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RESUMO - Foi avaliada a viabilidade de utilizagdo do liquido folicular equino (LFe) na
manutencao de odcitos bovinos, antes da maturagao, foi avaliada utilizando-se 1228 complexos
cumulus-odcitos (CCOs), de ovarios coletados em abatedouro. Os CCOs foram distribuidos em 4
tratamentos com 13 repeticbes cada. No grupo T1 e T2, os odcitos foram maturados in vitro (MIV)
por 24 e 18h, respectivamente. Os CCOs dos T3 e T4 foram expostos por 6h a 30°C ao LFe e ao
Liquido Folicular bovino (LFb), respectivamente, e maturados por 18h. Para a MIV utilizou-se o
meio TCM 199. A fecundacéo in vitro (FIV) foi realizada em meio Talp-Fert. A MIV e a FIV foram
realizadas em estufa de cultivo a 39°C com 5% CO, em ar e umidade saturada. Os zigotos foram
cultivados em meio SOFaaci, sob 6leo mineral, em placas de quatro pogos, no interior de bolsas
plasticas gaseificadas com 90%N,, 5%0, e 5%CO,. A taxa de clivagem foi menor para os odcitos
maturados por 18h, em comparacéo aos maturados por 24h (P<0,05). Nao foram constatadas
diferencas nas taxas de blastocistos em D7 e de eclosdo em D9. Quando a maturagao foi de 18h,
a taxa de blastocistos em D9 foi superior nos odcitos previamente expostos ao LFb em
comparagao aos nao expostos (P<0,05). Odcitos bovinos podem ser mantidos em LFe durante
6h, antes da MIV por 18h, resultando em taxas de desenvolvimento embrionario semelhantes
aquelas obtidas com a exposi¢cao ao LFb ou com a maturagéo por 24h.

Palavras chave: odcitos bovinos, fluido folicular equiino, producao in vitro.

ABSTRACT - The viability of equine (eFF) or bovine (bFF) follicular fluid for holding bovine
oocytes, before maturation, was evaluated using 1228 cumulus oocytes-complexes (COCs), from
ovaries obtained in abattoir. COCs were distributed in 4 treatments with 13 replicates each. In T1
and T2 groups the oocytes were matured (IVM) for 24 and 18h, respectively. COCs from T3 and
T4 groups were exposed, respectively, to eFF and bFF for 6h at 30°C, and matured for 18h. TCM-
199 was used for IVM. In vitro fertilization (IVF) was performed in TALP-FERT medium. IVM and
IVF were carried out in an incubator at 39°C with 5% CO, in air and saturated humidity. Zygotes
were cultured in SOFaaci medium, under mineral oil, in four well dishes inside plastic bags gasified
with 90%N,, 5% O, e 5% CO,. Cleavage rate of the oocytes matured for 18h was lower (P<0,05)
than that observed with 24h of maturation. No differences were observed on blastocyst rates on D7
and hatching rates on D9 (P>0,05). When oocytes were matured for 18h, D9-blastocyst rates were
higher with previous exposure to bFF (P<0,05). Bovine oocytes can be maintained in eFF for 6h
prior to 18h-IVM, resulting in similar in vitro embryonic development rates compared to that
obtained after bFF exposure or to maturation for 24h.
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Introdugao

No sistema de produgao in vitro (PIV)
de embrides, o periodo compreendido
entre a recuperagdo dos o0d0citos e seu
processamento no laboratdrio, assim
como as condicdes de armazenamento
durante o ftransporte afetam a sua
capacidade de desenvolvimento
(SCHWARTZ et al., 1998). Diversos meios
tém sido utilizados por quem explora
comercialmente a aspiragao folicular, sem
comprometimento do desenvolvimento
embrionario, seja para a manutengdo ou
para o transporte de odcitos. Entre eles
estdo o TCM-199, acrescido de Hepes ou
bicarbonato (TWAGIRAMUNGU et al.,
1998; FRY et al., 2000), o Tyrode Lactato
acrescido de Hepes (SCHERNTHANER et
al., 1998), ou o PBS (KELLER et al,
1993).

O liquido folicular bovino (LFb) tem sido
benéfico tanto para a manutencdo de
oocitos (SCHNEIDER e RODRIGUES,
1997, LEHMKUHL et al, 2000;
VIZCARRA et al.,, 2000), como para a
maturagcdo in vitro e desenvolvimento
embrionario  posterior (ROMERO e
SEIDEL, 1994; SUN et al., 1994; OCANA
QUERO et al., 1994; SIRARD et al., 1995;
ELMILEIK et al., 1995; KIM et al., 1996).

FIGUEIRO et al. (2000) demonstraram
a viabilidade da utilizagdo do soro de égua
em estro na PIV de embrides bovinos. A
utilizagao de liquido folicular equino (LFe)
poderia prevenir a infeccdo dos odcitos
por agentes espécie-especificos
(STRINGFELLOW, 1998), mas seu uso na
PIV de embrides bovinos ndo tem sido
relatado.

No presente trabalho, foi investigada a
viabilidade de utilizagdo do LFe, em
comparacado ao LFb, para a manutencao
de oodcitos bovinos, antes de sua
maturacao e fecundacéo in vitro.

Material e Método

Ovarios equinos obtidos em frigorifico
tiveram os foliculos com didmetro entre 5
a 35mm puncionados com o auxilio de
bomba de vacuo. Formou-se um pool do
liquido folicular, que foi centrifugado por

10 minutos a 1000g. O sobrenadante foi
depositado em tubos e estocado a —20°C.
O liquido folicular bovino foi obtido pelo
mesmo procedimento, porém de foliculos
ovarianos com 2 a 8mm de didmetro.

Os odcitos foram obtidos de ovarios
provenientes de vacas abatidas em
frigorifico. Estes foram transportados a
temperatura de 30°C em solugao
fisiolégica de NaCl a 0,9% acrescida de
estreptomicina e penicilina G-Potassica,
num periodo ndo superior a duas horas
apos o término do abate. Os odcitos foram
mantidos em liquido folicular para a
procura sob lupa estereomicroscépica.

Os oocitos foram selecionados de
acordo com o critério descrito por De
LOOS et al (1989). Os CCOs de
qualidade | e Il foram distribuidos
aleatoriamente em quatro grupos de 20 a
30 odcitos constituindo os seguintes
tratamentos: T1, T2, T3 e T4. Os CCOs
dos grupos T1 e T2 nao foram expostos a
liquido folicular, sendo colocados para
maturacido in vitro, por 24 e 18 horas,
respectivamente.

Os CCOs dos grupos T3 (LFe) e T4
(LFb) foram depositados em 400ul de
liquido folicular correspondente, em tubos
de poliestireno, envoltos por papel
aluminio e mantidos em banho-maria por
6 horas a 30°C.

Os odcitos do grupos T1 e T2, logo
apos a selegdo, foram lavados com meio
TCM-199, adicionado de HEPES e 10%
de soro de vaca em estro. Apds, o0s
odcitos foram transferidos para o meio de
maturagao (TCM-199 com 10% de soro de
vaca em estro, rFSHh e LHe)
permanecendo por 24 horas (T1) e 18h
(T2) em estufa de cultivo, a 39°C, com 5%
de CO, em ar e umidade saturada.

Os oocitos dos tratamentos T3 e T4
foram recuperados apos o periodo de 6h
em liquido folicular, lavados e submetidos
as mesmas condicdbes de maturagao
utilizadas para os grupos T1 e T2, porém
com periodo de 18h.

Apés o periodo de MIV, os odbcitos
foram transferidos para gotas de 400ul de
meio TALP-FERT (PARRISH et al., 1986).
Para a inseminagao utilizou-se sémen
congelado de Bos taurus, cujos
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espermatozoides foram selecionados por
migracdo ascendente. Empregou-se uma
concentrac&o de 1x10°
espermatozoides/mL e a incubacido dos
gametas foi realizada em estufa de cultivo
a 39°C, com 5% de CO, em ar, com
umidade saturada, por um periodo de 18h.

Apo6s o periodo de fecundagdo, os
presumiveis zigotos foram liberados das
células do cumulus oophorus por meio de
agitador mecanico. Em seguida, os
oocitos/zigotos foram transferidos para o
meio SOFaaci (HOLM et al.,, 1999), onde
permaneceram por 8 dias em gotas de
400ul, sob 6leo mineral, em placas de cultivo
de quatro pogos. As placas foram mantidas
no interior de sacos plasticos nao
permeaveis a gases com uma mistura de 5%
de CO,, 5% de O, e 90% de N,, em estufa
de cultivo a 39°C.

Delineamento experimental e anélise
estatistica: Os CCOs foram distribuidos
em 4 ftratamentos (T1, T2, T3 e T4),

conduzidos simultaneamente, com 13
repeticdes cada. Foram avaliadas as
taxas de clivagem, de blastocistos em D7
e D9 e taxa de eclosido em D9,
considerando a data da fecundagdo como
DO.

Os dados foram analisados com o
PROC GLM (SAS, 1998) e as médias
comparadas pelo teste de Tukey, com
nivel de significancia de 5%.

Resultados

As taxas de clivagem e de
desenvolvimento embrionario podem ser
visualizadas na TABELA 1. A taxa de
clivagem foi menor nos odcitos maturados
por 18h do que por 24h (P<0,05). Nao
houve diferenca nas taxas de blastocistos
em D7 e de eclosao em D9 (P>0,05). Para
0s odcitos maturados por 18h, houve um
efeito benéfico (P<0,05) da exposicdo ao
LFb, com aumento dos blastocistos em D9.

TABELA 1 — PERCENTUAIS DE CLIVAGEM E DESENVOLVIMENTO IN VITRO APOS A
FECUNDACAO DE OOCITOS BOVINOS MANTIDOS EM LIQUIDO FOLICULAR

EQUINO OU BOVINO.

CCOs

Embrides D7 Embrides D9

Tratamentos N Clivagem Bi. Bl e Bx Bx. Bh, Be Eclosao/D9

MIV por 24h 309 85,42 27,5 19,4%° 51,72

MIV por 18h 298 77,8° 21,12 12,7° 47 42
6h em LFe; MIV por 18h 314 82,2% 22,6° 19,4% 44 32
6h em LFb; MIV por 18h 307 81,1%® 28,3° 25,12 44,12

3P| etras diferentes, na mesma coluna, indicam diferenca significativa (P<0,05)

Discussao

Os resultados obtidos confirmam a
possibilidade da manutencdo dos odcitos
bovinos em LFb por periodos de 5 a 10
horas (SCHNEIDER e RODRIGUES,
1997; SCHWARTZ et al., 1998;
LEHMKUHL et al., 2000; VIZCARRA et
al., 2000), sem prejuizos ao
desenvolvimento embrionario. No
presente estudo, o LFe mostrou-se eficaz
na PIV de embrides bovinos, visto que as
taxas de clivagem, de blastocistos e de
eclosdo foram semelhantes as do grupo
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de odcitos maturados por 24h e as do
grupo cujos odcitos foram mantidos por 6h
em LFb.

O grupo de odcitos maturados por 18h
apresentou clivagem inferior (P<0,05) e
tendéncia (P<0,08) a uma menor taxa de
blastocistos em D9, em comparagdo ao
grupo de odcitos que maturaram por 24h.
De fato, WARD et al. (2002) evidenciaram
que a duragdo otima da maturagdo de
oo6citos bovinos para maximizar a
produgdo de blastocistos &€ de 24h. No
presente estudo, quando os odcitos foram
mantidos previamente em LFb ou LFe,
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mesmo se submetidos a 18h de MIV,
alcangaram taxas de clivagem e de
desenvolvimento em D7 e D9
semelhantes as do grupo com maturagao
por 24h. Isso demonstra que a
manutencao de odécitos bovinos no LFe ou
LFb permite que a maturagdo seja
efetuada por um periodo inferior a 24h,
sem comprometer o desenvolvimento
embrionario.

DODE et al. (2000) mostraram que a
presenca de 80% de LFb, mesmo de
foliculos pequenos (1-2mm) € incapaz de
inibir por completo a meiose, durante
periodos de 12h ou mais. Apds 24h de
cultivo, o percentual de oo6citos em
vesicula germinativa ndo foi influenciado
pela presenga ou ndo de LFb. Neste
contexto, cabe salientar que ELMILEIK et
al. (1995) verificaram um efeito positivo no
desenvolvimento embrionario com a
inclusdo de 10 ou 15% de LFb obtido de
foliculos maiores ou iguais a 15mm, no
meio de maturacdo. Em contraste, a
presenca de LFb oriundo de foliculos de 1
a 5mm, no meio de fecundagéao, diminuiu
o percentual de fecundagdo e de
blastocistos (CHOI et al., 1998). Embora o
mecanismo ainda ndo seja elucidado,
parece que foliculos maiores podem
conter substancias estimuladoras que
promovem o potencial dos odcitos se
desenvolverem até blastocistos,
independentemente de afetar ou ndo as
taxas de maturagdo nuclear. Tanto em
bovinos como em equlinos, o crescimento
folicular esta associado ao aumento dos
niveis intrafoliculares de estradiol e a
diminuigdo das proteinas de ligagao do
IGF (GERARD et al., 1999; AUSTIN et al.,
2001; FORTUNE et al., 2001), condicbes
essenciais para que os foliculos
estabelegam sua dominéncia sobre os
subordinados. Assim, é provavel que um
efeito benéfico seja mais facilmente obtido
com a manutengcdo dos odcitos em LF
obtido de foliculos de tamanho médio ou
grande, ao invés de foliculos pequenos.

O fato dos odcitos poderem ser
mantidos em liquido folicular por 6h,
seguidos de uma maturacdo por 18h,
facilita o seu transporte do local de coleta
por aspiragao, de fémeas doadoras vivas,

até o laboratério de PIV. Quanto ao fato
de usar LFe ou LFb, pode-se considerar
algumas vantagens do primeiro sobre o
segundo. Por ser heterdlogo, pode
prevenir a transmissdo de doencgas
espécie-especificas, passiveis de serem
carreadas pelos diferentes materiais de
origem protéica (STRINGFELLOW et al.,
2000). Por outro lado, pode-se obter sem
dificuldade um grande volume de LFe,
devido ao maior didmetro dos foliculos.

Conclusao

A manutencdo de odcitos bovinos pode
ser feita com sucesso em liquido folicular
equino ou bovino por 6h a 30°C antes da
sua maturagao por 18h para a produgéo in
vitro de embrides.
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