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RESUMO

O objetivo do experimento foi avaliar o efeito de diferentes
tempos de maturacao ovocitéaria (18 e 24 horas) sobre a taxa
de desenvolvimento e a proporcao sexual dos embrides bovinos
produzidos in vitro. Foliculos de 2-8 mm foram puncionados
de ovarios bovinos coletados em abatedouros. A maturacao
ovocitéria foi realizada em meio TCM 199 adicionado de FSH/
LH e antibiéticos, a 39°C e 5% de CO,, durante 18 (G1) ou
24 horas (G2). O método de selecao dos espermatozéides
utilizado foi o Gradiente de Percoll e o meio de fecundacao foi
o FERT-TALP. Decorridas 18-24h da fecundacéao, os zigotos
foram transferidos para o cultivo em meio SOFaa, nas mesmas
condigdes da maturacédo . No oitavo dia apds a fecundacéo,
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foram comparados os indices de desenvolvimento embrionério
nos dois grupos (% blastocistos de grau | e ll/clivados).
Blastocistos de qualidade | e Il foram destinados a sexagem pelo
método de PCR (G1 n=179; G2 n=159). Para a determinacao
do sexo, os embrides foram agrupados segundo a velocidade

de desenvolvimento em lentos (Bi e Bl, G1 n=42; G2 n=37),
intermedidrios (Bx; G1 n=101; G2 n=104) e rapidos (Bn e Be;
G1 n=36; G2 n=18). A andlise estatistica do experimento,
quanto ao desenvolvimento embriondrio e proporcao
macho:fémea entre os tratamentos e de cada tratamento com

a teoricamente esperada de 1:1, foi realizada pelo teste do Qui-
quadrado. Nao houve diferenca quanto ao desenvolvimento
embrionario (G1 42,8% vs G2 42,2%) respectivamente para

24 e 48 horas de cultivo). Houve diferenca da proporcao sexual
entre os tratamentos somente quando foram analisados os
embrides de desenvolvimento rapido (50% vs 83,3% de machos
no grupo 18 e 24 h respectivamente, P<0,05). Nao foram
detectadas diferencas entre os grupos de desenvolvimento lento
e intermediario, assim como entre a proporgcao total de machos
de cada tratamento e a teoricamente esperada. A reducao do
tempo de maturacao para 18 horas pode ser incorporada a
rotina do processo de producao in vitro de embrides bovinos
sem alteracdes dos indices de desenvolvimento e proporcao de
machos obtida.

Termos para indexacéo: proporcao sexual; maturacao in vitro;

embridoes bovinos
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ABSTRACT

The objective of this study was to evaluate the effect of
different maturation culture times (18 and 24 hours) on
development rate and sex ratio of bovine embryos produced

in vitro. Ovaries were collected from cows at a local abattoir
and brought to the laboratory in physiological saline solution
containing antibiotics. The oocytes were aspirated from 2-8 mm
follicle with an 18 gauge needle and syringe. The maturation
culture of oocytes graded as | and Il was performed in different
time (G1 18 h and G2 24 h) in TCM 199 medium added with
FH/LH and antibiotics at 39°C in a atmosphere of 5% CO, The
sperm preparation method used was the Percoll density gradient
(90 and 45%) and in vitro fertilization medium used was FERT-
TALP. After the fertilization period, the zygotes were transferred
to a culture dish containing 200 ul micro droplets of SOFaa
medium under a layer of mineral oil at 39°C in an atmosphere of
5% CO, The development rate (% blastocyst | and ll/cleaved)
was compared among treatments at eight day after fertilization
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At the same day of culture, blastocyst graded as | and Il were
harvested and the sex was examined by PCR reaction (G1
n=179; G2 n=159). According to their developmental stages,
they were distributed in three groups: Slow (initial Blastocyst, Bi;
Blastocyst, Bl; G1 n=42; G2 n=37), Intermediate (expanding
blastocyst, Bx; G1 n=101; G2 n=104) and Fast (hatched, Bh
and hatching blastocyst, Be; G1 n=36; G2 n=18). A analysis
was performed to compare development rates and sex ratios
among different maturation time and each treatment from an
expected ratio of 50:50. There was no difference between
development rates (G1 42.8% vs G2 42.2%). There was
difference between treatments only in the fast group (50% vs
83,3% of males in G1 and G2, respectively P<0.05). There was
no difference among slow and intermediate group, as well as
total male proportion in each treatment and 50% expected sex
ratio. The maturation time of 18 h may be incorporated in IVP
bovine system without damage to development rates and sex
ratio.

Index terms: maturation time, sex ratio, bovine embryos
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INTRODUCAO

A producéo in vitro de embrides (PIV) é uma importante
tecnologia de reproducao assistida. Nos animais de interesse
zootécnico a PIV é utilizada para multiplicacdo de racas/espécies
de animais em perigo de extincado, otimizacdo do potencial
reprodutivo de fémeas selecionadas e producao de embrides

em grande escala para utilizacdo em experimentos. Segundo

o relatério anual da IETS, o Brasil ocupa papel de destaque na
utilizacdo desta tecnologia, sendo responsavel por 66% da
producdao mundial (220.425 embrides bovinos produzidos in
vitro; VIANA et al., 2010).

Entretanto, a PIV ainda apresenta algumas caracteristicas
limitantes como a baixa eficiéncia (LONERGAN; FAIR, 2008),

a menor criotolerancia dos embrides (FAIR et al. 2001) e a
ocorréncia do desvio na proporcao sexual nos estagios de
desenvolvimento mais adiantados em favor do sexo masculino
(AVERY et al., 1991;1992; MARQUANT-LE GUIENNE et al.,
1992; XU et al., 1992; YADAV et al., 1993; CARVALHO

et al.., 1996; TOCHARUS et al., 1997; PEGORARO et al.,
1998; RHEINGANTZ et al., 2004). Estas caracteristicas sao
consideradas entraves para sua maior insercao nos sistemas de
producao e na utilizacdo em racas leiteiras, que visa a obtencéao
de fémeas.

Diferentes estudos foram conduzidos para avaliar a variacao

da proporcao sexual dos embrides PIV. Entre estes, foram
avaliadas as condicoes de cultivo (BREDBACKA; BREDBACKA,
1996; GUTIERREZ-ADAN et al., 1996; PEGORARO et al., 1998;
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RHEINGANTZ et al., 2004; KIMURA et al., 2005), o tempo de
incubacao ovdcito/espermatozéide (KOCHHAR et al., 2003)

e a influéncia do consumo de oxigénio no sexo dos embrides
(AGUNG et al., 2005). Além disso, foi observada a maior
sensibilidade dos embrides do sexo feminino a manipulacées in
vitro (KING et al., 1992; GUTIERREZ et al., 1993; CARVALHO
et al., 1996). Outros fatores foram descritos, como a
metodologia de separacao de espermatozdéides para a FIV
(KANEKO et al., 1983; RHEINGANTZ et al., 2000), e também
a participacao do antigeno H-Y (AVERY et al., 1989), fatores
de crescimento ligados ao cromossomo Y e a participacao

de diferentes mecanismos de expressao precoce de genes
derivados de espermatozdides portadores do cromossomo X ou
Y (BURGOYNE, 1993; ZWINGMAN et al., 1993).

Experimentos realizados anteriormente sugerem a influéncia

de diferentes tempos de maturacao na proporcao sexual de
embriées bovinos apés o cultivo in vitro (DOMINKO et al., 1997;
GUTIERREZ-ADAN et al., 1999; PARK et al., 2005; AGUNG

et al., 2006). No entanto, esses experimentos demonstraram
resultados contraditérios, devido provavelmente ao pequeno
numero de embriées com sexo determinado.

O objetivo deste experimento foi avaliar o efeito de diferentes
periodos de maturacdo ovocitaria (18 e 24 horas) sobre a taxa
de desenvolvimento embrionario e a proporcao sexual dos

embriées bovinos produzidos in vitro.
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Material e Métodos

Ovdérios bovinos foram coletados de fémeas abatidas em
abatedouros da regido e transportados até o laboratério, a
temperatura de 32-35°C, em solucéo fisiolégica adicionada de
antibiético (Gentamicina 0,5 mg/mL). No laboratério, os ovarios
foram lavados 4 vezes em solucao fisiolégica a temperatura

de 32-35°C, e com o auxilio de agulha 18 G e seringa, foram
puncionados os foliculos de 2-8 mm. Apds um periodo de
decantacdo de 20 minutos do liquido folicular, foi realizada a
busca e selecao dos ovécitos destinados a maturacao. Foram
selecionados somente ovdécitos de qualidade | e Il Os reagentes
utilizados no experimento foram obtidos na Sigma® (St Louis,
MO, USA), com excecao dos indicados.

A maturacéao foi realizada em meio TCM 199 25mM Hepes
(Gibco BRL, Gaitherburg, MD USA) adicionado de 0,01Ul/mL de
rFSH (Gonal F-75 Serono, UK), 5 ug/mL de LH, 0,05 mg/ml de
sulfato de estreptomicina, 0,065 mg/ml de penicilina G potéssica
e 0,25mg/ml de piruvato de sédio. Os ovécitos foram maturados
em gotas de 200 ul sob 6leo mineral, em placas de petri de 60
mm. Todos os cultivos foram realizados em estufa a 39°C, 5%
de CO,em ar e atmosfera Umida Foram realizados 2 grupos de
maturacdo com distintos periodos: G1 =18 horas e G2=24
horas.

O método de preparacao dos espermatozéides utilizado foi

o Gradiente de Percoll (90 e 45%; SAEKI et al., 1990) Os
ovécitos da placa de maturacao foram lavados em meio FERT-
TALP (PARRISH et al., 1986), e entao transferidos para a placa
de fecundacao apds completar o tempo especifico de cada
tratamento (18 ou 24h). A fecundacao foi realizada em meio
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FERT-TALP adicionado de heparina (10 yg/mL), penicilamida
(2mM), hipotaurina (1mM) e epinefrina (250mM), nas mesmas
condicoes da maturacao. A dose inseminante utilizada foi de
1x10° espermatozéides/ml. Durante o experimento foi utilizada
uma unica partida de um reprodutor de fertilidade comprovada.

Apds o periodo da fecundacao, os zigotos foram transferidos
para as placas de cultivo. O cultivo embrionério foi efetuado

em meio SOFaa (TAKAHASHI; FIRST, 1992) em gotas de

200 ul sob 6leo mineral, em estufa a 39°C e 5% de CO, O
desenvolvimento embrionario foi avaliado nos dias 2 e 8 apés

a inseminacao. No oitavo dia de cultivo (dia zero = dia da
inseminacao), foram observados os indices de desenvolvimento
embriondrio e os embrides de qualidade | e Il foram destinados a
sexagem pelo método de PCR (reacdo em cadeia da polimerase).
Para a sexagem, os embrides foram agrupados segundo a
velocidade de desenvolvimento em lentos (blastocistos iniciais

— Bi e blastocistos -BI), intermedidrios (blastocistos expandidos
- Bx) e rapidos (blastocistos em eclosdo - Bn e blastocistos
eclodidos - Be). Apds a retirada da zona peltcida, os embrides
foram lavados em PBS e colocados em tampao de lise (150ug/
mL proteinase K, Gibco, BRL, 15mM Tris HCI pH 8,9, 50 mM
KCI, 2 mM MgCl, e 0,1% Triton x-100), sendo ent&o incubados
a 37°C por 60 min e a 95°C por 15 min para a inativacao da
proteinase K. Em seguida, os tubos com embrides lisados foram
armazenados a -20°C até o momento da sexagem. Os produtos
da amplificacdo por PCR foram submetidos a eletroforese em gel
de agarose a 2,5% corado com brometo de etidio, e analisados
sob luz ultravioleta. As amostras que apresentaram apenas um
produto com 216 pb foram consideradas do sexo feminino e
aquelas que apresentaram um produto com 175 pb, especifico
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do cromossomo Y, além do produto com 216 pb, foram

consideradas do sexo masculino.

Resultados e Discussao

Foram realizadas 10 repeticoes durante o experimento. Em
todas as repeticdes nao foi detectado efeito significativo dos
distintos periodos de maturacéo (18 e 24 horas) sobre as taxas

de clivagem, de desenvolvimento embrionario e de rendimento
global da producéo in vitro de embriées bovinos (Tabela 1).

Tabela 1. Comparacédo das taxas de clivagem, de desenvolvimento embrionario e de ren-

dimento global entre distintos periodos de maturacédo (18 e 24h) na producéo in vitro de

embriGes bovinos. Embrapa Clima Temperado, Pelotas, RS, 2010.

Desenvolvimento

Rendimento global

Periodo de T_axa de embrionario blast9c_istos/
maturacao clivagem blastocistos/clivados ovocitos
' (%) em D-8 (%) inseminados em
° D-8 (%)
413/845 179/413 179/845
18 h
(48,87 %) (43,3%) (21,1%)
436/830 184/436 184/830
24 h
(52,53%) (42,2%) (22,2%)
849/1675 363/849 363/1675
Total
(50,68%) (42,7%) (21,6%)

P>0,05
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Outros experimentos que avaliaram diferentes tempos de
maturacao sobre o desenvolvimento embrionario apresentaram
resultados divergentes. Os estudos iniciais efetuados por
Gutiérrez-Adan et al. (1996, 1999) e Dominko e First (1997)
avaliando 2 periodos (16 e 24hs) demonstraram que as taxas de
clivagem e de desenvolvimento embriondrio foram superiores
quando a inseminacao foi realizada mais tardiamente (24hs). Em
outro estudo, Park et al. (2005) avaliando a influéncia de 16,
18, 20, 22 e 24 hs de maturacao observaram semelhantes taxas
de clivagem. Contrariamente a nosso experimento, as taxas

de desenvolvimento de embrides de 8 células e blastocistos
produzidos com 18 h de maturacado foram superiores a todos
outros periodos. Estes embrides também apresentaram maior
potencial de desenvolvimento /n vivo com maior taxa de
prenhez apdés transferéncia para receptoras e sem a incidéncia
da sindrome do “terneiro grande”. Os autores atribuem os
resultados a causas ainda desconhecidas e a possivel fator
maléfico relacionado ao envelhecimento dos ovdcitos durante

o processo de maturacao in vitro. Por outro lado, Agung et

al. (2006) em outro estudo avaliando 16, 22, 28 e 34 hs de
maturacdo observaram taxas de clivagem e de blastocistos
superiores no grupo com 22 hs de maturacado aos demais grupos
testados .

O efeito de diferentes periodos de maturacao sobre a proporcao
sexual somente foi significativo quando foram analisados os
embrides de desenvolvimento rapido (50% versus 83,3% de
machos no grupo 18 e 24 h respectivamente, P<0,05). Nao
foram detectadas diferencas entre os grupos de desenvolvimento
lento e intermedidrio, assim como entre a proporcao total de
machos de cada tratamento e a teoricamente esperada (Tabela
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2). Estes resultados correspondem aos estudos iniciais efetuados
por Silva et al. (1990) no mesmo laboratério.

Tabela 2. Proporcdo sexual dos embrides bovinos produzidos in vitro (Dia 8)
apds diferentes periodos de maturacdo ovocitéria (18 e 24 h). Embrapa Clima

Temperado, Pelotas, RS, 2010.

Estagio de = A
desenvolvimento Proporg¢ao macho:fémea (% machos)
Grupo 18 h Grupo 24 h

Lentos (Bi + BI)

22:20 (52,3)a 17:20 (45,9)a
Intermediarios (Bx)

49:52 (48,5)a 48:56 (46,1)a
Rapidos (Bn + Be) 18:18 (50,0)a 15:03 (83,3)b
fotal 89:90 (49,7)a 80:79 (50,3)a

Na linha, letras desiguais diferem estatisticamente (P<0,05).

O efeito do periodo de maturacdo ovocitaria sobre a proporcao
sexual dos embrides bovinos produzidos /in vitro foi observado
por outros autores. Os experimentos de Gutiérrez-Adan et al.
(1996; 1999), Dominko e First (1997) e Agung et al. (2005)
demonstraram que quando o periodo de maturacao foi mais
longo, havia a geracao de um ndmero maior de machos. Neste
experimento, este desvio foi observado exclusivamente entre
os embrides do grupo de desenvolvimento rapido. Tem sido
sugerido que a inseminacao mais tardia de ovécitos maturados
in vitro pode permitir que ovoécitos bloqueados em estagio de
MIl desenvolvam mecanismos que facilitem o processamento
mais efetivo de espermatozdéides carreadores do cromossomo Y
e seus componentes regulatérios associados (DOMINKO; FIRST,
1997) . Da mesma forma, é cogitado que existam diferencas
intrinsecas na atividade fisioldgica (motilidade/viabilidade)
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(PENFOLD et al., 1998) ou a capacitacdo/reacdao do acrossoma
dos espermatozdides carreadores dos cormossomo X e Y antes
da fecundacdo (GUTIERREZ-ADAN et al., 1999).

No entanto, Park et al (2005) verificaram o contrario, um maior
nuimero de produtos de sexo masculino quando o periodo de
maturacdo foi de 18 h, quando comparado com 24 h (7/7 versus
4/3). Estes dados devem ser analisados com mais rigor devido
ao pequeno numero de observacoes.

CONCLUSOES

Os diferentes tempos de maturacao ovocitdaria (ou o estagio de
maturacdo ovocitéaria) testados de 18 e 24 horas:

e nao afetaram a taxa de clivagem e de desenvolvimento
embrionario dos embrides bovinos produzidos in vitro;

e nao foram determinantes da variacdo da proporcao
sexual total dos embrides bovinos produzidos in vitro. A
proporcao sexual somente foi alterada entre os embrides de
desenvolvimento rapido, quando houve uma maior geracao
de embrides de sexo masculino no grupo de maturacao de
24 h.

A reducao do tempo de maturacao para 18 horas pode
ser incorporada a rotina do processo de producgao in
vitro de embrides bovinos sem alteracdes dos indices de
desenvolvimento e proporcao de machos obtida.
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