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RESUMO

A producdo de embrides in vitro se mostra como uma boa ferramenta de melhoramento
genético e multiplicacdo de animais superiores, visando aumentar a produtividade do plantel.
Espécies reativas de oxigénio sdo um problema comum na produgao de embrides in vitro
(PIVE), uma vez que produzidos em excesso, podem causar problemas no material genético e
lipoperoxidagdo. Portanto, torna-se necessario buscar uma regulagdo de sua producgdo de
forma segura buscar compostos mais eficientes, estdveis, seguros e ndo toxicos para a
suplementacdo dos meios utilizados para produgao de embrides. Os ovécitos coletados de
ovarios oriundos de abatedouro foram submetidos a quatro tratamentos tendo o complexo
cumulus oophorus (COC) mensurado pré e pds o processo de maturagao in vitro (MIV),
verificando se houve uma melhora na drea de expansdo. Posteriormente foram fixados,
corados com solucdo Lacmoide e avaliados quanto a sua cinética de maturac¢do. Dentre os
quatro tratamentos, o uso de tratamentos com ITS mostrou uma média estatisticamente
menor do que os demais grupos sem o uso desse complexo (p<0,05). Ja relativo a cinética de
maturacdo, nenhum dos tratamentos demonstrou aumento significativo na quantidade de
ovécitos em metéfase Il (p>0,05), estagio de completa maturacdo nuclear e competéncia
ovocitdria. Portanto hd uma necessidade de mais estudos para avaliar outras formas de
suplementacdo com ITS e associacées onde tal complexo pode ser funcional, bem como na
producdo e qualidade de embrides.

Palavras-chave: Antioxidante, producao in vitro, radical livre.
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1. INTRODUCAO

A producdo in vitro de embrides (PIVE) se apresenta como uma boa alternativa para a
producdo de animais superiores, consequentemente aumentando produtividade do plantel.
O aumento estd relacionado com o ganho genético proporcionado pela multiplicacdo de
animais de alto mérito genotipico (GONCALVES et al, 2008).

Apesar de todo o avango da PIVE, aproximadamente 30 a 40% dos ovdcitos submetidos a
maturacao in vitro alcangam o estdgio embriondrio de blastocisto. Dentre os possiveis fatores
que determinam essa baixa eficiéncia da técnica, fatores intrinsecos do sistema de PIVE como
a composicdo dos meios de maturacdo, fecundacdo, cultivo, temperatura e atmosfera
utilizadas afetam esses baixos indices. Assim, uma adequada maturacao in vitro (MIV) se torna
essencial para proporcionar ao gameta a capacidade de maturacdo citoplasmatica e nuclear,
tendo como consequéncia, uma melhora na competéncia ovocitaria (GOTTARDI e MINGOTI,
2009; LONERGAN e FAIR, 2008; CAIXETA e DODE, 2010).

Diversas sdo as suplementacdes que, quando presentes nos meios de MIV e no de cultivo
in vitro (CIV), podem alterar taxas de clivagem e producdo de blastocistos. Uma das
alternativas é o uso de antioxidantes, que tem como principal func¢do regular a producdo de
espécies reativas de oxigénio (EROS) oriundos do metabolismo aerdbio. Tal regulacdo é
necessaria, visto que metabdlitos dos EROS possuem alta capacidade de interagir com o DNA,
causando, assim, quebras e modificacdes que acarretam mudancas consideraveis nas taxas de
apoptose e expressdo génica. Outro importante efeito dos EROS é sua interacdao com lipideos,
acarretando um processo de lipoperoxidacdo que causa problemas principalmente na
conformacao e permeabilidade de membranas celulares, tendo como desfecho a apoptose e
parada no desenvolvimento embriondrio. Portanto, ha uma demanda em buscar compostos
mais eficientes, estaveis, seguros e ndo toxicos para a suplementagdo de meios ja utilizados

(ANDRADE et. al, 2010; FIDELIS, 2020; LEITE e SARNI, 2003).

A insulina transferrina selénio (ITS) € um complexo que usa da acdo individual de seus
componentes para diferentes efeitos, entre eles, regular a producdo de ERQO’s. A insulina
possui acdo moduladora para a sintese de acidos nucleicos, proteinas e lipideos, além de
regular algumas funcdes celulares (VEDELER et al., 1991). A transferrina € um transportador

de ferro intracelular e possui acdo removedora de ions metdlicos do meio, também sendo



usado como estimulante de proliferacdo celular (EKBLOM, 1984; BARNES e SATO, 1980). Jd o
Selénio realiza ampla a¢do antioxidante, reduzindo a quantidade de radicais livres, além de
ser parte integrante da enzima glutationa peroxidase, um potente agente antioxidante (EBERT
et al.,, 2006; GRONBAEK et al., 1995). Assim, o ITS se mostra como uma alternativa para
melhorar as condi¢cdes do meio de MIV, gerando assim um aumento na taxa de maturacao
dos ovdcitos.

O objetivo do proposto trabalho foi avaliar o efeito da suplementacdo do ITS na MIV na

maturagdo nuclear de ovdcitos bovinos.



2. FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1.  Maturagao in vitro de ovécitos

Retidos no estagio de dipldteno da préfase 1 desde a vida fetal do animal, a retomada da
meiose dos ovdcitos s6 acontece pelo estimulo gerado a partir do pico do hormoénio
luteinizante (LH) ou com a retirada do ovdcito de dentro do foliculo. Portanto, os ovdcitos
aspirados ainda sdo imaturos e precisam do processo de maturacdo para poderem ser
fecundados e, partir de entdo, se desenvolverem ao estdagio de blastocisto (CAIXETA E DODE,

2010; GONCALVES et al. 2008; MELLO e et al, 2016).

Nessa etapa de maturacdo, os ovdcitos passam por diversos processos nucleares (como a
retomada da meiose, ruptura da vesicula germinativa, reorganizacdo da rede de microtubulos,
condensacdo dos cromossomos) e processos citoplasmaticos, como uma realocacdo dos
granulos corticais préximos a membrana plasmatica, reprogramacado na sintese proteica,
mudancas na atividade da proteina quinase ativada por mitégenos (mitogen-activated protein
kinase (MAPK)) e do fator promotor da maturacao (maturation-promoting fator (MPF)),
desenvolvimento dos mecanismos de liberacdo de Ca?" aquisicdo da capacidade de
descondensar a cabeca do espermatozoides, desenvolvimento dos estoques de lipideos,
reducdo do aparelho de Golgi, redistribuicdo de ribossomos e rearranjos das mitocondrias,
além de uma estocagem de proteinas e transcritos, fundamentais para o desenvolvimento

embrionario inicial (FERREIRA et al. 2009; GONCALVES et al, 2008; VARAGO et al. 2008).

A etapa de maturacdo ocorre num periodo de 18 a 24 horas onde também acontecem
algumas mudancgas no complexo cumulus oophorus (COC’s). Tais células estdo ligadas ao
ovécito e estdo relacionadas com passagem de metabdlitos, ions e aminoacidos que
participam como reguladores da maturacdo. O COC passa por um crescimento e expansao, no
qual ele se expande por meio da secrecdo de acido hialurénico (FAIR, 2003; GONCALVES et al.
2008; KRISHER, 2004; MELLO e et al, 2016; VARAGO et al. 2008;)



2.2.  Fatores que influenciam na maturagao in vitro de ovdcitos.

Alguns fatores presentes na produgao in vitro influenciam na maturagdao do ovécito e
consequentemente na capacidade de fecundacdo e desenvolvimento embrionario, sdo eles:
atmosfera gasosa, meio de cultivos, temperatura, suplementacdao proteica, fatores de

crescimento (MELLO et al, 2016; CAIXETA E DODE, 2010)

Os meios de maturacdo podem ser suplementados com antioxidantes, fatores de
crescimento e hormodnios, com o intuito de incrementar as taxas de maturacdo e
desenvolvimento embrionario como o epidermal growth factor (EGP), cisteamina, horménio
foliculo-estimulante (FSH) e o LH. As suplementac¢des proteicas do meio de maturagao mais
utilizadas sdo o soro fetal bovino (SFB) e com albumina sérica bovina, BSA (OLIVEIRA et al,

2019; TETZNER, 2007; VARAGO et al, 2008).

A tensdo de oxigénio, no sistema de maturacao in vitro, ¢ um fator que influéncia a
producdo de embrides. A alta tensdo de oxigénio (20% de O;) estd ligada a estresse oxidativo
e consequentemente alteragdes citogenéticas. A tensdao mais utilizada para producdo de
embrides bovinos é a de 5% de O, (Banwell et al., 2007). Durante a maturacao e cultivo in vitro
sao produzidos radicais livres que prejudicam o desenvolvimento e maturagao, dessa forma
uma alternativa para melhorar taxas de maturac¢do e desenvolvimento de ovdcitos e embrides
é o uso de antioxidantes em seus respectivos meios, que irdo auxiliar na protecdo das
estruturas contra o estresse oxidativo e radicais livres que ocorre nas produgdes in vitro

(FIDELIS, 2020).

2.2.1. Estresse oxidativo e producado de espécies reativas de oxigénio
Radicais livres sao moléculas que, além de geradas naturalmente pelo metabolismo
celular, possuem fungdes importantes na transducdo de sinais intracelulares, principalmente

ligadas ao controle do ciclo celular, diferenciacdo e apoptose (SIES, 2017).

O oxigénio possui alta reatividade devido a sua conformacdo eletrénica. Tal reatividade o
torna um dos principais entregadores das moléculas reativas, tais como o radical superéxido
(02), peréxido de hidrogénio (H202) o radical hidroxila (OH) (MENEZO, 2016; FIDELIS, 2020).

Com a ocorréncia do metabolismo aerdbico, muitas vezes o oxigénio destinado a esse



processo, interage com outras moléculas relacionadas a cadeia transportadora de elétrons de
processos mitocondriais e no reticulo endoplasmdatico formando OH. Assim o H;0, e 0 02
também sdo citotdxicos, uma vez que grande parte da sua conversdo se da em OH. O radical
hidroxila possui alta capacidade de interagir com o DNA, assim causando quebras e
modificacGes, que acarretam mudancas consideraveis nas taxas de apoptose e expressao

génica (FIDELIS, 2020; LEITE e SARNI, 2003).

2.3.  Uso de antioxidantes na maturagao in vitro

Antioxidantes sao amplamente relacionados a moléculas com capacidade inibitiva da
oxidacdo de outras moléculas, moléculas que reduzem o estresse oxidativo gerado pelas
ERO’s. Tais agentes podem ser classificados como enzimaticos e ndao enzimaticos, sao
principalmente enzimas, aminodcidos, substratos energéticos que agem de duas principais
formas. Os “scarvengers” que sequestram as moléculas reativas e os “quenchers”, que muitas
vezes ndo possuem agao bem elucidada, mas estdo relacionados com o fornecimento de um

substrato oxidativo (HOSAKA et al. 2005).

Uma vez determinado que é necessario o uso de antioxidantes na producdo devido a
inexisténcia ou ineficiéncia das defesas contra radicais livres e melhores taxas embrionarias,
se torna necessario buscar compostos com a menor agressividade o possivel em rela¢ao aos
embrides (CHWA et al.,, 2006). A cisteamina por exemplo, é muito utilizada como
suplementagao do meio de matura¢ao em muitas producdes, ela age aumentando a produgao
de glutationa (GSH) um antioxidante natural presente no ovdcito muito importante no
combate de espécies reativas de oxigénio (Oyamada e Fukui, 2004). Merton et al (2013),
avaliou que a presenca de cisteamina no meio de maturagao aumenta os niveis de glutationa
e as taxas de producdao de embrides, consequentemente melhora a competéncia ovocitaria.
Além da cisteamina, podem ser utilizados no meio de maturagao a Vitamina E e o acido

ascorbico, que também possuem acdo antioxidantes (Olson e Seidel, 2000).



2.4. Uso de ITS na maturacao in vitro
O ITS, a combinag¢dao de insulina-transferrina-selénio, vem sendo estudado como
antioxidante para uso em meios de maturacdo e de cultivo, reduzindo a sintese de radicais

livres e peroxidagao de lipideos (Kim, et al., 2005; Lee, et al., 2005).

A insulina, um hormonio peptideo, atua impulsionando a producdo de DNA e RNA,
proteinas e lipideos, tendo uma importante atividade mitogénica e regulando mecanismos
celulares (Acevedo et al., 2007). Em alguns estudos como (Ocafia et al. 1998) mostrou que o
uso da insulina na maturacdo in vitro de embrides bovinos e humanos, aumentou as taxas de

ovdcitos maturados, consequentemente maior taxa de fecundacgao e clivagem.

A transferrina no meio de cultivo celular atua na desintoxicacdo de metais téxicos, além
de ser uma molécula carreadora de ferro e possuir acdo estimulante na proliferacao celular

(Ekblom, 1984).

O selénio é um fundamental elemento que em cultivo celular atua como antioxidante
reduzindo as taxas de radicais livres gerados pelo estresse oxidativo presente no ambiente
artificial, além de diminuir a peroxidacdo de lipideos. Além disso ele age indiretamente
prevenindo os danos causados pelo estresse oxidativo, fazendo parte da composicdo do sitio
ativo da Glutationa peroxidase, impedindo que as espécies reativas de oxigénio cheguem ao

seu alvo (Tatemoto et al., 2004; FIDELIS, 2020).

Hammami et al (2013) testaram o efeito do ITS junto com L-acido Ascorbico (AA) e alguns
hormonios como LH, FSH e 17-Bestradiol, em varios niveis durante a maturacao in vitro de
ovécitos de cabras pré-puberes quanto a producao e qualidade de blastocistos. Durantes as
12 primeiras horas de maturacdo, os ovdcitos mantiveram a qualidade dos blastocistos,
aumentando assim sua tolerancia e sobrevivéncia ao processo de criopreservagao, porém nao

houve diferenca entre a quantidade de blastocistos produzidos.

Ja de acordo com Jeong et al (2008), a adicdo de 10mg/L de insulina, 5mg/L de transferrina
e 5,5mg/L de selénio no meio de maturagdo in vitro junto com acido poli vinilico (PVA) e/ou
liquido folicular de suino incrementaram a capacidade dos ovdcitos de formarem pro nucleos
masculinos e, ainda, o desenvolvimento embriondrio na producao in vitro e na producgao de

embribes por transferéncia nuclear.



3. MATERIAIS E METODOS

O presente experimento foi realizado no prédio de biotecnologia da EMBRAPA Cenargen,

nos laboratdrios de reproducdo animal.

3.1. Delineamento experimental

No proposto trabalho foram feitos quatro tratamentos do meio de maturagao para testar
a suplementacdo do ITS no meio de maturacdo como uma alternativa para aumentar as taxas
de maturagdo ovocitdria. O primeiro tratamento utilizado foi o meio de maturag¢do padrao do
laboratério de reprodugdao animal da Embrapa Cenargen sem nenhum antioxidante, como
controle. O segundo foi o meio de maturacdo padrao do laboratdrio de reproducdo animal da
Embrapa Cenargen composto com cisteamina. O terceiro tratamento foi o meio de maturagao
padrdo do laboratério de reproducdo animal da Embrapa Cenargen com a presenca de ITS. E
quarto e ultimo tratamento, meio de maturagao padrao do laboratério de reproducdo animal

da Embrapa Cenargen sem a presenca de cisteamina e com a presenca de ITS.

Os parametros de avaliacdo de maturacdo dos ovécitos que foram utilizados foi a
mensuracdo das areas do COC antes e depois da maturagao e a coloragdo com Lacmoide, onde
foi possivel visualizar as placas metafasicas onde os ovdcitos se encontravam. O correto é que

guando maturados, os ovdcitos se encontram estacionados em metafase Il da meiose.

Experimento 1: Avaliacao da mensuracgao da area dos ovdcitos antes e depois da maturagao

com os tratamentos do meio de maturacao.

Nesse experimento foi registrado fotos dos ovécitos antes e depois da maturacdao com seus
devidos tratamentos. Apds o registro foi feito a mensuracgao das areas do COC e em seguida a
média das areas de cada tratamento para avaliar se a presenca do ITS no meio de maturacdo

influenciava na expansao do COC.

Experimento 2: Avaliacdo da cinética de maturacdo nuclear dos ovdcitos com os

tratamentos do meio de maturacao.

Nesse experimento foi visualizado a placa metafasica a partir da coloracdo com Lacmoide

de cada ovécito dos quatro tratamentos proposto. Sendo possivel avaliar se o tratamento com



a presenca de ITS ou ndo influenciava na maturacdo nuclear dos ovdcitos e consequentemente

a competéncia ovocitaria e desenvolvimento de um possivel embrido.

3.2. Obtencdo dos ovdcitos e aspiracao

Os ovarios usados para a obtencdo dos ovécitos foram oriundos de um abatedouro de
Anapolis — GO. Os ovarios foram transportados durante a viagem em banho maria,
temperatura de 35°C. Logo apds a chegada dos mesmos ao laboratdrio, os ovarios foram
lavados com solugdao salina a 0,9%, suplementado com antibiéticos penicilina e
estreptomicina, aquecida a 32-36°C e logo apds a lavagem foram armazenados em um
recipiente de vidro estéril, contendo essa mesma solugao, onde permaneceram até o fim da
aspiracdo em banho maria nesta mesma temperatura. Todo o processo do transporte a
aspiracado e finalmente a colocagdo dos ovécitos puncionados em maturagdo foram feitos no

intervalo de 4-6 horas.

3.3. Rastreamento e selecdo dos ovdcitos

Ap0s a aspiracao, foi feito o rastreamento e selecdo dos ovdcitos. Aguardado 10 minutos
para sedimentacdo dos ovdcitos e formacao do pellet no fundo do tubo, foi retirado com o
auxilio de uma pipeta sorolégica o liquido folicular ou sobrenadante e colocado em outro
tubo. Esse liquido foi centrifugado a 37°c, a 700g por 5 minutos. Enquanto isso o pellet foi
mantido em banho maria a 37°C. Em uma placa de Petri de 60mm foi colocado o pellet e cerca
de 10mL do liquido folicular centrifugado para que os ovdcitos fossem rastreados com o
auxilio da lupa e manipulados com a pipeta de vidro e bulbo. Os ovécitos encontrados foram

colocados em outra placa de Petri de 35mm contendo de 2-3mL de liquido folicular.

Apds o rastreamento os ovdcitos encontrados foram selecionados quanto a qualidade,
avaliando a uniformidade do citoplasma e quantidade e aparéncia do COC’s, de acordo com
CAIXETA E DODE, 2010. Apenas ovdcitos de grau 1 a 3 foram utilizados, ovdcitos de grau 4
foram descartados. Apds a selecdo, os ovdcitos foram agrupados em grupos de 25 a 30 por

gota.

Antes de transferi-los para as gotas de maturacao, foi dado um banho em cada grupo como

0 préprio meio de maturacdo de acordo com o tratamento para cada grupo. Apds isso 0s



ovécitos foram transferidos para suas respectivas gotas de maturacdo, contendo 150uL do
meio de maturag¢ao de cada tratamento, imersas sob 6leo mineral em uma placa de Petri de

60mm.

3.4. Maturagao in vitro.

O meio de maturagdo (MIV) padrdo da Embrapa Cenargen, do qual foi utilizado na
realizacdo do experimento consiste de TCM 199 com sais de Earl’s suplementado com 10% de
soro fetal bovino (SFB), 0,01 Ul/mL de horménio foliculo estimulantes (FSH), 0,1mg/mL de L-
glutamina, 0,1ug/mL de cisteamina e 0,0755mg/mL de sulfato de amicacina. Nos tratamentos
que haviam a presenca de ITS foi adicionado 0,5ug de ITS a cada mL de meio de maturacao ja

pronto.

Os quatro tratamentos utilizados do meio de MIV para o experimento ficaram
armazenados a 4°C até o dia do uso. No dia do uso do meio foi separado em eppendorf a
guantidade necessaria para ser usada, e posta para estabilizar por no minimo 2 horas antes
do uso na estufa de estabilizacdo. Com isso os ovécitos permaneceram nas gotas de

maturacdo de 150 plL, por 22 horas, a 38,8°C e com 5% de CO2 em ar.

3.5. Expansdo do complexo cumulus oophorus (COC’s)

Para determinar a expansdo do complexo cumulus oophorus (COC’s)de cada tratamento
foi utilizado o programa Nikon Digital Sight DS-L3. A mensurag¢ao da drea dos ovdcitos antes e
depois da maturacgdo foi realizada pelo programa Imagel. Foi realizada a diferenga entre a
média de todas as dreas das células do cumulus, de cada tratamento, antes e depois da

maturagao in vitro.

3.6. Colorag¢ao com Lacmoide

Apds as 22 horas de maturacdo dos devidos tratamentos os ovdcitos foram desnudados e
colocados em meio de fixagcdo por mais 48 horas. O meio de fixacdo é composto por metanol
e acido acético em uma proporcdo de 2:1. Apds as 48 horas em meio de fixagcdo os ovocitos
foram corados com a solucdo de Lacmoide, onde é possivel visualizar estagios especificos da
maturacdo nuclear de ovécitos bovinos. 100mL da solucao corante de Lacmoide é composto

por 5g de Lacmoide, 45mL de acido acético e 55mL de dgua destilada, apds a diluicdo de todos



componente foi feito uma filtracdo da solucdo corante com filtro de café. Os materiais

utilizados para a coloragdo foram:

Com a ajuda de uma pipeta de vidro com o bulbo e visualizando-os com o auxilio de uma
lupa, os ovdcitos ja previamente fixados foram colocados em uma lamina e tampados com
uma laminula com vaselina, na ponta de dois lados opostos para ndo amassar os ovdcitos.
Com o auxilio de um papel toalha, criando um sistema corrente na lamina, os ovécitos sao
lavados com a solugdo corante de Lacmoide, e em seguida lavados novamente com solugao
de fixacdo. Apds secar a lamina com um papel toalha foi feito a vedacdo da lamina com
esmalte, passando o esmalte nas laterais onde ndo ha vaselina nas pontas. Com a lamina
pronta foi visualizado com o auxilio de um microscdpio, as placas metafasicas onde os ovdcitos

de encontravam.

3.7.  Andlise estatistica

Os dados de fase da meiose relativo a maturacdo nuclear de cada grupo foi analisado pelo
teste de Chi-quadrado (independéncia) e a média de drea dos odcitos antes e apds MIV foi
analisado pelo teste de Kruskall-Wallis, ambos utilizando 5% de significancia (p=0,05). As

avaliagOes estatisticas foram feitas no programa “R Studio”, versao 4.0.4, 2021.



3. RESULTADOS E DISCUSSAO

No primeiro experimento proposto, o grupo tratado com ITS e o grupo tratado com ITS
+ cisteamina demonstrou uma maior taxa de expansao das células do cumulus em relagdo aos

demais grupos, conforme demonstrado na tabela 1.

Tabela 1: Mensuragdo da area do COC antes (pré) e depois (pds) da maturagdo in vitro (MIV) submetidos a
diferentes meios de maturacdo, suplementados com antioxidantes.

Tratamentos Ovdcitos (N) Média da area do COC pré-MIV  Média da area do COC pés-MIV

MIV -ITS +CIS 106 0,130+0,095 0,431+0,344°

CONTROLE 98 0,129+0,085 0,436+0,296°
MIV +ITS -CIS 110 0,152%0,133 0,375+0,274°
MIV +ITS +CIS 100 0,127+0,063 0,385+0,270%°

Dados avaliados pelo teste de Kruskall-Wallis. Letras distintas na mesma coluna diferem entre si (p<0,05).
MIV: Maturagdo in vitro

ITS: Insulina transferrina selénio

CIS: Cisteamina

Embora a expansdo do COC seja um processo relativamente facil de se reproduzir in
vitro ainda nao se sabe o significado dessa expansao in vitro, visto que ainda hd controversas
desse processo em relacdo a maturacdo ovocitaria e da aquisicdo de competéncia. Portanto
ha a necessidade de uma averiguagdo nuclear para confirmar se houve maturagao ou ndo, o

que condiz com achados na literatura (CAIXETA E DODE, 2010; )

No segundo experimento foi avaliada a influéncia dos diferentes tratamentos na
cinética de maturacao nuclear dos ovécitos. Os ovécitos foram classificados de acordo com o
estagio da meiose que se encontravam: vesicula germinativa (VG), quando o envoltdrio da
vesicula estiver intacto e a cromatina estiver descondensada, vesicula germinativa rompida
(VGBD) quando o envoltério da vesicula estiver rompido em qualquer ponto e a cromatina
estiver condensada, metdafase | (Ml), anafase | (Al), teléfase | (TI) e metafase Il (MIl) com a
presenca do corpusculo polar (CP). No entanto foram considerados ovécitos anormais aqueles
gue apresentaram algum tipo de aberracdo cromossémica, degeneracdo e cromatinas difusas
e/ou indefinidas. O teste estatistico realizado mostrou que ndo houve diferenca significativa
entre os tratamentos realizados, como descrito na Tabela 2, abaixo. Portanto, o uso de ITS no
meio de maturacdo ndo influencia em uma melhor taxa de maturacdo de ovdcitos e

consequentemente na competéncia ovocitaria.



Tabela 2: Cinética de maturagdo nuclear de ovdcitos submetidos a MIV com suplementagdo de
diferentes antioxidantes.

Tratamentos TOTAL VG VGBD Ml Al Tl MIl  ANORMAIS

MIV -ITS +CIS 65 1 0 4 0 3 54 3
CONTROLE 59 0 0 1 0 2 53 3

MIV +ITS -CIS 57 2 1 1 3 5 39 6

MIV +ITS +CIS 55 1 0 2 2 4 42 4

VG: vesicula germinativa; VGBD: Vesicula germinativa rompida; MI: metafase I; Al: anafase I; T:
Telofase I; MIl: Metéfase Il. Dados avaliados pelo teste Chi-quadrado (p<0,05).

Pereira (2013) mostrou que a presencga de ITS associado ao L-acido Ascérbico (AA)
durante diferentes horas de maturacdo (0, 8 e 24 horas) e diferentes tamanhos de foliculos
(1-3 e 6-8) ndo melhorou as taxas de competéncia dos ovdcitos, porquanto ndo houve
interferéncia a nivel molecular. Apds 24 horas de maturagdo todos os ovécitos, independente
do grupo, tinham em torno de 90% dos seus ovécitos em estagio de metafase Il. Apenas houve
melhora no desenvolvimento embriondrio de ovdcitos maturados coma suplementacao de ITS

e AA na maturagao in vitro.

Ja Cordova (2010) relatou que ndo houve diferencga estatistica na presenca de ITS e/ou
acido L-ascérbico por 12h no meio de maturacdo em comparacdo aos controles que tem em
sua composicdo apenas o TCM. No entanto, a presenca de ITS e/ou acido L-ascorbico por 24h,
obteve taxas mais baixas de ovdcitos que atingiram metafase Il em comparacdao com ovécitos

de controle.



4. CONSIDERAGOES FINAIS

Conclui-se que a presenca do ITS por si sé no meio de maturagao in vitro, ndo foi
suficiente para melhorar a taxa de maturacdo nuclear de ovdcitos e consequentemente
competéncia ovocitdria. Portanto ha uma necessidade de mais estudos para avaliar outras
vias e associacdes em que o ITS poderia ser funcional, bem como na producdo e qualidade de

embrides, tanto no cultivo quanto na maturagao, ou nos dois.
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