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1. INTRODUCAO

Os recentes progressos na PIV na espécie suina aumentaram a viabilidade
embriondria e 0 numero de embrides disponiveis para estudos do
desenvolvimento embrionario pré-implantacional (TATEMOTO et al., 2005). No
entanto, em comparacao com outras espécies domésticas, a eficiéncia em suinos
permanece inferior devido a diversos fatores, como a limitacdes na MIV, que
acarretam em anormalidades na fertilizacdo (ABEYDEERA, 200). Esses fatores
comprometem a producdo de embrides, levando a variacbes nos indices de
penetracdo espermatica (50-90%), poliespermia (5-91%), clivagem (20-75%) e de
blastocistos (2-36%) reduzindo a eficiéncia da FIV (NIEMANN & RATH 2001).

Neste sentido, é importante a selecdo de complexos cumulus-oécitos
(COCs) com boa capacidade de desenvolvimento, sendo a técnica de obtencéo e
meios utilizados para manutenc¢ao oocitaria, fatores de grande consideracdo. Com
relacdo aos meios para esta finalidade, o D-PBS tém sido amplamente utilizado
para selecado oocitaria (WONGSRIKEAO et al., 2006) porém novos meios com
composicdes mais elaboradas devem ser testados a fim de manter o estado de
competéncia do o4cito, pois a qualidade oocitaria € um dos fatores determinantes
para o sucesso da PIV (LEE et al. 2013). Neste contexto, o0 meio ReproPel foi
formulado a partir do Porcine Zygote Medium (YOSHIOKA et al.,, 2002), com
modificagdes.

A obtencdo dos COCs pode ser realizada através das técnicas: fatiamento
dos ovarios (slicing) ou a aspiracéo folicular com agulha acoplada a seringa ou
bomba a vacuo (BERNARDI, 2005). De acordo com WANI et al. (2000), o slicing
possibilita o acesso a foliculos profundos no cértex ovariano, resultando em maior
guantidade de COCs. No entanto, o slicing apresenta a desvantagem de ser uma
técnica demorada, além de gerar muitos debris celulares que dificultam a
posterior identificacdo dos COCs (WANI, 2002). Ja a aspiracao folicular, &
considerada um método mais simples e rapido (WANI et al.,, 2000). Porém, a
guantidade e a qualidade dos COCs recuperados por meio da aspiracao folicular
dependem, entretanto, dos aspectos fisicos envolvidos em tal técnica.

A ativacdo partenogenética € uma forma de averiguar a qualidade oocitaria,
através do desenvolvimento embrionario. Esta pode ser realizada através de
tratamentos promovam o0 aumento da concentracdo intracelular de calcio livre,
através de liberagdo das reservas citoplasméaticas desse componente. Como por
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exemplo, a ionomicina (LOI et al.,, 1998) e o 6-DMAP (6- dimetilaminopurina)
proteina inibidora da serina, a qual a aumentou o estimulo, acelerando a
formacéo e o desenvolvimento pronuclear em o6citos de camundongos e bovinos
(MOSES et al., 1995). lonomicina sequencialmente combinado com 6-DMAP tém
sido amplamente utilizados para ativacdo oocitaria (Ongeri et al, 2001).

O objetivo deste estudo foi comparar através da ativacdo partenogenética
dois meios de manutencao oocitaria: D-PBS e ReproPel, assim como, diferentes
técnicas de obtencado de odcitos: slicing e aspiragéo folicular.

2. METODOLOGIA

Os ovérios foram coletados em frigorifico e transportados em NaCl 0,9 %
em temperatura de 30-35 °C. A aspiracdo folicular foi conduzida a partir de
foliculos entre 3-6 mm de didmetro, utilizando bomba de vacuo com 14 mmHg. No
slicing, os ovarios foram colocados em placa com meio D-PBS, sendo realizada
incisdo nos foliculos entre 2-6 mm com lamina de gilete. O meio contendo o fluido
folicular e material celular foi filtrado e depositado em um Becker. Apés 10 min, o
sedimento foi ressuspendido em D-PBS e colocado em banho-maria para nova
sedimentacdo em tubos falcon de 50 mL. ApdOs isso, 0s o0citos foram
selecionados, somente os 06citos com citoplasma homogéneo e com células do
cumulus compactas foram classificados, em ambos os métodos. Apds selecéo, os
odcitos foram mantidos nos meios D-PBS e ReproPel, durante 60 min, dentro de
estufa de COs,.

A maturacdo foi realizada durante 48h em meio NCSU-23 segundo
SANTOS et al (2012). Ap6s a MIV, as células do cumulus foram removidas
através de pipetagem em meio TCM 199 contendo Hepes suplementado com
0,1% de hialuronidase. Os od6citos foram ativados utilizando ionomicina (20
UM/mL) por 5 min e 6-DMAP (2 mM/mL) por 3h. Finalizada a ativagdo, os odécitos
foram colocados em meio de cultivo, PZM-3 (YOSHIOKA et al., 2002) para o
desenvolvimento embrionério, acrescido de piruvato (0,2 mM), glutamina (1mM),
hipotaurina (5mM) e BSA (3mg/mL). No quarto dia acrescentou-se 10% de soro
fetal bovino inativado. Os embrides foram avaliados quanto a clivagem no
segundo dia e quanto ao desenvolvimento em moérula e blastocistos no sétimo
dia.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO
Os resultados deste trabalho podem ser observados na tabela 1.

Tabela 1. D-PBS e ReproPel como meios para manutencéo de o0citos suinos
obtidos através de slicing e aspiracao folicular e ativados partenegoneticamente.

Método Aspiracao Slicing
MC +Bl % (n) n MC+BI % (n) n
D-PBS 6,0 (6) ® 93 19,1 (40) 169
ReproPel  12,9(16)%® 108 21,9 (54)* 193
(n) Total 31 470 143 961

*Letras minusculas demonstram diferenca estatistica (P<0,05) em cada coluna e letras maitsculas
demonstram diferenca estatistica (P<0,05) em cada linha.
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Os resultados deste trabalho indicaram que com relacdo ao meio para a
manipulacdo oocitaria, o ReproPel apresentou melhores resultados de
desenvolvimento embrionario que o D-PBS, apenas no método de aspiracdo. No
slicing, ndo ocorreu diferenca entre os meios testados. Este resultado ocorreu,
possivelmente, devido & metodologia necessaria na técnica do slicing, através da
qual os odcitos foram mantidos durante pelo menos 20 min em meio D-PBS.

A busca por meios que possibilitem melhores condicbes para a
manutencdo da viabilidade oocitaria € importante para a melhora dos resultados
da PIV em suinos. Segundo KRISHER et al., (2007) e Kikuchi et al., (2002), a
necessidade de melhorar o processo de selecdo e condi¢cdes dos meios para
oocitos e embrides, em suinos, existe com a finalidade de ajusta-los ao
metabolismo do o0cito desta espécie, o qual apresenta particularidades
especificas (KRISHER et al., 2007).

Além de buscar aprimorar 0 meio para manter a viabilidade do odcito suino,
este trabalho também procurou evidenciar qual técnica de obtencdo oocitaria
possibilitaria maior nimero de o6citos com qualidade. Neste sentido, com relacdo
a técnica de obtencg&o oocitaria, encontrou-se que através do slicing foi possivel
manter a qualidade e competéncia dos odcitos, de melhor forma que através da
aspiracdo. Pois, o indice de desenvolvimento embrionario foi maior através do
meétodo slicing que o obtido na aspiracao folicular (tabela 1).

Através de observacOes realizadas nesta pesquisa, através do slicing foi
possivel obter oocitos com numero maior de camadas de cumulus, quando
comparado com a aspiracdo. Isto evidencia que a aspiracdo, conforme foi
utilizada nesta pesquisa, com bomba de vacuo e 14 mmHg de pressao,
possivelmente, ocasionou modificagdes nos COCs. DAS et al. (1996), em estudo
com odcitos de bufalos, também obteve mais od6citos com qualidade através do
slicing que com a aspiracdo. Com relacdo ao niumero de camadas de células do
cumulus, SHIRAZY et al., (2005) relataram que em odcitos ovinos, através do
método de aspiracdo, foram encontrados maior nimero de odcitos parcialmente
desnudos ou completamente desnudos, evidenciando que a pressdo do vacuo
causada pela aspiracdo foi responsavel, nesta espécie, pela retirada destas
células.

4. CONCLUSOES

Através desta pesquisa conclui-se que o meio ReproPel pode ser uma
alternativa para a manutencdo de o0citos suinos e através do slicing obteve-se
oocitos com maior qualidade que na aspiragéo.
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