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RESUMO

Avaliaram-se as condi¢c8es de cultura para maturacéo dos odcitos (Exp. I) e o efeito do reprodutor (Exp. 1) sobre disdagras (e

e de moérulas e blastocistos (MO/BL) produzihogitro. Odcitos imaturos foram submetidos a maturatétiro sob diferentes condigdes:
meio B-199, acrescido de 5% de soro de vaca em estro (SVE), 5% de soro fetal bovino (SFB) e células da giaxpldsal{Teio B-

199, acrescido de 10% de SFB, 14 Ul/ml de PMSG e 7 Ul/ml de hgBxTl). Apds 24 h de cultura, os odcitos maturos foram
inseminados com sémen descongelado de dois reprodutpee&(Rxp. Il) e, apos 48 h de incubagado, os embribes de 2 e 4 células foram
transferidos para placas de cultivovitro, onde permaneceram em cultura por mais 9 dias. No Exp. |, os oécitqsedg foram
inseminados com sémen dgEXp. Il. No Exp. II, os odcitos do/Exp. | foram inseminados com sémen deR/Exp. Il. No Exp. I, a TC

foi superior (p<0,01) para,Tquando comparado com. A producao de MO/BL nao foi diferente (p>0,05) entre tratamentos. No Exp. II,
a TC e a taxa de MO/BL diferiram (p<0,05) para cada reprodutor. A adicdo de horménios no meio de maturacdo, embora nédo tenha
interferido na producéo de embrides, parece ser um procedimento mais pratico que o uso de células da granulosa. Asdilizacée de
diferentes reprodutores afetou o subseqiiente desenvolvimento embiiondrm

UNITERMOS: Maturacéo; Fertilizacddn vitro; Odcitos; Bovinos.

INTRODUCAO O presente trabalho teve como objetivo avaliar algumas
variaveis que interferem no sistema PIV, como as condi¢8es de cul-
producdo de embrides vitro (PIV) é uma técnica que tura para maturacdo dos odcitos (Experimento 1) e o efeito do
A vem se estabelecendo, sendo largamente utiligada reprodutor (Experimento Il) sobre a taxa de clivagem (TC) e a pro-
estudos da fisiologia da maturacéo e fecundacao dos odcithg;do de morulas e blastocistos (MO/BL).
capacitacdo espermatica, cultivo de embrides, clonagem, transferén-

cia de genes, microinjecdo, sexagem, congelacdo/descongelacéo de MATERIAL E METODO
odcitos e embrides. O aprimoramento das técnicas de matiracdo
vitro, desenvolvimento embrionario em sistemas de co-Citttera Os ovarios de vacas provenientes de abatedouro foram trans-

aspiracéo de odcitos de vacas por via transvaginal com auxilioptotados para o laboratério a temperatura ambiente e dentro de fras-
ultra-som vislumbram a aplicacdo comercial dessa técnhica em poms contendo solucdo tampéo-salina-fosfato (PBS), acrescida de sul-
gramas de transferéncia de embribes na espécie bovina. Entretéatto,de gentamicina (50 pg/ml). No laboratério, os ovarios foram
existe uma grande variagcdo com relacéo a taxa de clivagem e pré@&dos (2X) com solucdo PBS e mantidos em banho-maria, a 34-
¢ao de moérulas e blastocistos oriundos do sisten®. Bssas dife- 35°C. Os odcitos imaturos, aspirados de foliculos de 3-8 mm, foram
rencas sao determinadas por varios fatores decorrentes das etapamtpeados em placas de Petri (100 mm), contendo meio TCM 199,
constituem esse sistema, entre eles as condi¢des de cultura pgptementado com Hepes (25 mM), sulfato de kanamicina (75 g/
maturacao dos odcitos e a variacao individual entre reprodutoresml) e 10% de soro fetal bovino (SFB) (meio H-199). Sob estéreo

Apesar do estabelecimento de gestatdesbtencdo de be- microscépio (aumento de 10 a 60X), complexos cumulus-06citos
zerro®’, a partir do sistema PIV, as taxas de clivagem e de moérulg€OCs) foram visualizados, lavados duas vezes em meio H-199 e
blastocistos ainda séo baixas, havendo necessidade de maximizacdololzados em cultura por 24h, a 38,5°C em atmosfera com 5% de
guantidade e da qualidade dos embrides produzidos por esse sist€fy, em meio de maturagdo.

* Projeto financiado pela FAPESP.
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O meio bésico de maturacéo foi constituido de meio TChalizada em placas com microgotas de 100 ml de suspensédo de sé-
199, suplementado com aditivos (1 pg/ml de vitamipal® pg/ml men, contendo aproximadamente 25 odécitos por gota, e cobertas com
de insulina, 500 pg/ml de alcool polivinil, 75 pug/ml de &cido ascérbialeo de silicone. Ap6s 48h de incubagdo a 38,5°C em atmosfera com
5 pg/ml de inositol, 100 pg/ml de acetato de sodio e glicosamirdp de CQ os embrides de 2 e 4 células foram lavados e transferidos
Hepes (16,79 mM), bicarbonato de sdédio (28,57 mM), piruvato gara placas, contendo microgotas compostas por 90 pl de meio B-199
sédio (2,73 mM) e sulfato de kanamicina (75 pg/ml) (meio B-199% 2 ul de suspenséo de células epiteliais do oviduto bovino (BOEC), as
Para obtencéo das células da granulosa, um foliculo grgoais permaneceram em cultura por 9 dias.
de (8 - 10 mm) foi dissecado, perfurado, invertido e, apds sucessivas  No experimento |, avaliou-se o efeito das condi¢bes de
lavagens em meio H-199, procedia-se a raspagem das células enatBracao sobre a taxa de clivagem (TC) e a producdo de mérulas e
ml de meio B-199. A placa de maturacdo continha 1 ml de suspblastocistos (MO/BL). O meio de maturacao (B-199) foi acrescido de
s8o de células da granulosa e 2 ml de meio B-199. 5% de soro de vaca em estro (SVE), 5% de soro fetal bovino (SFB) e
A fracdo mével do sémen descongelado foi separada por gélulas da granulosa ,jTou acrescido de 10% de SFB, 14 Ul/ml de
diente descontinuo de Percoll. O gradiente foi constituido por solucB&SG e 7 Ul/ml de hCG ¢). Para inseminagdo dos odcitos, foi
a 55% e a 90% de Percoll** a 100%. Para formar o gradiente, utitizado sémen do Reprodutor 1o Experimento II.
fundo de um tubo de centrifuga contendo previamente a solucdo de  No Experimento Il, avaliou-se o efeito do reprodutor sobre
Percoll a 55%, adicionou-se a solugcdo de Percoll a 90% e, sobra &€ e a producdo de MO/BL a partir de o6citos maturados de
duas solu¢Bes, a amostra do sémen (1 palheta de 0,50 ml) foi depesitado com o Tdo Experimento |. Para este experimento, foram
da delicadamente. Todo o conjunto foi centrifugado a 200 g durantifizados dois reprodutores (B R).
25 minutos. Ap6s duplas lavagens meio TALP sem calcio e glicose, Ataxade clivagem (TC) e a producdo de MO/BL, para ambos
suplementado com cafeina e adicionado de sulfato de gentamicim@xperimentos, foram avaliadas pelo teste do Qui-quadfado (c
(TALP-SPERM}, para retirada do Percoll (130 g/10 minutos), o sedi-
mento foi ressuspenso em meio TALP-SPERM contendo heparina a RESULTADOS E DISCUSSAO
100 pg/ml e incubado a 38,5°C em atmosfera com 5% deApGs
15 minutos, a SUSpenSéO de sémen foi diluida em meio TALP conten- No experimento |, aTC foi Signiﬁcativamente Superior
do calcio, glicose, hipotaurina e epinefrina (TALP-FId® modo que (p<0,01) para J(hormdnios), quando comparado com,o@lulas
a concentracéo espermatica fosse ajustada para 18sp@fnatozéi- da granulosa). Com relacéo & producéo de MO/BL, ndo houve dife-
des/ml e a concentragdo de heparina para 10 pg/ml. A inseminacagsffda entre os tratamentos (Tab. 1). Esses resultados n&o estéo de
acordo com os obtidos por Fukui; Gngue encontraram efeito signi-
Tabela 1 ficativo da adicdo de células da granulosa ao meio de maturacao sobre
Taxas de clivagem e de mérulas/blastocistos (MO/BL), a partir da #{roducé@o de blastocistos. Esses autores utilizaram altas concentra-
cundacéo de odcitos bovinsvitro, submetidos a diferentes condicbeszdes de células da granulosa (5 i), enquanto neste experimen-

de maturacaan vitro'. UNESP, Jaboticabal-1996. to essa concentragdo ndo foi determinada. Isso provavelmente pode
Tratamentos N° de Taxa de Taxa de MO/BL ter sido uma das razdes pela qual esse tratamento ndo melhorou a taxe
odcitos  Clivagem (N°)~ (No)™® de clivagem. A adicdo de células da granulosa parece favorecer a
T, 182 54,0% (99) 12,0% (22) aquisicdo de competéncia de desenvolvimento embrionario; entretan-
T, 416 84,0% (349) 9,0% (36) to, a concentrag@o de células n&do deve ser inferior a In*1@e

** (p<0,01) = diferiram significativamente ao nivel de 1%; NS (p>0,05pcordo com Ireland; Rochéoliculos saudaveis e ativos (com secre-

= nao diferiram significativamente; E meio B-199 + 5% de soro de G&80 de estrogenos) apresentaram grande quantidade de células da

vaca em estro (SVE) + 5% de soro fetal bovino (SFB) + células dganulosa (8,5-8,6 x ¥nl) em relacdo a foliculos inativos (sem se-

granulosa; 7= meio B-199 + 10% de + SFB + 14 Ul/ml de PMSG + 7 Ullcrec&o de estrégenos) (3 »/ifl). Isso ressalta a importancia de sele-

ml de hCG;* Experimento realizado no DRA da FCAVJ-UNESP —cjonar foliculos ativos para a retirada de células da granulosa. Como a

Jaboticabal-SP durante o periodo de outubro de 1995 a marco de 1%fnpetancia de desenvolvimento embrionario ¢ traduzida pela habi-

lidade do odcito maturado e fecundaal@itro se desenvolver até os

Tabela 2 estadios de moérula ou blastocisto, e ndo somente pela taxa de clivagem,

Taxas de clivagem (TC) e de morulas/blastocistos (MO/BL), a partir deutilizacdo de qualquer um dos tratamentos pode ser recomendada,

o6citos bovinos maturadas vitro e fecundados vitro com sémen de porém a ad|(;éo de hormonios apresenta vantagens. Além de ser uma

diferentes reprodutores (R R)'. UNESP, Jaboticabal-1996. técnica simples e pratica, ndo apresenta o inconveniente da adicdo de
Tratamentos N°de Taxade _ Taxade MO/BL células da granulosa, cujo procedimento € trabalhoso e propenso a
odcitos  Clivagem (N°) (N°) contaminacao bacteriana e/ou flingica, fato indesejavel no sistema PIV.
R, 182 54,0% (99) 12,0% (22) Provavelmente o tratamento hormonal tenha influenciado a capaci-
R, 199 66,0% (132) 9,0% (18) dade fecundante dos odcitos, ndo tendo sido, entretanto, capaz de
* (p<0,05) = diferiram significativamente ao nivel de 5%xperimen- Melhorar a competéncia de desenvolvimento embrionario.
to realizado no DRA da FCAVJ-UNESP - Jaboticabal-SP durante o pe- A utilizacdo de hormbnios para maturacdo de odaiteiro
riodo de outubro de 1995 a margo de 1996. tem provocado alguns resultados contraditorios. Enquanto alguns traba-

** Pharmacia, Uppsala, Suécia.
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Ihos tém demonstrado que a adicdo de gonadotrofinas e estradiol ao repiodutor utilizado no sistema PIV, alguns ensaios devem ser previ-
de maturacéo melhora tanto a capacidade fecundante como a comptéente desenvolvidos para ajustar a concentracdo espermatica e a
cia de desenvolvimento dos odcitos bovihasitros demonstraram que dosagem de heparina com a finalidade de maximizar ambos, capaci-
a suplementacdo hormonal ndo surtiu efeito pdsiBrovavelmente as dade fecundante e competéncia de desenvolvimento embrionério.
doses hormonais e as condicdes de cultura (tipo de soro, temperatura)
sejam os fatores que mais contribuiram para essas contradicGes. CONCLUSOES

No experimento I, a TC e a producdo de MO/BL diferiram
(p<0,01) para cada reprodutor (Tab. 2). Diversas evidéncias ttm mos-  Baseado nos resultados deste trabalho, pode-se concluir que:
trado a importancia do reprodutor no sistema de prodiagéto de a) a adicdo de hormonios ao meio de maturagcao parece nao inter-
embriGe$*2 As diferencas existentes entre touros sdo manifestadas; de maneira decisiva na producéo de embrides, entretanto mostrou ser
tanto na capacidade fecundante como na competéncia de desenwmivierocedimento mais pratico em comparagdo as células da granulosa;
mento, mesmo quando algumas variaveis (concentracdo espermatica  b) a utilizacdo de sémen de dois reprodutores resultou em
e de heparina) sdo padronizadas. Em um mesmo touro, as concdlifeaentes taxas de desenvolvimento embrionariatro, ressal-
cOes espermatica e de heparina determinam diferencas na taxard# a importancia da sele¢do de touros para utilizacdo em sistema
fertilizacdo e na producdo de embri%é$ Portanto, para cada de produgdo de embridesvitro.

SUMMARY

The conditions of in vitro maturation of bovine oocytes (Exp. 1) and bull effect (Exp. Il) on cleavage (CR) and the inrulae amal
blastocysts (MO/BL) rates were evaluated. Imatured oocytes were matured in vitro under different conditions: B-199 me8#m with
estrous cow serum (ECS), 5% fetal calf serum (FCS) and granulosa ¢l (T) or B-199 medium with 10% FCS, 14 IU/ml PMSG and

7 IU/mI hCG (T/Exp I). After 24 h culture, the mature oocytes were inseminated with frozen-thawed semen from twq aotdsRExp.

I). In the Exp. |, the Tand T, oocytes were inseminated with semen frofie®. Il and in the exp. Il the semen from both bulls inseminated
TJ/EXp. | oocytes. After 48 h, the 2-4 cells embryos were transferred into embryo culture droplets and were further clidagd. fdhe

CR of T/Exp | was higher (p<0.01) than/Exp. |. There was a significant difference (p<0.05) between bulls on CR and Mo/BI production.
The use of hormones in a maturation medium has no effect on embryo production, however the procedure seems to be sithpler than w
granulosa cells. The use of semen from different bulls for in vitro fertilization has affected the subeegqtiergroduction of embryos.

UNITERMS: Maturation; Fertilization|n vitro; Oocytes; Bovine.
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