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Oocytes Maturation
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Introducao

A producéo in vitro (PIV) de embrides bovinos é uma importante biotecnologia utilizada para
a aceleracao do melhoramento genético. Consiste de trés etapas laboratoriais, sendo a maturacéo
in vitro de odcitos (MIV), fertilizagao in vitro (FIV) e cultivo in vitro (CIV) (Thompson, 2000). A
maturacgao in vitro envolve dois processos, a maturagao nuclear e a citoplasmatica. A maturacao
nuclear consiste na retomada e progressao da meiose até o estagio de metafase Il da meiose Il e
a extrusao do primeiro corpusculo polar (Varago et al., 2008). Uma vez retirado do fluido folicular,
que contem inibidores da maturacao, a retomada e progressdo da meiose ocorre independente
das condigbes ofertadas no meio de cultivo (Gongalves et al., 2007). A maturagao citoplasmatica
€ um processo de dificil avaliagdo e consiste basicamente na reorganizacdo das organelas
citoplasmaticas e na sintese de mRNA (Gongalves et al., 2007). A ocorréncia dos dois processos
de maturacéo, nuclear e citoplasmatico, permite ao odécito que, quando fecundado, tenha potencial
para o desenvolvimento embrionario (Gongalves et al., 2007; Varago et al., 2008) sendo a producao
de blastocistos um fator fidedigno de avaliagao indireta da maturagao oocitaria. Os meios de MIV
mimetizam as condi¢cdes encontradas durante o processo de maturagéo in vivo (Sangild, 2000).
Esses eventos sao desencadeados por uma cascata de fosforilacao e desfosforilagdo das enzimas
quinases e fosfoquinases que atuam no fator promotor de maturagdo (MPF), responsavel pela
retomada e término da maturagéo dos oécitos em mamiferos (Gongalves et al., 2007). O aumento
gradativo destes fatores € observado durante o processo de maturagao oocitaria (Gongalves et
al., 2007). A hipétese deste estudo é que a maturagéo de odcitos bovinos em meio MIV onde foi
maturado previamente outro grupo de odcitos aumenta as taxas de produgao embrionaria in vitro.

Material e métodos

Odcitos grau 1 e 2 (n = 340) obtidos de ovarios de abatedouro foram encaminhados para o
Laboratério de Cultivo Celular da Universidade Tuiuti do Parana. Divididos em dois grupos (controle
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e tratado). Os odcitos do grupo controle foram maturados por 24 h, em meio MIV padrdao com base
TCM 199, acrescido de 10% SFB e gonadotrofinas (FSH e LH). No grupo tratado o meio foi composto
por 50% de meio MIV onde odcitos foram maturados no dia anterior ao experimento e 50% de meio
MIV padrao. A FIV ocorreu por um periodo de 22 h, em meio Fert-TALP, contendo BSA, utilizando
um unico reprodutor de mesma partida e lote para a fertilizacdo dos grupos controle e tratado.
Os zigotos foram cultivados em meio CR2 contendo BSA e 5% SFB por sete dias. A avaliagao foi
realizada pela taxa de clivagem (clivados/oécitos), cinética de desenvolvimento embrionario em
D7 (taxa de embrides/odcitos) total e nos diferentes estagios embrionarios e embrides eclodidos

em D9 (eclodidos/embrides em D7). A analise estatistica utilizada foi ANOVA e as médias foram
comparadas pelo teste de Tukey com significancia de 5%.

Resultados e discussao

Na Tabela 1 estdo apresentadas as meédias do grupo tratado e controle para taxa de clivagem,
cinética de desenvolvimento embrionario nos estagios de blastocisto, blastocisto expandido e
blastocisto eclodido no dia 7 (D7) de CIV, taxa total de embrides produzidos em D7 e taxa de eclos&o
embrionaria em D9. Nao foram encontradas diferengas estatisticas (p>0,05) entre os parametros
avaliados entre grupo tratado e controle. Os valores de taxas de clivagens, total de embrides em
D7 e eclosdo embrionaria em D9, sdao semelhantes as encontradas por outros autores para taxa de
clivagem, embrides bovinos em D7 e eclosdo embrionaria (Li et al., 2006; Gongalves et al., 2007;
Varago et al., 2008).

Tabela 1: Numero (n) de odcitos e porcentagem média observada na taxa de clivagem, cinética de produgéo
embrionaria no dia 7 (d7) de cultivo in vitro, nos estagios de blastocisto (BI), blastocisto expandido (Bx), blastocisto
eclodido (Be) e total de embrides e taxa de eclosao embrionaria no dia 9 (D9) para os grupos tratado e controle.

Odcitos Tx. EmbridoesD7 Tx. Eclosao

Grupo (n) Clivagem (%) Tx. Bl % Tx. Bx % Tx. Be % (%) D9
Tratado 168 75.6° 40.7° 35.52 23.6° 30.32 75.32
Controle 145 72.32 55.32 31.22 13.42 36.82 84.42

Letras diferentes na coluna entre os tratamentos de cada experimento indicam diferencga estatistica (p<0,05).
Taxa de clivagem (%) de zigotos com 22 células, calculada em relagdo ao niumero de zigotos (n).

Conclusao

A maturacgao utilizando meio de maturacao in vitro com prévia maturagao de oécitos nao
contribuiu para o aumento da taxa de embrides produzidos in vitro.
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