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1. INTRODUCAO

Tanto a pesquisa béasica de fisiologia reprodutiva, quanto o
desenvolvimento de pesquisa biotecnolédgica envolvendo transgénese e clonagem
exigem o estabelecimento de um sistema confiavel de producao in vitro (PIV) de
embrides suinos. O sistema de PIV envolve as etapas de maturacédo, fecundacao
e cultivo in vitro (MIV, FIV e CIV, respectivamente) dos possiveis zigotos (TAMAS,
2004).

A maturacdo in vitro € a etapa mais crucial para a PIV. Para que a
maturacdo nuclear e citoplasmatica in vitro ocorra € necessario um meio de
maturagéo eficiente. Diversos fatores influenciam os meios de maturagao in vitro,
entre eles, a suplementacdo com fluido folicular e gonadotrofinas. A
suplementacdo de meios de maturacao € utilizada para possibilitar um ambiente
artificial mais proximo do fisiolégico.

No entanto, a utilizacdo de fluido folicular envolve moléculas e
componentes desconhecidos e que variam entre suas diversas fontes, afetando
diretamente a maturacdo, bem como dificulta o estudo da adicdo de novos
componentes ao meio de maturacao. A utilizacdo de fluido folicular suino (FF)
auxilia a retomada da meiose e aumenta as taxas de maturacdo (DUCOLOMB et
al. 2013), além de proteger do estresse oxidativo (TATEMOTO et al. 2004).
Visando a utilizacdo de uma macromolécula para substituir as proteinas
fornecidas pelo FF, tem sido utilizado o alcool polivinilico (PVA), que nao é
metabolizado pelo complexo cumulus-o6cito (CCO). Assim sendo, 0 uso desse
componente torna o meio quimicamente definido, sendo possivel avaliar o efeito
de outras moléculas usadas no meio de maturacdo. Assim como, utilizar FSH
(Hormonio Foliculo Estimulante) e LH (Horménio Luteinizante) na primeira metade
da MIV é importante para a maturacdo. Enquanto que 00citos in vivo permanecem
no estagio de profase, podemos encontrar que apos a aplicacdo de LH em um
meio de maturacao in vitro, € possivel o recomec¢o da meiose até a sua chegada
em metafase Il (MIl) (MATTIOLLI et al. 1991). Também é possivel verificar que a
adicdo de FSH estimula a retomada da meiose e é possivel chegada em MIl,
dependendo da dose utilizada (BING et al. 2001).



O objetivo do trabalho foi avaliar as taxas de maturacéo in vitro utilizando
um meio quimicamente definido, assim como o uso de meio de maturacdo
suplementado com fluido folicular suino.

2. METODOLOGIA

Ovérios de fémeas suinas pré-puberes foram coletados em frigorifico local
e transportados em NaCl 0,9 % a temperatura de 30-35 °C. No laboratorio, 0s
CCOs foram recuperados a partir de foliculos entre 3-6 mm de didmetro. Somente
0s odcitos com citoplasma homogéneo e com células do cumulus compactas
foram utilizados.

O meio de MIV foi constituido de TCM 199 suplementado com 0,57 mM de
cisteina, 0,91 mM de piruvato de sodio, 10 ng/mL de EGF, 10 Ul/mL de FSH,
10UI/mL de LH e 0,1% de PVA (JIA et al. 2014 e CASILLAS et al. 2014). Ao redor
de 30 odcitos foram maturados em cada poco de uma placa de quatro pocos
contendo 400 yL de meio de MIV e incubados por 44hs (22hs na presenca de
gonadotrofinas e 22h sem as gonadotrofinas), a 38,5°C em 5% de CO2 em ar com
umidade saturada.

Para determinacdo dos grupos, foi utilizado o grupo 1 com TCM-199 e
grupo 2 com TCM-199 suplementado com FF. Para avaliar a taxa de maturacao
nuclear dos odcitos submetidos aos tratamentos, foi realizada uma analise
estatistica com Test t e significancia de p < 0,05.

Apos o término do periodo de MIV a taxa de maturacdo nuclear foi
determinada nos diferentes grupos através de microscopia de epifluorescéncia,
utilizando 30 pg/mL de Hoechst (Sigma® H33342), segundo UHM et al. (2007).
Foram classificados conforme a disposicao do material genético e contabilizados
0 numero de estruturas que atingiram a fase de metafase Il (Mll).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A taxa de maturacéo nuclear (grafico) encontrada no grupo 1 foi de 52,68%
e no grupo 2 foi de 52,83%, ndo havendo diferenca estatistica significativa. No
entanto, CASILLAS et al. (2014) e SOMFAI et al. (2014) encontraram,
respectivamente, uma taxa de MIV de 70% e 66,8%, usando um meio
quimicamente definido. J& em relacdo a taxa de MIV adicionando um meio de
maturacdo suplementado com fluido folicular, TATEMOTO et al. (2004) e YOON
et al. (2015) encontraram taxas de 77,8% e 81,5%, respectivamente.
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4. CONCLUSOES

Tendo em vista as baixas taxas de maturacdo encontradas em ambos
grupos neste trabalho, é necessario aumentar o numero de odcitos utilizados em
MIV e padronizacdo da técnica para obtencdo de um sistema de maturacao
eficiente, porém é importante observar que nao foi observada diferencga estatistica
entre os grupos com e sem FF.
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