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1. INTRODUCAO

A selecdo genética e os avan¢cos na nutricdo visando o aumento da
producdo leiteira ocasionaram um declinio na fertiidade das fémeas. Vacas
leiteras de alta producdo desenvolvem um status de balanco energético negativo
(BEN) no periparto, em decorréncia do maior requerimento nutricional pelo feto e
a ingestdo de matéria seca (MS) ndo ser suficiente para suprir as necessidades
individuais (ESPOSITO et al., 2015).

O BEN no pos-parto afeta de forma negativa a fertilidade, estando
associado a falhas na ovulacédo e reducédo na pulsatilidade de LH. Além disso,
promove reducdo nas concentracdes de insulina, IGF-I e glicose, levando a um
aumento nas concentracdes de beta-hidroxibutirato (BHBA) e acidos graxos nao
esterificados (NEFA). Os altos niveis de NEFA no fluido folicular levam a uma
falha na maturacéo oocitaria e diminuem a viabilidade das células da granulosa e
da teca (CHEONG et al., 2015).

Essas flutuacbes metabdlicas e endocrinas levam a uma menor
capacidade de desenvolvimento do odcito e subseqiiente embrido. Para se obter
um gameta apto para fecundacéo, o o00cito deve passar por uma série de
processos criticos durante a transicdo de estagio de foliculo primordial até o
desenvolvimento de foliculo pré-ovulatorio (O'DOHERTY et al., 2014). Além disso,
essas flutuacdes podem alterar o resultado de biotécnicas reprodutivas, como a
producéo in vitro de embrides.

A etapa da maturacéo in vitro (MIV) é um processo complexo, pelo qual o
oo0cito imaturo precisa adquirir a competéncia para ser fecundado e se
desenvolver até estagio de embrido (COSTA et al., 2016). Portanto, as condi¢cbes
da MIV exercem grande impacto na producdo de embrides bovinos, incluindo
efeitos na maturacdo nuclear, clivagem e taxa de produgcdo de blastocisto
(RODRIGUES-CUNHA et al., 2015).

Este trabalho teve por objetivo avaliar o efeito da adicdo de soro sanguineo
inativado de vacas leiteiras no pés-parto recente e no final da lactacdo no meio de
maturagao sobre as taxas de maturagcédo nuclear de odécitos bovinos.

2. METODOLOGIA

Foram coletados ovarios de fémeas bovinas provenientes de abatedouros
locais, transportados para o Laboratério de Reproducdo Animal da Embrapa
Clima Temperado em recipiente térmico com NaCl 0,9% acrescido de
gentamicina (0,04%) a temperatura de 30°C.
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Os complexos cumulus oophoros (COCs) foram obtidos a partir da
aspiracdo de foliculos de 2-6 mm de diametro. A aspiracdo foi realizada com
auxilio de bomba a vacuo acoplada a agulha 19 G com pressao de 10-12 mmHg e
o conteido aspirado foi depositado em tubos Falcon® de 15 mL previamente
esterilizados. Apos a sedimentacédo foi realizada a busca e selecdo dos COCs
através de lupa estereoscopica, considerando o grau de compactacao das células
do cumulus e o grau de homogeneidade do citoplasma como critérios de
qualidade oocitaria. Os o0d0citos selecionados de grau | e Il foram divididos
aleatoriamente em trés tratamentos, contendo 40 COCs cada: To: soro ovino
usado como controle endogeno, T;: soro de vacas com 10,8 * 4,8 dias pos-parto
(pp); T2: soro de vacas com 354 + 3,8 dias pp. Posteriormente, os COCs foram
incubados em estufa & 39 °C com 5% de CO, durante 24h no meio de maturacao
(TCM 199 Gibco®, adicionado de LH/FSH (1%), piruvato (0,033mmol) e
antibiéticos) enriquecido com soro (10%) %conforme os tratamentos.

Apés o periodo de maturagdo in vitro, 0s o00citos passaram por
desnudamento para a retirada das células do cumulus através de sucessivas
pipetagens. Os odcitos desnudados foram fixados por 15 min em gotas de 400 pL
de paraformoldeido, separados de acordo com o0s tratamentos e armazenados em
400 pL de Triton a 4° C para posterior avaliacdo da maturacao nuclear.

A avaliagdo de maturacdo nuclear foi realizada no Laboratério de
Reproducdo Animal (ReproPel) da Universidade Federal de Pelotas. Para
realizacdo da andlise, os odcitos foram corados com Hoechst (15 um/mL) durante
10 min, fixados com Mowiol® e avaliados em microscopio de fluorescéncia
conforme os estagios de maturagdo: Vesicula Germinativa (VG), Quebra de
Vesicula Germinativa (QVG), Primeira fase da Meiose (MI), Anafase, Teléfase e
Segunda fase da Meiose (Mll).

Para a analise dos resultados, os odcitos foram divididos em dois grupos:
maturos e imaturos. Foram considerados como maturos, 0s 00citos que atingiram
0 estagio de MIl apds 22 horas de cultivo e considerados imaturos aqueles que
ap0s esse periodo permaneceram nos estagios de RGV e MI, conforme
metodologia descrita por WOUDENBERG et al. (2012).

Os dados foram tabelados e avaliados pelo teste de qui-quadrado, pelo
programa GraphPad Prism 5 (GraphPad Software Inc., USA).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO
Os resultados deste trabalho mostraram que néo houve diferenca entre os
grupos avaliados no numero de odcitos que atingiram a fase de MIl e foram

considerados como maturos (p= 0,39), conforme descrito na Tabela 1.

Tabela 1: Fases de maturacao nuclear apos a MIV de odcitos bovinos

Tratamento N° de RVG Ml Telofase MII
oocitos n (%) n (%) n (%) n (%)
TO 68 7 (11,5) 6 (9,8) 1(1,6) 47 (77,0)
T1 65 4 (6,8) 4 (6,8) 0 (0,0) 51 (86,4)

T2 72 3 (4,5) 10 (15,2) 1 (1,5) 52 (78,8)
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A avaliacdo da maturacdo nuclear de oocitos em diferentes intervalos
determina a eficiéncia no procedimento de maturacdo in vitro (PRENTICE-
BIENSCH et al., 2012). Para que o odcito torne-se apto para a fecundagéo, séo
necesséarias algumas modificagcbes como proliferacdo e diferenciacdo de
organelas citoplasmaticas, sintese e armazenamento de proteinas e mRNA, para
que este retome e complete a meiose (O'DOHERTY et al., 2014).

Esperava-se que a suplementacdo com soro de vacas em diferentes
periodos metabdlicos no meio de maturacdo atrasaria o desenvolvimento dos
odcitos cultivados in vitro, uma vez que no pés-parto de vacas leiteiras, o
ambiente metabdlico adverso leva a alteracdes na esteroidogenese e no perfil
transcricional dos foliculos ovarianos (O'DOHERTY et al., 2014). Nessas fases ha
um aumento na liberacdo de corpos cetonicos, como o BHBA, e de NEFA. Altas
concentracbes desses componentes alteram a qualidade oocitaria (MATOBA et
al., 2012). Além disso, estudos mostram um efeito toxico direto do BHBA na
maturacdo in vitro de odcitos (CHAPINAL et al., 2012), diminuindo os resultados
da producéo in vitro de embrides.

Diversos estudos tém mostrado os efeitos negativos do NEFA sobre os
parametros reprodutivos. Experimentos in vitro tém mostrado que uma elevada
concentracdo de NEFA durante a fase final de maturacdo de odcitos bovinos é
prejudicial para o desenvolvimento do odcito, aumentam o estresse oxidativo e
subsequiente qualidade embrionaria (VALCKX et al., 2014). Em um estudo
realizado por JORRISTSMA et al. (2004), os odcitos que foram expostos a
elevadas concentracbes de NEFA tiveram mais lenta progressdao da meiose,
menor taxa de fecudacdo, clivagem e producdo de blastocistos quando
comparados a o6citos que ndo foram expostos a esse componente. Outrossim, as
altas concentracdo de NEFA em cultivo de células do cumulus induzem a um
aumento nas taxas de apoptose e necrose celular (LERQY et al., 2005).

4. CONCLUSOES

A suplementacdo com soro de vacas no poés-parto recente e no final da
lactagao nao alterou as taxas de maturagéo nuclear. Contudo, outros estudos sao
necessarios para avaliar se a adicdo dos soros no meio de MIV altera outros
parametros, como qualidade oocitéria, refletindo em menores taxas de
desenvolvimento embrionario inicial.
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