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RESUMO

Introducio: A Produgdo in vitro de Embrides (PIVE) ¢ uma biotécnica reprodutiva utilizada
para acelerar o melhoramento genético dos rebanhos, além de ser uma importante ferramenta
para pesquisas na area de embriologia. A PIVE ¢ composta pela etapa de aspiracao folicular,
maturacdo (MIV) e fecundacao de odcitos (FIV), além do cultivo in vitro de embrides (CIV).
Apesar do uso crescente da PIVE, a qualidade dos embrides produzidos in vitro ainda
permanece inferior & de embrides produzidos in vivo e esse fato pode ser influenciado pela
composicdo dos meios utilizados. Objetivo: Realizar uma analise comparativa entre dois
meios de cultivo comerciais usados para PIVE bovina. Métodos: Foi utilizado ovéarios de
fémeas bovinas colhidos no matadouro. Apos a aspiragdo dos foliculos entre 2 e 8mm de
diametro, busca e classificagdo dos odcitos, estes foram divididos igualmente no Grupo 1 ¢ 2,
que representam os diferentes meios comerciais utilizados. Ap6s maturagao por 24 horas e
FIV por 18 horas, no D2 e D7 do cultivo foram avaliados a taxa de clivagem e de blastocistos
produzidos nos dois grupos utilizando o teste qui-quadrado e considerando um nivel de
significancia de 5%. Resultados: Nao foi constatada diferenca significativa entre o Grupo 1 e
Grupo 2 nas taxas de clivagem e blastocisto. Essa similaridade entre os resultados indica
meios com composicoes equilibradas e passiveis de serem adotadas em laboratorios.
Consideracdes finais: A disponibilidade de meios comerciais para serem utilizados na PIVE
favorece a aplicacdo da PIVE como alternativa para o melhoramento genético de rebanhos
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bovinos brasileiros. Palavras-chave: Blastocistos; Clivagem; Odcitos; Meios.

INTRODUCAO

A Produgdo in vitro de Embrides (PIVE) ¢ uma biotécnica reprodutiva que vem sendo
exponencialmente utilizada ao longo dos anos, uma vez que, além de permitir acelerado
melhoramento genético nos rebanhos, possibilita melhor conhecimento sobre a embriologia
(CAMARGQO et al., 2006).

A PIVE ¢ composta pela etapa de aspiracao folicular, maturacdo (MIV) e fecundagdo
de odcitos (FIV), além do cultivo in vitro de embrides (CIV) (GOUVEIA, 2011). Na primeira
etapa, que consiste na aspiragdo do foliculo, os complexos cumulus-odcitos podem ser
adquiridos de foliculos de ovarios de fémeas vivas ou oriundos de matadouros. Quando
obtidos de animais vivos, a coleta ocorre por meio de laparotomia ventral média
(BALDASSARRE e KARATZAS, 2004), por laparoscopia (COL), (BALDASSARRE e
KARATZAS, 2004) e pela aspiragdo folicular transvaginal guiada por ultrassonografia —
Ovum pick up, a mais comumente utilizada em bovinos (ALVES et al., 2001). Esta técnica
permite recuperar odcitos de fémeas vivas de forma pratica, com maior frequéncia e com
menores efeitos colaterais a saude de fémeas pré-ptiberes, adultas, senis ou com problemas de
infertilidades adquiridos (GOODHAND et al., 1999; TANEJA et al., 2000).

ApoOs a obtencdo dos oodcitos, estes sdo classificados quanto as caracteristicas e
quantidade de camadas de células do cumulus que o envolve, bem como do aspecto do seu
citoplasma. Assim, segundo Gongalves et al. (2007) e Avelar et al., (2018), os complexos
cumulus-o6citos podem ser classificados em Grau I (cumulus compacto com multicamadas e
citoplasma levemente granulado), Grau II (uma a trés camadas de células do cumulus e
citoplasma finamente granulado), Grau III (incompleto ou nenhum investimento celular ou
citoplasma heterogéneo) e Grau IV (o6cito com forma anormal e citoplasma heterogéneo ou
odcito apoptdtico). Nessa etapa o odcito ird completar sua maturagdo para que posteriormente
torna-se apto para a fertilizagdo e desenvolvimento embrionario (MALEKI et al., 2016).

A FIV ocorre 24 horas depois da MIV, momento este em que os o6citos maduros sao
fecundados pelo espermatozoide, gerando o zigoto (MELO et al., 2016). E nesta etapa que
ocorre a selegcdo espermatica, através de métodos, como o gradiente de densidade de Percoll, e

sua capacitacdo, com utilizacdo de substancias a exemplo da heparina (FONSECA, 2010;



CONEXAO UNIFAMETRO 2021
XVII SEMANA ACADEMICA
ISSN: 2357-8645

WRENZYCKI, 2016). Segundo Gongalves et al., (2007), a FIV deve passar pelo mesmo
processo de incubagdao que a MIV, em atmosfera de 5% de CO2, a 38,5°C em umidade
saturada, por 18 horas.

A CIV tem como objetivo proporcionar condigdes favoraveis para que o embrido se
desenvolva até a fase de blastocisto (FONSECA et al., 2010). Entretanto, para a aquisi¢do de
boas taxas de produ¢do e de qualidade dos embrides, avaliadas no sétimo dia de cultivo, todo
0 processo in vitro deve ser aproximado do in vivo, o que inclui pH, oxigénio, hormoénios e
nutrientes em condigdes e concentragdes proximas as do ambiente uterino (FIGUEIREDO,
2010; WRENZYCKI, 2016).

Mesmo com o uso crescente da PIVE (IETS, 2021), a qualidade dos embrides
produzidos in vitro ainda permanece inferior a de embrides produzidos in vivo e esse fato
pode ser influenciado pela composicdo dos meios utilizados (WOOLDRIDGE, NARDI,
EALY, 2019). Portanto, diante da variedade de meios comerciais disponiveis, o trabalho tem

como objetivo comparar meios comerciais utilizados na PIVE bovina.

METODOLOGIA

O experimento foi aprovado pelo Comité de FEtica no Uso de Animais (n°
09115656/2020), da Universidade Estadual do Ceara (UECE).

Os ovarios de fémeas bovinas foram coletados em abatedouros locais e transportados
ao laboratorio dentro de 2 - 4 horas em solugdo de transporte composta por solugdo salina
com 0.9% de NaCl e 0.1% de penicilina-estreptomicina a 37°C. No laboratorio, os ovarios
eram colocados em becker contendo a mesma solug¢do de transporte previamente aquecida e
mantida em banho maria a 38,5°C. Os foliculos entre 2 ¢ 8mm de didmetro foram
puncionados com auxilio de seringa de 10mL e agulha de calibre 1,2x40mm, e o fluido
folicular transferido para tubos falcon de S0mL mantidos, também, no banho maria.

Apos a pungdo, o fluido permanecia no tubo por 10 minutos para a decantagcdo das
estruturas. Em seguida, o pellet era colocado em placas de petri e com auxilio de
estereomicroscopio ocorria o rastreamento das estruturas e posterior classificagdo dos os
CCOs em Grau I, II, IIT e IV (Avelar et al., 2012). Od6citos considerados como Grau I, IT e 111

foram distribuidos equitativamente e aleatoriamente no Grupo 1 (empresa A) e Grupo 2
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(empresa B), colocados em meio de maturacdo do respectivo grupo e submetidos a maturagao
por 24 horas, em incubadora com 5% de CO, a 38,5 °C.

Decorrido o periodo da MIV, os odcitos foram incubados com espermatozoides
selecionados por Percoll, e seguiu por 18 horas nas mesmas condigdes que ocorreu a
maturagdo. Posteriormente, os presumiveis zigotos foram lavados no meio de cultivo e
transferidos para microgotas, recoberto por 6leo mineral e levados para a incubadora de trés
gases (5% CO,, 5% O, e 90 Ny) a 38,5°C por 7 dias. No segundo dia apds a fertilizagdo (D2)
foi avaliado a taxa de clivagem e no D7 foi avaliado a taxa dos blastocistos.

Para comparar a taxa de clivagem e quantidade de blastocistos produzidos nos
dois grupos foi utilizado o teste do qui-quadrado, considerando um nivel de significancia de

5%, pelo software R Studio.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Nao foi observada diferenga (P>0,05) na taxa de clivagem do Grupo 1 (54,54%)
em relacdo ao Grupo 2 (52,28%). Da mesma forma, ndo foi constatada diferenga (P>0,05) na
taxa de blastocisto produzida no Grupo 1 (27,27%) e no Grupo 2 (20,51%).

Ao que descreve alguns autores (GUTIERREZ-ADAN et al., 2001; FIGUEIRO et
al., 2002; MOZZAQUATRO et al., 2004), a utilizagdo de determinados componentes nos
meios comerciais favorece uma boa maturacdo com posterior fecundacao e desenvolvimento
do blastocisto. Os meios normalmente utilizados na PIVE s3o constituidos de substancias que
além de disponibilizar nutrientes para a formacdo de blastocistos, atuam indiretamente
evitando estresses intrinsecos a técnica e que podem comprometer o resultado (SIGNORELLI
et al., 2005). Taxas similares obtidas nos dois grupos indicam meios com composi¢des
equilibradas e passiveis de serem adotados em laboratdrios, possibilitando de forma pratica a

multiplicagdo de animais superiores a partir da utilizagdo da PIVE

CONSIDERACOES FINAIS

Com base nos resultados obtidos, constatou-se que a eficiéncia dos meios
comerciais disponiveis para serem utilizados na PIVE favorece a aplicagdo da PIVE nos

rebanhos bovinos.
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