do momento em que este foi adicionado,
ou seja, inibiu a clivagem, acelerou o desenvolvimento embrionario e estimulou o
desenvolvimento da peri-compactacdo no final do cultivo (CAROLAN et al., 1995).

Os embrides que foram produzidos in vitro na presenca de soro demonstraram maior
quantidade de granulos escuros no citoplasma, aumento de gotas lipidicas e um complexo
juncional incompleto entre a massa celular interna (MCI) e a trofoderma (HOLM &
CALLESEN, 1998), além do aumento na fragmenta¢do célular (THOMPSON et al., 1995). Ja
os embrides que foram cultivados in vitro em meio ausente de soro (mSOF), porém
suplementados com albumina sérica bovina (BSA), resultaram em menor quantidade de
blastocistos produzidos do que quando o meio CIV foi acrescido de soro (HOLM &
CALLESEN, 1998). Estes embrides tenderam a apresentar melhora no desenvolvimento
embriondrio 168 h apds a fertilizagdo em comparacdo com os que foram cultivados no meio

contido apenas de soro, pois a limitada exposi¢@o ao soro no meio CIV, induziu a
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manifesta¢do de caracteristicas similares a de embrides produzidos in vivo (THOMPSON et
al., 1995).

Quando o meio SOF foi acrescido de SFB, tanto as mdrulas compactas como os
blastocistos, apresentaram-se com grande deposicdo de lipideos no citoplasma (CROSIER et
al., 2000), verificando que os embrides produzidos pelo sistema de cultivo in vitro possuem
habilidade em metabolizar o lipideo através do ATP (FARIN et al., 2000).

Além disso, as morulas compactas cultivadas in vitro no meio presente de soro ou os
blastocisto cultivados m meio livre de soro, apresentaram vactolos que ocuparam o maior
espago do citoplasma do embrido (CROSIER et al., 2000%), constatando que a morula
compacta quando presente no meio acrescido de soro, pode inicialmente j& estar
comprometida, ja a mérula compacta que foi cultivada no meio livre de soro, demonstrou

aumento no desenvolvimento para o estagio de blastocisto (FAIR et al., 2000).

2.5 HIPOTESE
A hipdtese prevista para este estudo € que o grupo 2 e o grupo 4, ambos acrescido

com 100 uM de cisteamina, devem ser superiores ao grupo 1 e o grupo 3 que nio possuem

adicdo do antioxidante.

3. OBJETIVO
A presente investigacdo experimental objetivou utilizando-se:
1- Avaliar qualitativamente o efeito da adicdo do Soro Fetal bovino (SFB), e da
Albumina Sérica Bovina (BSA) associada ou ndo a cisteamina na maturagdo nuclear através

da presenca da metafase Il nos ovécitos de ovelhas

2- Avaliar quantitativamente o protocolo de maturacdo que obteve melhores taxas de

ovocitos em metafase II (MII) nos indices de producdo de embrides ovinos in Vitro.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 — Obtencéo e maturacgdo dos ovocitos

Os ovocitos colhidos foram provenientes de ovarios de abatedouro da cidade de Séo
Manuel, na regido Centro-Oeste do Estado de Sdo Paulo e transportados em recipiente
térmico contendo solucdo salina estéril e mantidos a temperatura de 30-35°C. No laboratorio,
estes foram novamente lavados com solucdo salina estéril aquecida a 30-35°C e todos os
foliculos ovarianos foram aspirados manualmente utilizando agulha 30x8 G acoplada a uma

seringa descartavel de 20 mL descritos na Figura 1.

FIGURA 1: A: Imagem digital, A: Lavagem dos ovarios de ovelhas; B: Controle da
temperatura em 36°C para os ovarios e o liquido folicular; C: Aspectos dos ovarios de ovelhas; D:

Aspiragéo in vitro dos foliculos de ovérios de ovelhas.
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O fluido folicular aspirado e os ovdcitos foram transferidos para um tubo de
poliestireno de 50 mL. Ao término da aspiragdo, o sedimento formado descrito na Figura 2,
foi distribuido em placas de poliestireno de 60 mm de diametro, procedendo-se entdo a
sele¢do dos ovocitos em microscopio estereoscopico, sendo selecionados somente aqueles que
apresentavam aspecto homogéneo do citoplasma, compactagao das células do cumulus, e pelo

menos uma a trés camadas de células de revestimento como descrito na Figura 3.

e

FIGURA 2: Imagem Digital: Aspecto do sedimento

contendo os ovocitos de ovinos aspirados

FIGURA 3: A e B: Aspectos dos ovdcitos de

ovelhas aspirados e selecionados Grau III; C: Aspecto

ovocito de ovelha desnudo.
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Os ovocitos selecionados forma lavados duas vezes em meio TCM-199 contendo
tampao Hepes, suplementado com 10% soro fetal bovino (SFB), 0,3 mM de piruvato e
75ug/mL de estreptomicina € uma vez em meio de maturacdo (TCM-199, 10% soro fetal
bovino (SFB), 0,3 mM de piruvato e 75ug/mL de estreptomicina, 0,1 UI/mL de hCG, 1pg/mL
de estradiol), basico para todos os tratamentos segundo Accardo et al., 2004.

Em seguida, os ovocitos foram transferidos para placas “four well” (20
ovocitos/poco) para o cultivo da maturagdo in vitro como descrito na Figura 5. O meio de
maturacdo além de conter a suplementacdo bdsica para todos os tratamentos, recebeu a
complementacdo especifica para cada tratamento, sendo que foram utilizados 20 ovdcitos por
grupo, com 5 repeti¢des em cada grupo seguintes:

eTratamento 1: Soro Fetal Bovino (SFB) (10%)

e Tratamento 2: SFB (10%) + cisteamina (100uM)

e Tratamento 3: BSA (Albumina Sérica Bovina)(4mg/ml)

eTratamento 4: BSA (4mg/ml) + cisteamina (100pM)

O cultivo dos ovdcitos para maturagdo in vitro foi realizado em estufa da marca
Thermo a 38,5°C e atmosfera de 5% de CO, em ar num periodo de 20-22 horas segundo,
Accardo et al., (2004); Ptak et al., (2002).

Para a realizagdo da primeira estapa do experimento foi selecionado o melhor
protocolo da maturag¢do oocitaria in vitro. Na segunda etapa do experimento foi realizada a
fertilizacdo in vitro (FIV) e o cultivo in vitro (CIV), para entdo se proceder a analise dos

indices de embrides ovinos produzidos in vitro no oitavo dia (D8) do desenvolvimento.

4.2. — Avaliacédo da maturacéo nuclear

Os ovocitos foram retirados do meio de maturagdo ¢ colocados na enzima
hialuronidase (2mg/ml) por dois minutos para extracdo das células da granulosa, através de
pipetagens sucessivas. Posteriormente os ovocitos desnudos foram coradas com Hoescht
33342 e realizada a montagem das ldminas com laminulas. Apds a coloragdo das células, estas
foram avaliadas conforme a configuracdo nuclear utilizando-se microscopia de
epifluorescéncia (340-380 nm) (Leica DMIRB) com luz ultra-violeta. Os ovocitos foram

classificados segundo o estagio meidtico em: VG (Vesicula germinativa), QVG (quebra da
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vesicula germinativa), MI (metafase I); MII (metafase II); e NI (Nao identificado ou
degenerado) (Bayard et al., 2002)como descrito na Figura 6.

Num total de 400 ovoécitos que foram divididos aleatoriamente em cada tratamento, foi
analisada a maturagdo nuclear de acordo com a condensagdo da cromatina, ou seja, 0 ovocito
que estava na fase de metafase II (MII), havendo extrusdo do 1° corpusculo polar, indicativo
de maturidade do ovdcito, ou se este estava imaturo, apresentando-se em outros estagios
meidticos como em: vesicula germinativa (VG), quebra da vesicula germinativa (GVBD),

metafase I (MI) (Accardo et al., 2004).

CP

FIGURA 6: Micrografia Digital mostranda os aspectos da
morfologia nuclear em ovoécitos corados com Hoescht: A:VG; B:

QVG, C: MI; D: MII com extrusdo do Corpusculo Polar (CP)
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4.3 - Fecundacéo dos ovocitos

A fecundagdo in vitro (FIV) foi realizada 20-22 horas apods o inicio da MIV. Os
ovdcitos foram transferidos, em grupos de 15 a 25, para pogos de 100 uL de meio TALP,
contido de SOF bicarbonato (40mL), glutamina (6mg), estreptomicina (4mg) suplementado
com 20% de soro de ovelha em estro inativado, cobertas com 6leo mineral. O sémen utilizado
foi de apenas um carneiro, que foi congelado em palhetas de 0,5 mL. Para a descongelacao foi
aquecido a 45°C por 20 segundos e depositado em eppendorf. Posteriormente foi centrifugada
uma vez a 200g por 5 min para “lavagem do sémen” para a retirada do diluidor. O sedimento
foi recuperado e depositado em outro eppendorf contendo meio TALP. Posteriormente foi
homogeneizado e submetido a avaliagdo quanto ao volume, concentracdo e motilidade
espermatica. A concentragio final foi ajustada para 25 x 10° espermatozéides vivos/mL com
meio TALP como descrito na Figura 7 e adicionados as gotas de meio ja contendo os
ovocitos.

O periodo de co-incubacdo de ovdcitos e espermatozoides, a 38,5-39°C e 5% de CO,
em ar, foi de 17-18 horas para a produgdo de embrides segundo, Ptak et al., (2002);
Radziewic & Brown, (1998). Apds esse periodo, as células do cumulus foram removidas do

meio FIV TALP e desnudas por pipetagem.

4.4 - Producéo de embrides in vitro

Apés fecundagio, os zigotos foram lavados por trés vezes no meio de lavagem FIV e
uma ultima vez em meio SOF, suplementado com aminoacidos essenciais € ndo essenciais, 1
mM de glutamina e 8 mg/ml de albumina sérica bovina (BSA) a 7% O,, 5% CO, e 88% de
N2 a 39°C de atmosfera cultivados em microgotas de 100 pl sob dleo mineral. No terceiro e
no quinto dia de cultivo, considerando o dia zero (D0) foi definido como o dia da fertilizagao,
foi realizado o “feeding”, adicionando 10% de soro fetal bovino ao meio, realizando o até o
término do cultivo no sétimo dia (D7). A clivagem foi avaliada 40 horas ap6s a fecundagéo e
o desenvolvimento de blastocistos expandidos no oitavo dia (D8) segundo Accardo et al.,

(2004); Ptak et al., (2002), como descritos na Figura 9.
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Blastocisto

/'

Célula com
dois

FIGURA 9: Micrografia digital do aspectos dos embrides de ovelhas produzidos in vitro.

4.5. ANALISE ESTATISTICA

A analise estatistica foi realizada utilizando-se o programa “Statistical Analysis
System” (SAS), versao 5.0 (1996) (Procedimento MEANS e GLM com P<0,05). Na primeira
etapa do experimento, os grupos de ovdcitos maturados foram analisados utilizando o teste
Qui-Quadrado para a comparac¢do da proporcao de células que atingiram a fase de metafase II
(MII) nos quatro tratamentos.

Na segunda etapa foram computados a propor¢do média de producdo de morulas e

blastocistos com seus respectivos erros padroes.
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5. Resultados e Discussao

A eficacia de diferentes meios de maturagdo in vitro (MIV) no desenvolvimento
embrionario tem sido alvo de intensa discussdo na literatura e objeto de inimeros ensaios
comparativos. Com esse intuito, o presente estudo inicialmente avaliou ovocitos ovinos
cultivados em quatro suplementacdes distintas, a saber: (G1) Soro Bovino Fetal (SBF), (G2)
SBF e Cisteamina, (G3) Albumina Sérica Bovina (BSA) e (G4) BSA ¢ Cisteamina, sendo a
eficadcia do meio mensurada através do nimero de ovocitos em estagio de metafase I1 (MII).

Os resultados encontrados estdo sumarizados na Tabela 01.

Tabela 01 — Dados de avaliagdo quantitativa da eficacia dos meios de maturacio nuclear.

. Quebra da . . Néo
Grupo Ves!culz_i Vesicula Metafase Metafase Identificado  Total Perce,ntual de
Germinativa . | 1 Metafase |1
Germinativa (ND)
Gl 23 40 20 16 1 100 16%°
G2 13 27 20 34 6 100 34%*
G3 8 32 26 28 6 100 289 2°
G4 5 40 17 33 5 100 33%*?
Hipotese Estatistica Significancia
G2=G4>G1=G3 ' =133,17 p=0,001

Legenda: G1-Soro fetal bovino (SFB) (10%); G2-SFB (10%) + cisteamina (100puM); G3-BSA
(Albumina Sérica Bovina) (4mg/ml); G4-BSA (4mg/ml) + cisteamina (100uM);(ND) Néo

identificados ou degenerados

Avaliando o percentual de ovoécitos que atingiram a MII, foi observado no grupo 2
(SFB + cisteamina) a melhor taxa de 34%, semelhante ao observado no grupo 4 (BSA +
cisteamina) com 33%, e no grupo 3 (BSA) com 28%, mas diferindo do grupo 1 (SBF) com
apenas 16%. A analise estatistica mostrou inferioridade de G1 também em relagdo ao G2 e
G4, com diferenga significativa (p<0,05). J& o grupo 3 se posicionou como intermediario,

sendo estatisticamente semelhante aos grupos 2 e 4, mas também comparavel ao grupo 1.
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Em ultima andlise, apesar do beneficio encontrado nos grupos com suplementacido de
cisteamina, os resultados de maturagdo foram inferiores quando comparados aos usualmente
descritos na literatura de bovinos, ¢ possivelmente esse fato se deva a fatores como a
conservagdo do material, variagdo na faixa etdria e condi¢do reprodutiva dos animais,
diferentes estacdes do ano, e alteracdo das caracteristicas morfoldgicas foliculares, levando
também em considera¢do a qualidade dos ovdcitos desta espécie.

Deste modo, foram utilizados quatro tratamentos com diferentes suplementagdes para
o meio MIV de ovelhas, sendo que, em dois desses, foi adicionado o antioxidante cisteamina,
ora na presenca de SFB, ora com BSA. Nos grupos em que a cisteamina esteve presente,
foram encontradas maiores taxas de ovdcitos que atingiram o estagio de MII, etapa
fundamental da MIV, pois nela acontece a maturagdo necessaria para que ocorra 0s proximos
eventos da fertilizagdo e do cultivo in vitro. Esses resultados foram semelhantes aos de outros
autores (DE MATOS et al, 2002), que utilizaram 100uM de cisteamina no meio MIV de
ovelhas, verificando efeito benéfico na maturacdo oocitaria. Outros resultados divergem
desses achados, mas ha consenso que influéncias intrinsecas e extrinsecas podem tanto ajudar
na progressdo meidtica do ovocito, quanto no bloqueio do mesmo (KRISHER & BAVISTER,
1998).

5.1.1 Obtencéo de ovarios e ovocitos

Os ovarios foram obtidos de abatedouros da cidade de Sdo Manuel, na regido Centro-
Oeste do Estado de Sao Paulo, e apesar da pequena distdncia do Laboratério de Reproducao
Animal da FMVZ - UNESP - Botucatu, local de realizacdo dos testes, e deste material ndo ter
sofrido condi¢des de estresse pelo tempo de armazenagem, houve, em muitas rotinas,
problemas na estocagem dos ovarios que podem ter influenciado negativamente na maturagio
dos ovocitos. Pelo protocolo estabelecido, os ovarios deveriam ser estocados em solugdo
fisiologica a 36°C em garrafa térmica para conservacdo das células, porém as regras dos
estabelecimentos ndo permitiam a entrada dos pesquisadores na linha de abate, dificultando o
controle de temperatura, visto que o material foi coletado pelos funcionarios do local.

Além disso, houve dificuldade para a obten¢do de ovarios de ovelhas, fazendo com
que as rotinas fossem realizadas em momentos distintos, ocasionando heterogeneidade em
variaveis como a época sazonal, faixa etaria, condi¢gdes corporais e estagios reprodutivos dos
animais. Possivelmente estes fatores influenciaram diretamente na qualidade oocitaria em

relagdo a maturagdo in vitro, pois estudos apontam que a competéncia oocitaria é adquirida
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durante a foliculogénese e afetada por diversos fatores, como estacdo do ano tamanho do
foliculo estresse, nutri¢do, sanidade e idade do animal (LONERGAN et al., 1994; MORTON
et al., 2005).

Para obtengdo dos ovoécitos no presente estudo, foram aspirados ovarios com seringa
de 10 ml e agulha 21G (30x8 mm), gerando média subjetiva de um a dois ovocitos por ovario,
numero relativamente baixo para a realizagdo da técnica de Producdo de Embrido In Vitro
(PIV). Ja no estudo de Morton et al. (2005), os maiores indices de recuperagdo ovocitaria
ocorreram quando se utilizou seringa de 2,5 ml com agulhas de 19 ou 20 G.

Em frigorificos, o abate dos carneiros normalmente ¢ realizado em animais de trés a
quatro meses de idade, para a obtengdo da carne de cordeiro, e no caso das fémeas,
geralmente s3o as que possuem idade avancada ndo servindo mais para reproducdo sendo
destinadas para o descarte. Isso explica, em tese, os indices de maturagdo in Vvitro neste
experimento inferiores aos encontrados em bovinos, visto que, provavelmente, os ovarios
obtidos eram de animais pré-puberes ou senis, fato este que influencia diretamente a
qualidade oocitaria. Em estudo com ovdcitos obtidos de animais dessa faixa etaria O’Brien et
al., (1997) constataram que houve menor metabolismo da glutamina, menor nimero de
mitocondrias e menor tamanho dos granulos corticais, além das limitagdes funcionais como
diminui¢do do tamanho, defeito na ligagdo das células do cumulus com os ovdcitos,
decréscimo de aminoacidos, redu¢do da sintese de proteinas e do metabolismo energético,
anormalidade da atividade do ciclo celular e na regulacio do MPF durante a meiose nos
ovocitos. Segundo estudo de Ledda et al., (1997), estes defeitos estdo associados a um
aumento na incidéncia de partenogénese, migragdo irregular dos granulos corticais, maturagao
citoplasmatica e nuclear inadequada, além do aumento da polispermia.

Outro fator que pode ter prejudicado a maturacdo nuclear dos ovocitos neste
experimento ¢ a caracteristica morfoldgica do foliculo. Como houve escassez de ovarios de
ovelhas abatidos e, conseqiientemente, de ovdcitos (média subjetiva de um a dois ovécitos por
ovario), foi optado pela aspiragdo de todos os foliculos e padronizado a sele¢cdo oocitéria.
Desta forma, ao longo destes dois anos os ovarios ora se apresentavam repletos de foliculos
na superficie ovariana, ora com escassez do mesmo, variando a populagdo ovocitaria, fator
que pode ter influenciado a maturacdo nuclear destas células. E adicionalmente, como ja
discutido, a competéncia oocitdria ¢ adquirida durante a foliculogénese e afetada por diversos
fatores, como esta¢do do ano, tamanho do foliculo, estresse, nutri¢do, sanidade ¢ idade do
animal.

Outro aspecto que pode ter influénciado na qualidade ovocitdria foi a aspirag@o tanto

de foliculos menores, quanto de maiores, recuperando grandes quantidades de ovdcitos Grau
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IIT e Desnudo, prejudicando a quantidade de células utilizadas e a qualidade para ocorrer a
maturacdo nuclear. Esses achados foram descritos em outros estudos (LEDDA et al., 1997,
1999) em que ovocitos obtidos de foliculos pequenos (1-2mm), demonstraram didmetro
menor, e falharam em completar a meiose in vitro, pois o tamanho do foliculo afetou a ligagio
entre as células do cumulus ¢ o ovdcito, devido ao crescimento incompleto destes. Ja os
ovocitos de ovelhas, aspirados de ovarios que continham quantidade de foliculos inferior a
quatro, demonstraram baixo indice de clivagem e de producédo de blastocistos, em relagdo aos
que continham oito ou mais foliculos (MOSSA et al., 2007).

A presenca desses fatores, que potencialmente influenciam a qualidade oocitaria, pode
estar relacionada com a grande variabilidade na qualidade ovocitaria encontrada no presente
experimento. Foram obtidos desde ovdcitos mais circunscritos pelas células do cumulus (Grau
I, II), até aqueles com menor camadas de células do cumulus (Grau III, Desnudo e
Degenerados), encontrados com maior freqiiéncia na rotina da PIV deste estudo.
Adicionalmente, por caracteristica individual da espécie estudada, os Graus I e II podem estar
naturalmente em menor quantidade.

Esses achados também s3o descritos em outros trabalhos, e em diversas espécies,
como ovinos (STAIGMILLER AND MOOR, 1984); suinos (YAMAUCHI AND NAGALI,
1999) ¢ bovinos (CHIAN et al., 1994; GESHI et al., 2000), em que os ovocitos desnudos
demonstraram maior susceptibilidade ao estresse oxidativo e a precocidade na degeneracdo
celular, diferentemente dos que estavam envoltos por varias camadas de células do cumulus,
que ajudaram tanto na neutralizagdo dos radicais presentes nos sistemas in vitro, como em um
aumento nos indices de clivagem. Apesar de alguns ovdcitos demonstrarem células do
cumulus diminuidas ou ausentes (DOS), estes conseguiram completar a maturagdo meidtica in
vitro, porém com uma competéncia diminuida (CHIAN et al., 1994).

Segundo estudo de Feugang et al., 2004, o sistema In vitro influencia diretamente o
ovocito por haver aumento das concentragdes intracelulares de Radicais livres (ROS) quando
as células s@o expostas a altas tensdes de oxigénio, provocando injuria na célula. Desta forma,
no presente estudo foi optado pela utilizacdo de 100 uM de cisteamina, ja descrita como
eficiente na MIV de ovelhas por De Matos et al., 2002, com a fun¢do de neutralizar os
radicais, principalmente dos ovocitos que possuiam células do cumulus diminuidas ou
ausente. Esses foram os tipos celulares encontrados com maior freqiiéncia no presente estudo,
numa analise subjetiva.

Para avalia¢do da maturagdo in vitro foi escolhido a nuclear, utilizando o corante
Hoscht para o material nucléico presente no ovocito. Trabalhos demonstram que a

suplementagdo do meio MIV com os precursores da sintese de glutationa (GSH) intracelular,
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como o B-mercaptoetanol, cisteamina ou a cisteina na espécie bovina (AVELINO, 2004),
ovina (DE MATOS et al, 2002b), caprina (RODRIGEZ-GONZALEZ et al., 2003),
demonstraram aumento da sintese de GSH, proporcionando maior competéncia dos ovdcitos e
melhora nas taxas de desenvolvimento embrionario no estadio de blastocistos.

No presente estudo, apesar da taxa de ovdcitos que atingiram o estagio de MII ter sido
maior nos grupos suplementados por cisteamina, sejam associados com BSA ou SFB, estes
resultados foram considerados baixos. Para explicar esses achados, uma possivel linha tedrica
¢ a de Edwards (1965) apud Abeydeera et al. (1998), em que ovdcitos removidos dos
foliculos e mantidos em condig¢des favoraveis de cultivo in Vitro, podem apresentar maturagio
nuclear espontdnea (retomada da meiose até o estagio de MII), mas, algumas vezes, este
reinicio acaba sendo precoce, € 0 ovocito ainda ndo estd apto para ser maturado, fertilizado e
se desenvolver (HYTTEL et al., 1997, HENDRIKSON et al., 2000).

Neste experimento o percentual de MII do Grupo 1, foi numericamente distinto do
Grupo 3, como descrito no grafico 1, porém eles ndo diferiram estatisticamente, e
provavelmente esse resultado seja decorrente de numero insuficiente de ovocitos em cada
grupo (5 repeticdes de cada grupo com 20 ovodcitos), para evidenciar e gerar uma provavel

diferen¢a na andlise estatistica.
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FIGURA 10: Grafico da porcentagem ovocitos que atingiram fase de metafase II (MII)

através da andlise da maturagdo nuclear nos 4 distintos tratamentos na MIV.

Legenda: G1-Soro fetal bovino (SFB) (10%); G2-SFB (10%) + cisteamina (100uM); G3-BSA
(Albumina Sérica Bovina) (4mg/ml); G4-BSA (4mg/ml) + cisteamina (100pM).

5.2 . Fertilizag&o in vitro

Apesar da etapa da MIV ser a mais importante nos procedimentos de PIV, para o
ovocito tornar-se maduro e ter a capacidade de ser fertilizado, a FIV, para a espécie ovina,
demonstrou diversas dificuldades. Inicialmente, ndo foi possivel utilizar o mesmo protocolo
de bovinos descrito pela literatura para os ovinos, devido as diferencas individuais entre
espermatozdides das diferentes espécies. Além disso, a literatura ndo especifica
detalhadamente a composicdo do meio e do procedimento adequado, tanto para preparagdo do
sémen desde o método de congelacdo, quanto para o cultivo da etapa da FIV em estufa.

No presente estudo, foi verificada subjetivamente a queda na motilidade e na
concentragdo espermatica apos a descongelacdo seguida da centrifugacdo. Foi observado que
a poténcia de centrifugacdo utilizada para ovinos necessitou de modifica¢des, como a redugdo

para 200g por 5 minutos, pois o aumento desta, provocou queda da motilidade espermatica
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dos carneiros e possivelmente lesdo na membrana das células. Esses achados condizem com
Cox et al., (2007), que ao centrifugar o sémen de carneiro com a mesma poténcia usualmente
realizada na FIV de bovinos (900g /30 minutos), observou grande queda na motilidade
espermatica.

Desta forma, foi optado pela “lavagem” do sémen de carneiros descongelado para
retirada do diluidor, ja que ao ser testada a metodologia do gradiente de Percoll, foi observado
comprometimento da motilidade espermadtica, que se apresentou em torno de 60% pds-
descongelagdo e imediatamente caiu para 20 ou 10%, comprometendo a posterior fertilizagao.
Essas dificuldades ndo foram encontradas por outros autores (COGNIE et al 2004,) que
relatam que a centrifugacdo do sémen pelo gradiente de Percoll € superior aos outros
procedimentos de separagdo dos espermatozdides ovinos, quando utilizadas palhetas
congeladas.

Este fato supostamente ocorreu, devido a utilizagdo do sémen congelado para a
realiza¢do da FIV, pois comercialmente trata-se de uma ferramenta mais viavel em relagdo a
disponibilidade da amostra, além de utilizacdo mais rentavel do tempo para a realizagcdo da
fertilizagdo no momento adequado (22-24horas pés MIV) do que o uso do sémen fresco.
Porém, segundo a literatura (HUNEAU et al., 1994) tanto nos sistemas in vivo quanto in vitro,
normalmente ocorrem diferencas nos indices de fertilidade entre os carneiros que limitam a
sele¢do comercial de machos, tanto para a utilizacdo na inseminagdo artificial, como para a
implementagdo de tecnologias como a produgdo de embrides in vitro (PIV).

Alguns estudos relacionaram estas diferencas de motilidade e fecundagdo entre os
carneiros utilizados, porém ndo entre os ejaculados do mesmo animal (SMITH et al., 1997).
Ja outros trabalhos (WINDSOR, 1997, SMITH et al., 1996), divergem dessa premissa, e
apontam que a simples selecdo do sémen elimina as diferencas entre os carneiros em relacdo a
motilidade. Porém, a variabilidade de cada ejaculado entre mesmo carneiro permanece, € as
diferengas de fertilidade podem ocorrer entre carneiros e entre ejaculados de um mesmo
carneiro

No presente trabalho, a congelacdo do s€émen foi realizada com glicina, gema e leite
para a realizag@o da FIV, fato este que pode ter comprometido tanto a qualidade espermatica,
quanto a fertilizacdo dos ovocitos, pois a congelagdo e a descongelagdo do sémen induzem
modificacdes na estrutura lipidica e protéica da membrana plasmatica, promovendo a
capacitagdo e a reagdo precoce do acrossoma (SALAMON & MAXWELL, 2001).
Especificamente no caso dos ovinos, o uso do sémen congelado promove a reducdo da
capacidade fecundante dos espermatozoides em relagdo ao sémen fresco, e, de acordo com

estes achados, (SALAMON & MAXWELL, 2001). verificaram que de todos espermatozdides
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criopreservados, 40-50% ndo sobrevivem, por haver modifica¢des bioquimicas, funcionais e
estruturais na membrana plasmatica da célula, permanecendo apenas uma sub-populacdo de
espermatozdides viaveis.

O processo de refrigeracdo, congelacdo e descongelacdo do sémen, antecipam a
capacitagcdo e a reacdo acrossomal dos espermatozdides em comparagdo ao sémen in natura,
tornando sua sobrevivéncia limitada, pois os espermatozoides capacitados ndo possuem um
periodo de vida prolongado, pois sdo ativados para preparacdo de encontro com o ovdcito, e
se isto ndo ocorrer em curto tempo eles morrem (WATSON, 1995).

Além disso, a populagdo espermdtica pos-descongelacdo ¢ muito fragil, tendendo a
desenvolver uma rea¢do acrossomal espontdnea e, especificamente, no caso de
espermatozdides ovinos, tendem a apresentar uma capacitacdo espermatica mais rapida que as
demais espécies. No presente estudo, através de testes, foi verificado que qualquer adi¢do de
algum suplemento capacitante como a heparina no meio FIV foi maléfico para a
sobrevivéncia espermatica ovina, apesar de ser usualmente utilizado na FIV de bovinos, como
ja descrito por Morris et al, (2003).

Outro fator que pode supostamente ter influenciado a populacdo espermatica ovina do
presente estudo, e a posterior fertilizagdo dos ovocitos, é a composi¢do dos diluidores e
crioprotetores, pois segundo a literatura, altas concentragdes de crioprotetores sao toxicas para
a célula, podendo resultar na queda da fertilidade (SALAMON & MAXWELL, 2001).

Dattena et al (2000), ao coletar 390 ovdcitos provenientes de abatedouro, verificaram
que 63 (22,4%) se desenvolveram até o estagio de blastocisto. Apesar da clivagem ter sido
alta, os autores utilizaram sémen fresco, o que invibializou a técnica a campo, j4 que para
realizar a fertilizagdo in vitro, ha a necessidade desta ser realizada no momento exato 22-24
horas pos-maturagéo in vitro (MIV). Corroborando com esta hipotese, Fukui et al. (1988)
utilizaram sémen fresco e Morris et al (1998), sémen congelado, demonstrando que as
caracteristicas individuais da espécie ovina por si s podem afetar tantos os indices de
fertilizagdo in vitro, como a habilidade de clivagem do ovdcito para o desenvolvimento do
blastocisto.

No presente estudo, por ter ocorrido queda da motilidade espermatica em todas as
rotinas de FIV, optamos pela utilizagdo de dose inseminante correspondendo a 25x10°
espermatozdides por ovocito, que vao de acordo com o descrito por O’Meara et al.,(2005).
Apesar de estudos prévios relatarem que a concentracdo de sémen utilizada pode afetar os
indices de clivagem in vitro dos embrides, Morris et al (2003), demonstrou que a FIV de
ovelha com uma baixa concentracdo espermatica de 0,25 x 10° mL, resultou em baixos

indices de clivagem embrionario in vitro e de prenhes in vivo. Esses achados diferem dos
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descritos por Hunter et al. (1993), que apontam a baixa concentragdo do s€émen como melhora
nas diferengas entre carneiros no sistema de fertilizagdo in vitro, pois poucos espermatozoides
que foram adicionados nos ovocitos, refletiram uma situagdo in vivo com menor quantidade
desses presentes nos sitios de fertilizacdo. Porém, ndo foi relatada a dose inseminante
utilizada.

No experimento realizado, os espermatozodides foram fertilizados e incubados por um
periodo de 17-18horas em estufa com 5% CO, e temperatura de 38°C, sendo verificado baixas
taxas de clivagem, diferindo de outros estudos, em que as células foram fertilizadas in vitro
num sistema cultivado em uma atmosfera controlada com 5% O,, e com maior efetividade
para a produc¢do de blastocistos (LEONI et al., 2007).

O passo seguinte foi adicionar soro de ovelha em estro no meio FIV, de acordo com
Cognié & Baril, (2003), para poder suportar a capacitagdo espermatica e ou a fertilizagao.
Apesar de ainda ndo ser bem conhecida a constituicdo do soro, este apresentou resultados
satisfatorios bem como quando substituido por moléculas que estimulam a capacitacdo
espermatica, como a hipotaurina e ou a epinefrina e ou o BSA (GORDON, 1994). Porém, em
concordancia com Cognié¢ & Baril, (2003), o mesmo ndo ocorreu com a adi¢do da heparina,
que ¢ um potente ativador da capacitagdo espermatica no touro, ndo agindo de forma eficaz na
capacitacdo do espermatozoide ovino. Outros estudos, porém, mostraram que a heparina
quando adicionada no meio de capacitagdo de sémen ovino, apresentou 65,8% de ovdcitos
fecundados (NAQVI et al 2001). Ja a cafeina deprimiu as taxas de fecundagdo em sémen
fresco, além de possuir um sinergismo com a heparina que afetou negativamente as taxas de
clivagem nesta espécie (NAQVI & MADAN, 1997). Estas diferencas se devem ao fato dos
espermatozdides dos pequenos ruminantes serem maiores que dos touros € manterem suas

particularidades (COGNIE & BARIL, 2003).

5.3. Producéo de embrido in vitro

O objetivo desta etapa foi avaliar o comportamento do meio de melhor desempenho de
MIV obtido entre o G1, G2, G3 e G4, analisados na primeira etapa, com relacdo a sua
eficiéncia em melhorar a quantidade (clivagem e producgdo de blastocistos), avaliando os
indices de produgdo embrionaria in Vvitro na espécie ovina.

Dessa forma, foi optado para utilizagdo o meio utilizado pelo Grupo 2, com melhor
desempenho numérico, constituido por SFB (10%) + cisteamina (100uM). Apds esse
tratamento, 1023 ovdcitos de todas as repetigdes foram fertilizados in vitro nas mesmas

condi¢des e com o sémen de um mesmo carneiro, congeladas com o mesmo diluidor,
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constituido de glicina, gema e leite. Apds 17 a 18 horas do cultivo da FIV; de acordo com a
metologia descrita por Cognié et al., (2004), os provaveis zigotos foram encaminhados para o
meio de cultivo in vitro (CIV) composto por SOF, acrescido de aminoacidos essenciais, ndo
essenciais, glutamina, antibidtico, piruvato e BSA e glicose, e entdo incubados em estufa de
gas controlado com 5% de O,. A adi¢do de glicose foi essencial no meio CIV de ovelhas, pois
apesar de haver diferengas entre a espécie bovina e ovina em relacdo aos requerimentos
energéticos até o estagio de blastocisto, houve a necessidade da suplementacdo com glicose
(principal fonte de energia) para reduzir o estresse celular apds a compactagdo na PIV de
ovelhas. (COX et al., 2007).

Apos 24 e 48 horas de CIV, foi realizada a troca do meio, adicionando-se SFB para
realizagdo do “feeding”. Apesar dos baixos indices de produgdo de embrides ovinos in Vvitro.
essa etapa se demonstrou satisfatoria, pois em andlise subjetiva do experimento piloto
anteriormente realizado, quando o soro ndo era readicionado no meio CIV, as taxas de
clivagem ndo ocorreram. Os mesmos achados foram demonstrados por Cognié et al., (1999)
em que a adi¢gdo do SFB melhorou a viabilidade embrionaria in vitro nas ovelhas, ¢ também
por outros autores (PIYOPUMMINTR & BAVISTER, 1994), que descreveram a
suplementagdo do soro no meio de cultivo como benéfica, pois promoveu diferentes
influéncias no momento em que foi adicionado, acelerando o desenvolvimento embrionario e
ou estimulando o desenvolvimento da peri-compactagdo (CAROLAN et al., 1995).

Para a realizagdo do *““feeding”, retiramos 50ul. do meio contido na placa e
readicionamos 50uL de um novo meio, com a presenga apenas de 25 pL/mL de SFB. Apesar
de ter sido benéfica a clivagem nos zigotos, estes dados divergiram de outros estudos, em que
embrides produzidos in vitro na preseng¢a de soro, demonstraram maiores quantidades de
granulos escuros no citoplasma, aumento de gotas lipidicas, complexo juncional incompleto
entre a massa celular interna (MCI) e a trofoderma (HOLM & CALLESEN, 1998),
constatando que grande quantidade de soro adicionado no meio de cultivo in vitro, resultou
em aumento na fragmentacdo da célula e diminui¢do da producdo embrionaria (THOMPSON
etal., 1995).

Entretanto, embrides que foram cultivados in vitro em meio ausente de soro (mSOF),
porém suplementados com albumina sérica bovina (BSA), resultaram em menor quantidade
de blastocistos do que o meio CIV acrescido de soro (CROSIER & FARIN, 1998a). Porém,
estes embrides tiveram tendéncia a melhorar o desenvolvimento embrionario nas 168 horas
apo6s a fertilizacdo, em comparacdo aos que foram cultivados no meio contendo apenas de

soro, corroborando com os achados de Thompson et al., (1995), em que a limitada exposi¢do
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do soro no meio CIV, manifestou caracteristicas similares com os embrides produzidos in
VIVO.

Estas condi¢gdes foram mantidas em todas as repeticdes do experimento, e, segundo
Ledda et al., 1997, as diferengas nas condi¢des de PIV (composi¢do dos meios de cultivo e
qualidade espermatica) tém impacto sobre todas as etapas (MIV, FIV e CIV).

Os embrides foram avaliados em dois momentos do desenvolvimento, 48 horas apos a
FIV para analisar a taxa de clivagem (embrides com duas ou mais células), € no sétimo dia
(D7) apds a FIV, para determinacdo da produgdo de blastocistos. A porcentagem de moérulas e
blastocisto produzidos foram calculadas em relagdo ao total de ovocitos utilizados.

Neste experimento, a propor¢cdo média de producdo final de morulas foi de 2,34 +

2,45% propor¢do média final de blastocistos doi de 0,90 + 1,81%, descritos no Grafico 2.

FIGURA 11: Grafico da propor¢ao média final de produgéo in vitro de Moérulas e

Blastocistos de ovelhas.

Apesar da propor¢do de embrides produzidos ter sido baixa no presente estudo,
numericamente a producdo de morulas foi superior a de blastocistos produzidos. Este aumento
de morulas possivelmente ocorreu devido a menor qualidade dos embrides que sdo

produzidos in vitro. Esses achados estdo presentes também em estudos descritos
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anteriormente em que, além qualidade inferior dos embrides produzidos in vitro, estes
possuem menor metabolismo e menor expressio génica (NIEMANN & WRENZYCKI,
2000). Além disso, muitos dos embrides produzidos nestes estudos pararam a clivagem
provavelmente devido a auséncia de fatores ainda desconhecidos no meio, bem como a
presenca de um ambiente inadequado de cultivo para a espécie ovina, fazendo com que nao
ocorresse a ativacdo do genoma embriondrio, que resultou em baixo indice de clivagem
(RIZOS et al., 2002b).

Do mesmo modo, estudos descreveram anormalidades em embrides de PIV,
apresentando citoplasma mais escuro, de baixa densidade, aumento intracelular de
triglicérides, presencas de blastdmeros edemaciados, maior fragilidade na zona pelucida,
diferengas na comunicacdo intercelular e maior incidéncia de anormalidade cromossdmica
(VAM SOOM et al., 2002), que resultaram em menor produg¢do de blastocistos, o que
possivelmente ocorreu no presente estudo .

Apesar da técnica de PIV ja ser consagrada para a espécie bovina, dos 80% de
ovdcitos bovinos que sdo maturados e fertilizados in vitro (FIV), e que conseguem completar
o primeiro ciclo meidtico, culminando com a primeira clivagem para o estdgio de duas
células, apenas 40 a 50% conseguiram chegar até o estagio de blastocisto (HASLER, 2000).
Segundo este autor, este fato ocorreu, pois, o periodo de cultivo (CIV), representa a fase mais
longa de todo o processo de produgdo de embrido in vitro, demonstrando exercer grande
influéncia na ativacdo do genoma embrionario, agindo diretamente na produgdo dos
blastocistos.

Porém, dados de Rizos et al., (2002a), divergem dessa linha, pois apontam que a
qualidade dos ovocitos submetidos a maturagdo e posterior fertilizagdo in vitro, foram os
responsaveis por influenciaram diretamente a competéncia oocitéria até atingirem o estagio de
final de producdo embrionaria, que estd de acordo com os achados do presente estudo. Nesse
ultimo, o material coletado, tanto os ovarios quanto os ovdcitos foram provenientes de
abatedouro, n3o havendo selecdo do animal com idade, escore corporal e eficiéncia
reprodutiva, havendo grande varia¢do em relacdo a qualidade oocitaria utilizada.

Apesar da proporcdo da producdo de morulas ter sido numericamente superior em
relacdo a de blastocistos produzidos, os indices de embrides foram baixos em relagdo a
espécie bovina descrita por outros autores. Segundo alguns estudos (LONERGAN et al.,
1999), os embrides produzidos in Vvitro, possuem diminui¢do da velocidade de
desenvolvimento, e a clivagem do zigoto estd intimamente ligada a competéncia embrionaria.
Ja o relato de Baldassare et al (2003), aponta que os ovocitos de ovelhas devem ser maturados

e fertilizados in vitro, porém no dia 2 (D2) pos-fertilizagdo, os zigotos devem ser transferidos
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para o oviduto da ovelha para completar o cultivo e ocorrer a ativagdo do genoma embrionario
por estarem num ambiente de cultivo mais adequado. Nas ovelhas a ativagdo gendmica ocorre
quando as células encontram-se no estagio de oito a 16 células, que coincide com o aumento
da atividade metabolica, sintese de proteina, consumo de O, e aumento de carboidratos

(THOMPSON et al., 1996) até a clivagem para o estagio de blastocisto.

6. CONCLUSAO

Os resultados obtidos nas condigdes experimentais do presente estudo permitem

concluir que:

1- A adicdo de 10% de SFB teve efeito deletério na MIV de ovinos, de tal forma que
o tratamento de maturagdo in vitro suplementado com 10% SFB e 100uM do
antioxidante cisteamina melhorou a maturag¢do nuclear dos ovocitos de ovelhas
coletados de abatedouro.

2- A produgdo de mdrulas foi maior em relagdo a producdo de blastocisto, porém os

indices de produgdo de embrides ovinos in vitro foi pequeno.

3- Ha anecessidade de novos estudos para padronizagdo da biotecnologia PIV nas
etapas da MIV, FIV e CIV nesta espécie, e comparagdo com os resultados do

presente estudo.
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