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Nos ultimos tempos a producéo de embrides in vitro (PIV) tem se difundido amplamente entre os
criadores de bovinos de elite, com maior énfase na raga Nelore, o grande patrimdnio genético nacional .
Esta técnica trouxe uma velocidade significativa a pressdo da selecdo genética, e sendo utilizada de
maneira consciente se tornard uma ferramenta de grande valia a pecuéria nacional. As principais etapas
gue a congtituem sd0: maturacdo, fertilizacdo e o cultivo que ainda necessitam de estudos para uma
melhoria e padronizacédo dos indices obtidos hoje.

O cultivo in vitro de embriBes bovinos derivados de maturacdo in vitro (M1V)-fertilizacdo in vitro
(FIV) tem obtido sucesso na producédo de bezerros. Um sistema de cultivo adequado para zigotos bovinos
€ requerido para uma producdo em larga escala de embrides in vitro, para 0 melhoramento genético e para
a aplicacdo de outras biotécnicas, como transferéncia nuclear, clonagem entre outras.

Zigotos bovinos derivados de MIV-FIV tem sido cultivados em presenca de células sométicas ou
em meios parcial ou totalmente definidos. Mas existem muitas diferengas entre embrides bovinos
produzidos in vitro dagueles produzidos in vivo. Foi relatado que embrifes produzidos in vitro apresentam
um citoplasma mais escuro e de menor densidade. Uma das principais diferencas entre os embrides
produzidosin vitro e in vivo é a concentracdo de oxigénio no ambiente que envolve o embrido. Admite-se
gue in vivo a concentracdo de oxigénio é de cercade 3 -9%, jain vitro os embrifes podem ser cultivados
em ambientes com concentracdes de 5 a 20% de oxigénio. Desta forma embrides cultivados in vitro estéo
expostos, com freqiiéncia, a um aumento na concentracdo de espécies oxigénio reativas (ROS), o qua é
coincidente com o bloqueio no desenvolvimento.

Durante o inicio de seu desenvolvimento, no oviduto, os embrides estdo protegidos dos danos
causados pelo ROS por agentes anti-oxidantes presentes no fluido da tuba uterina. No entanto, quando os
ovocitos ou embrifes sdo removidos de seu ambiente natural para utilizagcdo em técnicas de reproducéo
assidtida, este mecanismo de defesa € perdido. Sendo assim, para otimizar os sistemas de PIV de
embrides, com frequiéncia sdo adicionados anti-oxidantes ao meio de cultivo embrionério. Apesar disso 0s
efeitos da adicéo de agentes anti-oxidantes em sistemas de cultivo ainda ndo sdo totalmente conhecidos
em virtude da constatacdo de oscilagdes nos resultados de um sistema para outro.

Desta forma este trabalho tem como objetivo estudar a adicdo de substéncias anti-oxidantes,
contidas no suplemento antioxidante da Sigma (A-1345), a0 meio de cultivo de embrides bovinos em
sistema com alta e baixa concentragéo de O,.

Sendo assim, ové&rios de abatedouros foram utilizados para a obteng@o dos ovadcitos. Os foliculos
com didmetro entre 2 a8 mm foram aspirados e os ovacitos obtidos foram selecionados de acordo com a
qualidade, ou sgja, foram utilizados somente aqueles que apresentem trés ou mais camadas compactas de
célulasdo cumulus

Os oviécitos selecionados foram maturados em estufaa 38, 5° C, com 5% de CO, em ar, por 22 a 24
horas. Foi utilizado o meio TCM 199 com sais de Earle e L-glutamina suplementado com 6% BSA, 10%
SFB, 2,2 mg/ml piruvato de sodio, Img/ml estradiol 17b (E, — Sigma, Saint Louis, EUA, # E 2758),
50ng/ml hCG (Profas® 5.000U1), 5ng/ml FSH (Foltropin-V®, Vetrepharm, Ontério, Canadd), e 75ug/ml
gentamicina.

ApOGs a maturacdo, os ovocitos foram submetidos a fertilizagdo in vitro (FIV). Os espermatozdides
foram selecionados pelo método do swuim up e a concentracgo ajustada para 1x10° espermatozdides/ ml.
A fertilizac8o ocorreu em meio Fert-talp, onde os ovécitos e espermatozdides foram incubados em estufa,
sob as mesmas condigdes, por aproximadamente 18 horas.

Decorridas as 18 horas de FIV, os possive's zigotos foram desnudados e transferidos para as placas
de cultivo, divididos em grupos distintos:



Grupo 1 HTF. BME acrescido de 6% de BSA, 10% SFB, 0,01% de myoinositol, 75ng/ml de

gentamicina e Imi/ml de suplemento antioxidante da Sigma (A-1345). Os embrides foram cultivados por
sete dias, em estufaa 38, 5° C. Foi utilizada atmosfera com 5% de CO, em ar (20% de O,).

Grupo 2 HTF. BME acrescido de 6% de BSA, 10% SFB, 0,01% de myoinositol, %g/ml
gentamicina e Ini/ml de suplemento antioxidante da Sigma (A-1345). Os embrides foram cultivados por
sete dias, em estufaa 38, 5° C e amosfera 5% de O,, 5% de CO, e 90% N, (5% de O,).

Grupo controle: HTF: BME acrescido de 6% de BSA, 10% SFB, 0,01% de myoinositol e 75nmg/ml
de gentamicina em atmosfera com 5% de CO, em ar (metodologia de rotina no laboratorio).

A taxa de blastocistos e 0 nimero de células dos blastocistos foram calculados ao término do
periodo de cultivo.

Tabela 1: Dados de produgéo de blastocistos no 7° dia de cultivo

Grupos N° ovécitos N° deblastocistosno % de blastocistos
dia7
1 234 80 34,1°
2 275 98 35,6°
Controle 220 65 29,5

a>’vaores com sobrescritos diferentes na mesma coluna diferem (teste T. P>0.05)

Os resultados obtidos no presente trabalho (tabela 1) demonstram que a adicdo do suplemento
antioxidante foi benéfica para a producdo de um maior indice de blastocistos independente da
concentracdo de O, utilizada, ou sga, Grupo 1 (34.1%) e Grupo 2 (35.6%) comparados com oGrupo
controle (29.5%). A taxa de producdo de blastocisto foi significativamente mais alto no grupo cultivado
com 5% de O, (Grupo 2) em comparagdo com o grupo controle. Por outro lado, a adi¢éo do antioxidante
parece ter sido particularmente importante para o Grupo 1 (20% G), resultando em uma produgéo de
blastocistos significativamente maior que a observada no grupo controle e equivalente a do Grupo 2. O
nimero médio de nucleos contados nos blastocistos e nas morulas analisadas foi de 87 e 37
respectivamente. N&o foram observadas diferencas entre os grupos com relago a porcentagem de células
mortas, as quais apareceram em baixo nimero, ndo ultrapassando os 10%. De acordo com os resultados
obtidos neste experimento, pode-se concluir que a utilizagdo de umaatmosfera com baixa concentracéo de
O, associada a adicdo de antioxidantes ao meio de cultivo se mostrou benéfica a producéo de embrifes
bovinos in vitro. No entanto, a simples adi¢cdo do suplemento oxidante parece ser suficiente para a
mel hora das condi¢des de cultivo, mesmo em situagdes com ata concentragéo de O..
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