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RESUMO

A maturagdo in vitro, fecundagdo e as técnicas de
cultivo de embrides na espécie eqiiina sdo extremamente importan-
les e necessdrias para se examinar as causas de repeti¢do de cio,
redugdo de concepgdo em éguas velhas e também para a preserva-
¢do da espécie eqitina. Para avaliar o efeito das gonadotrofinas na
regulacdo da maturacdo nuclear de odcitos egiiinos, foliculos com
didmetro entre 5 a 20mm foram aspirados de 551 ovdrios
provenientes de matadouro obtendo-se 408 odcitos aptos para
cultivo. Apés a aspiragdo, os odcitos foram avaliados no proprio
liquido folicular quanto a sua integridade e distribuidos nos
diferentes tratamentos. No Tratamento 1 (T1) - grupo controle - os
odcitos (n=92) foram cultivados em TCM-199 modificado (mod.),
com 25mM de HEPES, 2,2mg/mt de bicarbonato de sédio, 1ug/mt
17-8 estradiol, 250uM de piruvato de sodio e 0,4% de albumina
sérica bovina. No tratamento 2 (T2), os odcitos (n=108) foram
cultivados no mesmo meio TCM-199 mod. acrescido de 1 ug/mt de
hormdnio luteinizante suino (LHs). No Tratamento 3 (T3), os
odcitos (n=102) também foram cultivados em TCM-199 mod.
porém com 0.5ug/mt de horménio foliculo estimulante suino
(FSHs) e no Tratamento 4 (T4) os odcitos (n=106) Sforam cultiva-
dos com lug/mt de LHs e 0,5ug/mt de FSHs. Os odcitos dos
quatros tratamentos foram cultivados em estufa a 39 °C com 5% de

CO; e 95% de umidade relativa no ar, durante 24h. Apés este
periodo, as células do Cumulus oophorus foram removidas e os
odcitos fixados em solu¢do de dcido acético glacial-metanol (1:3)
em placas de Petri 10 x 35mm por 24h sendo posteriormente
corados com aceto-orceina. O percentual de odcitos em telofase |
/ metdfase Il foi de 55,6% (59/106) para o T4 (FSHs/LHs) e de
33,9% (55/102) para o T3 (FSHs), os quais ndo diferiram significa-
tivamente. No entanto, estes percentuais foram significativamente
superiores (p<0,05) aos observados no Tratamento 1 (22,8%;
21/92) e no Tratamento 2 (32,4%; 35/108). Estes resultados
demonstram que o FSHs estimula a maturagéio nuclear in vitro pois
o percentual de odcitos maturos aumentou quando os mesmos
Sforam tratados com FSHs/LHs ou com FSHs somente. O LHs
isoladamente, nas concentra¢des utilizadas. ndo estimula a
maturagdo nuclear em odcitos eqiiinos.
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SUMMARY

Invitro maturation, in vitro fertilization and embryo
culture in equine are extremely important and necessaries for
examining reproductive problems in the mare. The aim of the
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present study was to determine the effect of gonadotropins on
nuclear maturation of equine oocytes. Follicles smaller than 20mm
were aspirated from 551 ovaries obtained at slaughterhouse, 408
oocytes suitable for culture being recovered. After aspiration,
oocytes were evaluated in follicular fluid and distributed in four
treatments. In the first treatment, control group, oocytes (n=92)
were cultured for 24 hours in modified TCM-199 with 25mM
HEPES, 2.2mg/mt sodium bicarbonate, lug/mt 178 estradiol,
250uM piruvic acid and 0.4% bovine serum albumin. In the second
treatment, oocytes (n=108) were cultured in modified TCM-199
plus 1ug/mt porcine LH. In the third treatment, 102 oocytes were
cultured in modified TCM-199 with the addition of 0.5ug/me
porcine FSH and on the fourth treatment oocytes (n=106) were
cultured in modified TCM-199 with lug/mt porcine LH and
0.5ug/me porcine FSH. All four groups were cultured for 24h in an
atmosphere with 5% CO, at 39 °C. Afterwards, cumulus cells were
removed and oocytes were fixed in acetic acid-methanol (1 :3)
solution for 24h and stained with aceto-orcein. A significantly
greater percentage of MII was observed in oocytes cultured with
FSH/LH 59/106 (55.6%) and with FSH 55/102 (53,9%) than in the
other groups. When oocytes were cultured in the presence of
porcine LH, only 35/108 (32,4%) reached the MII stage, a similar
percentage being obtained with the control group. This results
demonstrate that equine oocytes cultured in vitro are stimulated to
reach metaphase Il when they are cultured in the presence of
porcine FSH alone or added with porcine LH. Otherwise, porcine
LH alone does not stimulate nuclear maturation beyond that
obtained with oocytes cultured in the absence of gonadotropins.

Key words: oocyte, equine, gonadotropins.

INTRODUCAO

Ja que os horménios gonadotropicos - FSH
e LH - participam do processo de maturagio in vivo
dos odcitos, parece razoavel que seja necesséria sua
participagdo na maturagdo in vitro e, portanto, sua
utilizagdo nos meios de cultivo. Em bovinos, trabalhos
recentes indicam sua utilizagdo nos meios de cultivo,
até em associagdo com esterdides, havendo no entanto,
resultados controversos quando da adigdo de soro
sanguineo (SAEKI et al., 1991; DOMINKO & FIRST,
1992).

FULKA & OKOLSKI (1981) descreveram
pela primeira vez a maturagio in vitro de odcitos
eqilinos, demonstrando que os indices de odcitos
maturados aumentam progressivamente apés cultivo
por 24 (12%) e 48h (68%). Em 1991, BEZARD et al.
obtiveram o primeiro potro apés a fecundagdo in vitro
de um odcito maturado in vivo. Recentemente e com
sucesso, SQUIRES er al. (1996) relataram uma pre-
nhez na égua a partir da injegdo intracitoplasmatica de
espermatozoides em oocitos maturados ¢ fecundados
in vitro.

Na espécie eqilina, a maturagao in vitro de
odcitos tem sido pouco estudada em relagdo a outros
mamiferos. O tempo que envolve cada etapa e o
processo de maturagdo in vitro dos odcitos nessa

espécie ainda ndo se encontra bem definido.
LEIBFRIED-RUTLEDGE ef al. (1987) e SAEKI et al.
(1991) comparando a maturag3o in vivo com a matura-
¢80 in vitro de odcitos na espécie bovina, observaram
que com as técnicas de maturag¢do in vitro pode-se
obter um niimero maior de oécitos, porém com menor
capacidade de desenvolvimento embrionario. Por estas
razdes, o estudo dos fatores que influenciam a capaci-
dade de maturagdo nuclear e citoplasmatica dos
oocitos sdo relevantes e validos também para a espécie
eqilina.

Para acelerar o avango das técnicas de
fecundagio in vitro e transferéncia intratubérica de
gametas (GIFT) na espécie eqilina, se faz necessario
um grande numero de odcitos. O nimero limitado de
o6citos maturos obtidos in vive leva a obrigatoriedade
da utilizag@o de o6citos maturados in vitre. Os estudos
in vitro com o6citos eqitinos demonstram a necessida-
de de um protocolo eficiente para se alcangar a matu-
ragdo nuclear e citoplasmatica e o tempo requerido
para cada estagio de desenvolvimento/maturagdo. As
condig3es de cultivo deveriam refletir, o mais préximo
possivel, a situagdo in vivo. O objetivo deste trabalho
foi avaliar o uso do LH e FSH suinos na maturagdo in
vitro de o6citos eqilinos.

MATERIAIS E METODOS

Ovirios de éguas (n=551) obtidos no
frigorifico Olle Hartwing Equus de Pelotas, RS foram
transportados ao laboratério em solugdo fisiologica
0,9% contendo 100Ul/m¢ de penicilina G-potassica
cristalina® e 50mg/m¢ de sulfato de estreptomicina®. No
laboratério, os ovarios foram lavados trés vezes na
mesma solugdo antes de se iniciar a coleta dos odcitos.
Os foliculos com diametro desde 5 até 20mm foram
aspirados com agulhas 40mm x 12 (18g x 1.1/2”)
adaptadas a seringas de 20m¢ decorridas 3 a 4:30h da
coleta dos ovdrios. O liquido folicular contendo os
odcitos foi mantido em banho-maria a temperatura de
37°C sendo posteriormente passado em filtro tipo
EmCon® para facilitar a procura dos oécitos. Apos a
identificagdo, os odcitos foram classificados de acordo
com a integridade do citoplasma e o numero de
camadas de células do Cumulus oophorus, de acordo
com DEL CAMPO et al. (1995).

Com o objetivo de se avaliar o efeito das
gonadotrofinas suinas na maturago nuclear de oocitos
eqiiinos, quatrocentos e oito oécitos (408) foram
distribuidos aleatoriamente nos seguintes tratamentos:
Tratamento 1: Os o6citos foram cultivados em meio
TCM-199¢ modificado (mod.) com 25mM de HEPES®,
2,2mg/m¢ de bicarbonato de sédiof, 1pg/me 17p
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estradiol, 250um/m¢ de piruvato® e 0,4% de albumina
sérica bovina®, na auséncia de gonadotrofinas (grupo
controle). Tratamento 2: Os o6citos foram cultivados
em meio TCM-199 mod. contendo 1pg/m¢ de hormo-
nio luteinizante suino® (LHs). Tratamento 3: O
cultivo dos o6citos com TCM-199 mod. foi suplemen-
tado de 0,5pg/meé¢ de horménio foliculo-estimulante
suino® (FSHs). Tratamento 4: O cultivo dos odcitos
foi efetuado com TCM-199 mod. com lpg/me¢ de
hormoénio luteinizante e 0,5ug/m¢ de hormoénio
foliculo-estimulante suino.

Os od6citos de todos os tratamentos foram
cultivados por 24h em estufa a 39°C em atmosfera
contendo 5% de CO, em ar e umidade saturada, em
gotas de 200ul de meio sob o6leo de silicone. Em
nenhum tratamento utilizou-se soro no meio de
cultivo; este foi substituido por albumina sérica
bovina, no intuito de se evitar alteragdes nas concen-
tragdes dos hormonios utilizados. Apds o cultivo dos
oocitos, as células do Cumulus oophorus foram
removidas com auxilio de micropipetas de vidro. Os
odcitos foram fixados em placas de Petri 10 x 35mm
em solugdo de acido acético glacial-metanol (1:3) por
24h e corados com aceto-orceina.

Os odcitos corados foram avaliados e
classificados em microscopio ético de acordo com o
estagio de maturagdo nuclear em vesicula germinativa
(VG), quebra da vesicula germinativa (QVG), anafase
[ (Al), metafase [ (MI), teléfase I (TI), metafase II
(MII), degenerados (DEG) ou sem estrutura (SE). O
delineamento experimental utilizado foi o de blocos ao
acaso, com 8 repeti¢des, sendo o critério de bloquea-
mento o dia da coleta. A andlise estatistica incluiu a
analise de varidncia, pelo método dos quadrados
minimos e estudos de contraste entre as médias dos
tratamentos. Os dados foram analisados utilizando-se
o programa SAS (1990).

RESULTADOS

Dos quatrocentos e oito (408) odcitos
submetidos & maturagdo nuclear por 24h, cento e
setenta (170) alcangaram os estagios de TI e MII.
Observou-se assim, que o maior nimero de odcitos
que alcangaram os estagios de TI (Figura 1) e MII
(Figura 2) ocorreu na presen¢a de FSHs/LHs (59/106;
55,6%) durante a maturag@o. Este maior percentual de
oocitos em MII/TI alcangado no tratamento com
FSHs/LHs ndo apresentou diferenga significativa com
os odcitos tratados somente com FSHs (55/102;
53,9%).

Verificou-se  diferenga  significativa
(p<0,05) entre os grupos de odcitos cultivados em

Figura I - Odcito eqiiino em estagio de teléfase I cultivado por 24h
em meio TCM-199 modificado acrescido de Lhs e FSHs.
Corado com aceto-orceina. Aumento 1000x.

Figura 2 - Odcito eqiiino de metafase I1 cultivado por 24h em meio
TCM-199 modificado acrescido de Lhs e FSHs. Corado
em aceto-orceina. Aumento 1000x.

meio com FSHs ou com a combinag¢io de LHs/FSHs
em relagdo aos grupos de odcitos cultivados no meio
contendo LHs (35/108; 32,4%) ou aos odcitos do
grupo controle sem gonadotrofina (21/92; 22,8%). Os
dados de freqiiéncia obtidos para cada estdgio de
maturagdo dos odcitos encontram-se na Tabela 1. Os
oocitos classificados nos demais estagios (n=238;
SE/DEG, VG, QVG, MI/AI) se distribuiram de forma
semelhante nos diferentes tratamentos ndo apresentan-
do diferengas significativas.

DISCUSSAO

Os achados mais importantes deste estudo
referem-se aos odcitos tratados com LHs/FSHs onde
55,6% deles alcangaram os estagios de TI/MII ndo
havendo diferengas quando comparado com o grupo
do FSHs (53,9%). Em se tratando da adigdo de gona

Ciéncia Rural, v. 28, n. 2, 1998.



296 Borges et al.

dotrofinas, os indices mais baixos de TI/MII foram
obtidos com a adigdo de LHs (32,4%), os quais, no
entanto ndo diferiram do grupo controle, sem gonado-
trofinas. Os resultados obtidos no presente experimen-
to, diferem dos obtidos com odcitos bovinos por SUSS
et al. (1988) que ndo adicionaram soro ao meio de
cultivo, e de DOMINKO & FIRST (1992) com o
acréscimo de soro fetal bovino no meio de maturagio.
Esses autores concluiram que o LH estimula a matura-
¢do in vitro de odcitos bovinos, enquanto que a adigdo
de FSH retarda a mesma. Por outro lado, os resultados
do presente experimento corroboram com os obtidos
com a matura¢do in vitro de oodcitos eqiiinos por
WILLIS et al. (1991) os quais observaram que odcitos
cultivados por 15 ou 32h com LH bovino ou eqiiino
isoladamente, ndo atingiram a maturagdo nuclear. Da
mesma forma, BEZARD & PALMER (1992) consta-
taram que o LH ovino ndo estimulou a maturagio
nuclear de odcitos eqiiinos in vitro. Considerando que
WILLIS et al. (1991) obtiveram melhores resultados
quando utilizaram a associagdo FSH/LH em relagdo ao
uso isolado de LH e que no presente trabalho ndo
foram constatadas diferengas entre o uso de FSH/LH
e FSH isolado, o FSH parece ser mais eficaz do que o
LH para desencadear a maturagdo nuclear in vitro de
odcitos eqiiinos.

Os estudos realizados por BOUSFIELD et
al. (1987) estabelecem diferengas na estrutura bioqui-
mica das gonadotrofinas eqiiinas em relagdo as das
outras espécies. O horménio luteinizante eqiiino
possui uma maior quantidade de carboidratos e maior
quantidade de acido sialico por unidade de peso; a sua

subunidade p apresenta 28 aminoéacidos a mais e
também apresenta atividade de FSH nas outras espé-
cies. Isto faz com que o horménio luteinizante eqiiino
seja mais parecido ao FSH que ao LH das outras
espécies animais. Devido a esta semelhanga seria
possivel que o FSHs se ligasse aos receptores para LH
e exercesse uma agdo de LH estimulando a maturagio
dos odcitos eqiiinos in vitro.

_ Existem inimeras hipoteses que tentam
Justificar os resultados observados nos experimentos
que envolvem a maturagdo de odcitos eqiiinos. E
possivel que os receptores para o LHe presentes no
oocito sejam capazes de reconhecer e se ligar ao LHs
mas a ligagdo ndo seja capaz de estimular in vitro o
sistema de segundo mensageiro. As diferengas bioqui-
micas na composigdo das subunidades p das gonado-
trofinas suina e eqiiina também poderiam ter sido a
causa dos baixos indices de maturagdo obtidos com
LHs (BOUSFIELD, et al. 1987). Para esclarecer estas
duvidas, seria necessario avaliar cada uma destas
hipéteses separadamente e comparar a influéncia do
LHs/FSHs e LHe/FSHe na regulagdo da maturagdo
nuclear de odcitos eqiiinos.

Os resultados obtidos no presente trabalho
demonstram que tanto a associagdo FSHs/LHs ou
somente o FSHs estimulam a maturagdo nuclear in
vitro de odcitos eqiiinos enquanto que a utilizagio do
LHs, na concentragio utilizada, ndo estimula a matura-
¢do de odcitos eqilinos in vitro. Fica em aberto, em
fungdo dos resultados obtidos neste experimento e por
outros autores, a realizagdo de estudos futuros sobre a
utilizagdo das gonadotrofinas eqiiinas nos meios de
cultivo para a maturag@o in vitro de o6citos eqiiinos.
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