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ALTAS CONCENTRAGOES DE FSH-p NA MATURACAO
In vitro DE OOCITOS Bos indicus

HIGH CONCENTRATIONS OF FSH-p ON THE In vitro MATURATION
OF Bos indicusOOCYTES

Joana D'Arc Rocha Alve¢ Marcos Antonio Lemos Oliveird Paulo Fernandes Lima
Jodo Gustavo Luz Calda$ Antdnio Santana Santos Filhd
Marcia Brayner Paes Barretd

RESUMO maturation of Bos indicus oocytes, cleavage anth vitro
development of embryostiliblastocyst stages. The oocytes were
O objetivo deste trabalho foi avaliar a eficiéncia de selected and transferred to the maturation medium (TCM 199/25
diferentes concentracdes de um FSH-p comercial sobre a mM HEPES) supplemented wittferent concentrations of FSH-
maturacdo nuclear de odcitosBos indicus clivagem e p (T1 = 1Qug/m¢s; T2 — 2Qug/ms T3 — 4Qug/m¢) and after 24
desenvolvimentin vitro de embrides até estadios de blastocisto.  hours of incubation, at 39°C in a moist 5% L&tmosphere.
Apés selecdo e transferéncia para o meio TCM 199/HEPES Some of the oocytes were removed and submitted angigsis
suplementado com diferentes concentraces de FSH-p (T1 = of nuclear maturation and the others were placed in the
10ug/ms T2 = 20ugimé T3 = 40ug/md, os odbcitos foram fertilization medium (mD_M). After 1_I80urs of incubation, at the _
incubados, durante 24 horas, a 39°C em atmosfera Gmida Same atmosfhere condition mentioned above, the presumptive
contendo 5% de CO Parte dos o6citos foram retirados para zygotes were transferred to the culture medium (KSOM) with a
andlise da maturacio nuclear e os demais foram transferidos dranulosa cells monolayer. The metaphase II, cleavage and
para o meio de fecundacdo (mMDM). Apés 18 horas de incubag&o blastocyst percentages were, respectively, 81.8/62.0/17.6% _(I';),
nas mesmas condicbes atmosféricas mencionadas para os 29:6/64.0/19.5% (T2) and 50.0/65.0/16.3% (T3). The statistic
o6citos, os presumiveis zigotos foram distribuidos no meio de analysis showed that a lower percentage of oocytes (205)
desenvolvimento embrionario (KSOM) contendo monocamada de treated with 2(g/ms and 4Qug/ms of FSH-p reached the
células da granulosa. As porcentagens de metafase I, de metaphase Il stage and that the cleavage and blastocyst rate do
clivagem e de blastocisto foram, respectivamente, de not differ anong treatments (P> 0.05). The results allow to
81,8/62,5/17,6% (T1); 55,6/64,0/19,5% (T2) e 50,0/65,0/16,3% conclude that the addition of 2§/m¢and 4Qug/m¢ of FSH-p to
(T3). A analise estatistica revelou que uma menor porcentagem the culture medium interfere in the nuclear maturation process,
(P <0,05) de odcitos tratados com2fm/ e 4Qug/m¢de FSH-p however all tested concentrations may be used without apparent
alcancou o estadio de metafase Il e que as taxas de clivagem e damage to the cleavage and subsequent embryonic development.
blastocisto ndo diferiram (2 0,05) entre os tratamentos. Os
resultados permitem concluir que a adicdo deud®n/ e Key words: maturation, cleavage, blastocyst, FSH-p
40ug/m/ de FSH-p ao meio de cultura interfere no processo de
maturagdo nuclear, mas todas as concentragdes testadas podem
ser utilimadas sem prejuizo aparente para a clivagem e o INTRODUQAO
posterior desenvolvimento embrionario.

Palavras-chave maturago, clivagem, blastocisto, FSH-p. . A prOdu-(;.éOin \{itro de embrides tem-se
constituido em eficiente instrumento de auxilio para
a producéo de animais zootecnicamente explorados,

The aim of this work was to evaluate the efficiency N0 entanto, essa biotécnica nao mamem, uma

of different concentrations of a commercial FSH-p on the nuclear  regularidade de resultados. Por isso, uma série de
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fatores precisam ser melhor esclarecidos para ovarios eram transportados ao laboratério em garrafa
contribuir com a difusdo desta tecnologia e, dentre térmica contendo solucéo fisiolégica acrescida de
eles, a maturacio de odcitos continua sendo assunto30ug/m¢ de sulfato de gentamicina em temperatura
de relevancia pela necessidade dos eventos variando de 30 a 35°C.

citoplasmatico, nuclear e de membrana ocorrerem Em 10 repeti¢des, foi utilizado um total
sincronicamente (YANGt al, 1998) para ndo haver  de 750 odcitos obtidos de foliculos medindo de 2 a
prejuizo da fecundagdo e do posterior 5mm de didmetro, os quais foram aspirados com

desenvolvimento embrionario (SU8Bal, 1988).  auxilio de seringa de She agulha 18g. O liquido
_ Apesar da divergéncia entre 0os mais folicular foi depositado em calice que continha o
variados protocolos de maturagéovitro de odcitos meio de lavagem constituido por 8,0mg de

bovinos, existe a unanimidade de ser necessario
suplementar o meio de maturagdo com LH
(BRACKETT et al, 1989; YOUNISet al, 1989),

bicarbonato de sddio, 45,0mg de glucose, 5,6mg de
piruvato de sddio, 11,9mg de Hepes, 2,5mg de

FSH (SCHNEIDER, 1997: ALVESt al. 1999) ou suh.‘a-to,. de gentamicina e 20,0mg. de alcool
ainda através da suplementacio com ambas poI|V|n|I~|co em 50nt de TALP. Para siemmentagao. e
gonadotropinas (SAEKgt al, 1991; SIMPLICIOet obltengao do complexo cumulus/odcito, o liquido
al., 1997). Além disso, a associacdo entre horménios folicular permaneceu em repouso durante 15
gonadotréficos e esterdides (MONTAGNER, 1999) Minutos a 39°C. Apos desprezar-se o sobrenadante,
também tem sido implementada em funco da ocompllexo cumulus/odcito foi depositado em placa
especificidade de acdo que cada horménio deve de Petri para recuperacao e sele¢do dos oodcitos. Uma
exercer tanto para maximizar a porcentagem de Vez selecionados, com base na aparéncia
odcitos que completam a meiose quanto para morfologica descrita por YOUNISt al (1989), os
aumentar a capacidade de fecundacdo e de oocitos foram lavados (5 vezes) no meio
desenvolvimento até estadios de blastocisto anteriormente mencionado para, em seguida, serem
(FUKUSHIMA & FUKUI, 1985; FUKUI, 1989; colocados, 25 odcitos em gotas depl0§ob 6leo de
FUKUI & ONO, 1989; SAEKIet al, 1991). . parafina, no meio de maturacdo (TCM 199 25mM
E sabido que a suplementacéo do meio de Hepe$) formulado de acordo com KESKINTEPE &

maturacdo de odcitos com FSH induz um aumento BRACKETT (1996). Esse meio foi suplementado
transitério do AMPc (RICHARD, 1980) que pode  com diferentes concentracdes de uma Gnica partida

retardar a retomada do processo de meiose, razéoq FSH-Bcontendo 20% de LH (1@/m¢, 20ug/m?

pela qual véarios grupos de pesquisa tém utilizado . , ..
alta concentracio de LH e baixa de FSH e 4Qug/m¢). Imediatamente apds, os odcitos foram

(BRACKETT et al., 1989; MONTAGNER, 1999; incubados a 39°C em atmosfera umida contendo 5%

ZUELKE & BRACKETT, 1990). Por outro lado, a  de CQ durante 24 horas. .

literatura tem mostrado a possibilidade de ser Apos o descongelamento a 37°C por 10

utilizado até 10g/m¢ de FSH no meio de maturagdo ~ S€9undos, as palhetas que continham sémdosle

sem aparente prejuizo para os processos de clivagemtaurus (1x10 espermatozoides em 0,Bmforam

e de desenvolvimento de estruturas embrionarias até desinfectadas com alcool 70° e levadas para um

estadios passiveis de transferéncia para receptorasambiente climatizado a 39°C. Cuidadosamente,

(SCHNEIDER, 1997; ALVESet al, 1999). 0,1n¥ de sémen foi depositado em tubos conicos de
Partindo-se do principio de que amostras cengrifuga contendo 1,9m de meio definido

de FSH-p comercial sdo contaminadas com LH e do qgificado (mDM) de acordo com KESKINTEPE

fato de nao ter sido ainda testada concient_rac;ao Maior gt 5| (1995). Posteriormente, foram inclinados em

do que 10g/m¢ de FSH-p na maturagéovitro de angulo de 45° com a finalidade de se obter a

odcitosBos indicus conduziu-se esse trabalho para  migraco espermatica ascendente. Decorridos 45

Ve;'f'cirnz glﬂl::esnlila das tcorécer;téoa/g%es Sggm;f minutos do “swim up”, 0,8mda parte superior de

e 4Qug e -p contendo £U% de LH SObre a  ¢ada tubo foi aspirada e centrifugada a 350g por 10

producéo in vitro de embrides, haja vista a . .
influéncia do LH sobre os eventos responséaveis pela minutos. Descartado o sobrenadantei2(fb meio

maturac&o. mDM contendo 10g/m¢ de heparina foi
acrescentado a 200 do pellet resultante da
MATERIAL E METODOS centrifugagao.
Antes da exposicdo dos o006citos aos
Os ovérios da espécios indicusforam espermatozoéides, 5 estruturas de cada repeticdo

obtidos em abatedouro na Regido Metropolitana do (n=150) foram retiradas para terem suas
Recife-PE. Em um periodo maximo de uma hora, os configuragdes cromossémicas avaliadas conforme a
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técnica de COST/At al (1997). As demais foram
lavadas em mDM e transferidas para as gotas de

100u¢ do mesmo meio sob Oleo de parafina

estadio de metafase Il, quando comparada com a

concentragdo de l@/m/ dessa gonadodrofuna. O
efeito deletério que esta gonadotropina pode exercer

esterilizada, local onde era depositada a suspensdosobre a retomada da meiose de odécitos bovinos

espermatica na concentragdo final de 1 X. 10
Imediatamente ap0s)s gametas foram incubados

(GONGALVES et al, 1996), motivou alguns
pesquisadores ndo recomendarem sua incorporacao

em condicdes idénticas as de maturacdo durante 0z0 meio de maturacdo (BRACKETET al, 1989) ou

periodo de 18 horas.

As células da granulosa, obtidas através
da aspiracdo dos foliculos com seringa de %m
agulha 18g, foram cultivadas, por 48 horas, em gotas
de 10Q¢/ do meio KSOM de acordo com
ROSENKRANS et al (1993), suplementado com
10% de soro de vaca no estro.

Os presumiveis zigotos foram desnudados
e transferidos para as gotas de |[l0@ontendo o
meio KSOM suplementado com 10% de soro de
vaca em estro e monocamada de células da

a utilizarem em baixa concentragédo (FUKUSHIMA
& FUKUI, 1985; SAEKIet al, 1991; HARPER &
BRACKETT, 1993; MONTAGNER, 1999).
Todavia, outros autores, como ZUELKE &
BRACETT (1990), admitiram que altos indices de
maturacdo de odcitos bovinos podem ser obtidos
utilizando-se amostras de FSH contaminado com
LH. Com o respaldo dos resultados encontrados por
esses autores, foi esperado que as concentragbes de
20ug/m¢ e 4Qug/m¢ desse FSH-p contaminado com
20% de LH determinassem indices mais expressivos

granulosa. Sob oleo de parafina, essas estruturasde maturacdo em conseqiiéncia da atuacdo conjunta

foram incubadas a 38 em atmosfera Umida com
5% de CQ durante sete dias.

A analise dos dados das configuracdes
cromossbmicas foi efetuada pelo teste Qui-
Quadrado considerando-se o nivel de 1% de
significancia. Os achados de clivagem, degenerados
e blastocisto foram transformados efX+1 (X =

andlise de variancia paramétrica, quando se aplicou
o teste F em niveis de 5% e 1% de probabilidade,

bem como o teste de comparacdo de médias peloachado se mostrar,

teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.
RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados da andlise das
configuragbes cromossbmicas apontaram que a

concentragbes de @g@/m¢ e 4Qug/m¢ de FSH-p

retardaram ou inibiram o processo de maturacéo dos (1988),

odcitos (Tabela 1), haja vista ter proporcionado
menores porcentagens £0,01) de estruturas no

Tabela 1 - Porcentagem das configuragbes cromossdmicas de
odcitos bovinos submetidos a maturagéeitro em
meio de cultura suplementado com diferentes
concentragfes de FSH-p.

Tratamentos Odcitos avaliados Metafase Il
n %
10ug/me 50 81,8
20ug/me 50 55,5°
40ug/my 50 50,0°

Letras diferentes na mesma coluna significa diferenca estatistica
(P<0,01).

verificado que,
namero de embriGes) para atender as exigéncias daodcitos

dessas gonadotropinas proporcionarem condi¢des
ideais para a acdo de mensageiros intracelulares.

As taxas de clivagem variaram de 62,0%
a 65,0% e a ndo constatacdo de diferenga f@5)
entre elas (Figura 1) ndo tem o respaldo dos
resultados encontrados na analise citogenética ao ser
aproximadamente, metade dos
submetidos a maturacdo com as
concentragfes de g§/m¢ 40ug/mé¢ de FSH-p néo
alcancaram o estadio de metéfase Il. Apesar deste
em principio, de maneira
paradoxal, € possivel admitr que essas
concentragcbes devem ter apenas retardado a
maturacéo nuclear, pois se tivesse ocorrido inibicéo
do processo de maturacdo nuclear, a taxa de
clivagem seria estatisticamente diferente daquelas
dos demais tratamentos. Taxas de clivagem variando
de 37,6% a 86,7% foram obtidas por SIRABR{aL
YOUNIS et al (1989), ZUELKE &
BRACKETT, (1990), HARPER & BRACKETT,

66
65
64
63
62

oH P E

61
20

Clivagem (%)

10 40

Figura 1 - Porcentagens de clivagem obtidas em diferentes
concentrag6equfg/m?) de FSH-p comercial. Nao foi
observada diferenca &°0,05) entre os tratamentos.
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(1993), ALVES et al (1999), MONTAGNER,
(1999) e OLIVEIRAet al (1999ab). A diferenca das

um de seus experimentos, registrou porcentagens de
blastocistos equivalentes, respectivamente, a 17,5%

porcentagens entre os autores e aguelas aqui obtidaquando considerou a relagdo blastocisto/odcitos e

pode ser atribuida aos diferentes protocolos adotados23,9% ao relacionar

para a fecundacgdm vitro de odcitos bovinos, a
condigdo corporal dos animais e ao fato de se ter
utilizado animais Bos indicus provenientes de
regibes que apresentavam longo periodo de
estiagem, 0s quais aliados ao temperamento

blastocisto/clivados. Outro
aspecto que deve ser abordado € o fato de que
durante as primeiras 72 horas de co-cultura existe a
producdo de amoénia que é tdxica para o embrido
(GARDNER, 1994). Como no protocolo aqui
adotado n&o houve substituicdo de parte do meio de

estressado dessa espécie, pode ter determinadocultura, admite-se, com base nas argumentagfes de

alterag@es intracelulares, impossiveis de detectacdo
ao simples exame morfoldgico do odcito.

No que diz respeito ao desenvolvimento
embrionario, a partir das estruturas clivadas, nao foi
observada diferenca (® 0,05) entre os diferentes
tratamentos (Figura 2). Porcentagens de 5% a 39,5%
de blastocistos foram verificadas por SAEHI al
(1991), HARPER & BRACKETT (1993), KlMet

al. (1993), KESKINTEPE et al (1995) e
SIMPLICIO et al. (1997). Do total de odcitos
inseminados foram obtidas porcentagens de

blastocistos equivalentes a 11,0%@d0n¢), 12,5%
(20ug/m¢) e 10,5% (4Qg/m¢) e das estruturas que
clivaram, 17,6% (L0g/m¢), 19,5% (2@g/m¢) e
16,3% (4Qug/m¢) evoluiram até estadios de
blastocistos (Figura 2).

Era esperado um maior indice de
blastocistos nos diversos tratamentos, embora haja
grande variagdo nos resultados reportados na
literatura. Uma das justificativas para os resultados
obtidos pode ter sido o fato de que o meio KSOM
néo foi suplementado com aminoacidos essenciais e

KESKINTEPE & BRACKETT (1996) e de
MARTINS JRet al (1997), que este fato também
pode ter exercido influéncia sobre os resultados.

CONCLUSOES

Apesar das concentragdes deu@on/ e
40ug/m¢ de FSH-p interferirem na maturagéo
nuclear, ndo exercem influéncia sobre a clivagem.
Além disso, embries provenientes de odcitos
submetidos ao processo de maturacdo com qualquer
das concentracfes de FSH-p testadas desenvolvem-
se normalmente até os diferentes estadios de
blastocisto.

AGRADECIMENTO

Ao Técnico de Laboratério Alcir Loureiro de
Carvalho Filho pelo apoio na conducgao deste trabalho.

FONTES DE AQUISICAO

nao essenciais, pois além de atuarem como substrato Medium 199/25 mM HEPES modification — Sigma

energeético, reguladores de pH e como sintetizadores
de proteinas, segundo ROSENKRANS & FIRST
(1994), atuam regulando a osmolaridade intracelular
conforme reportado por VAN WINKLEet al
(1990). Adicionando amino4cidos essenciais e nao
essenciais atkSOM, MONTAGNER (1999), em

N
a1

N
(=}

=
al

Blastocisto (%)

=
g o
' '

B Blastocisto/Odcito B Blastocisto/Clivados

Figura 2- Producéo de blastocistos nas diferentes concentragées FUKUI,

pg/m? de FSH-p, calculadas em relagdo ao total de
estruturas inseminadas e clivadas. Nao foi observada
diferencas (B 0,05) entre os tratamentos.
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