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Introducao

DESENVOLVIMENTO
EMBRIONARIO

3-4 dias ;
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Colheita, coleta e
maturacao de
Complexos cumulus
ooforus (CCO’s)

Preparacao
espermatica:
GRADIENTE DE
PERCOLL

Preparacao

Fertilizacao
in vitro

Avaliagoes do
desenvolvimento
embrionario




Percoll = Particulas de
silica coloidal
recobertas com
polivinil pirrolidona

Percoll
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Tem sido relatado:

* Melhora na motilidade;

GRADIENTE DE

PERCOLL > * Melhora no % de céls normais;

* Melhora % de céls. com membrana intacta

* Melhora no % de céls. com acrossoma

Por outro lado... intacto

4

Forca de centrifugacao
poderia causar danos a
membrana e acrossoma



Tem sido estudado:

* Efeitos na PIV de embrioes quando é

utilizado um menor volume de Percoll e

GRADIENTE DE >

PERCOLL

centrifugacao a uma maior forg¢a, mas de

curta duracao;

Quanto a proporgio de * Interesse dos laboratdrios de FIV, visando

sexos de embrides ... . o
u reduzir custos e tempo de preparacao
espermatica.

* Estabelecidas diferencas de massa, peso « Alteraces propostas

e densidade entre cromossomos X e Y :|> poderiam favorecer

(tamanho e conteudo de DNA). espermatozéides mais

leves ou mais pesados



O objetivo do presente estudo foi avaliar os efeitos da forca e duracao da

centrifugacao, bem como o volume de Percoll, sobre a qualidade

espermatica, desenvolvimento embrionario e propor¢ao sexual de

embrides bovinos produzidos in vitro.




Colheita, coleta
e maturagao
dos CCO’s

* Coletados frigorifico,
transportados a 35° em
NaCl 0,9 + Pen-Strep
* Aspirados foliculos
de2a8 mm
* Selecao de cumulus
ooforus e passagem para
meio de maturagao
* Maturagao 22 horas a 39°C

~._  em 5% de CO2

Preparacao




Materiais e métodos

DIA 0: AvaliagOes espermaticas (4 touros)

Motilidade

Morfologia

Concentragao

nupeec

% Subjetivo avaliado em microscopio
de campo brilhante em aumento de
400 x

A
Microscopio de contraste de fase, em

aumento de 1000 x, contadas 200
céls. e expresso em percentual

Realizada por meio de
hemocitometro, resultados
expressos em cél/ml.



DIA 0: Avalia¢cOGes espermaticas

Membrana plasmatica

Integridade acrossomica

Utilizando método do
6 — carboxi — diacetato
de fluoresceina

Integridade da cromatina

A4

Utilizando método da lecitina do
amendoim conjugada ao
isotiocianato de fluoresceina

Utilizando método com Laranja de
acridina




DIA O: Sémen dos 4

Touros
Percoll |:>
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Percoll

90%

ml

ml

Percoll

45%

—> ul
Percoll
90%

-----

a 700G

Centrifugado em tubo de 15 ml, por 20 min

Centrifugado em microtubo de 4 ml , por

20 min a 700 G

Percoll
45%

Percoll
90%

—>
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25000 G

Centrifugado em microtubo de 4 ml, por 5 min
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DIA 0: Sémen dos 4 _JJJ g
Touros
TleT2
4 4
ml ml
Centrifugado em microtubo de 4 ml, por 5 Centrifugado em microtubo de 4 ml , por 5
min a 700 G min a 5000 G

Sedimento re-suspenso em 80 ul de sp
TALP e sémen utilizado para analise e FIV




Materiais e métodos

DIAO: FIV

CCO’s

Colheita, coleta
e maturagao de

nupeec

* Transferéncia dos odcitos
maturados para gotas de
meio de fertilizagao
* Adicao de sémen
(1x10%/mL)

* Incubagao por 20 horas a
39°C, com 5% de CO2
* Pés incubagao transferidos
para meio de cultivo

T

Preparacao

Cultivados em 39°C e 5%
de CO2 no ar, durante 7
dias

Fertilizacao
in vitro




Materiais e métodos

DIAS 2, 6 e 7: Avalia¢Oes das taxas
clivagem e formacao de blastocisto

Embridoes sexados por meio de PCR
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Tabela 1: Média total da motilidade e percentagens de espermatozdides bovino com
morfologia normal, membrana intacta, acrossoma intacto e cromatina intacta
antes e depois da passagem por um gradiente Percoll.

Motilidade Morfologia Integridade de Acrossoma Cromatina

Tratamento a1 normal % membrana% intacto %  intacta%

T0 41.3 * 3.6a \ 83.8%2.3a 44.7 * 2.0a 428*29a 97.1x0.5a
T1 76.323.1b 86.6x28ab 56.1*x32ab 57.3x3.3b 98.0%x0.4a,b
T2 77.9%3.8b 9.2%2.1b 57.6%4.7b 47.9%5.2a,b 98.210.4b
T3 /46x40b/ 88.6%2.4b 52.31x39ab 46.8%x4.9a,b 98.0%0.5a3,b

P<0.05
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Resultados e Discussao
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Tabela 2: Média das caracteristicas do esperma de bovinos (dos quatro touros),
apos centrifugacao em Percoll.

Motilidade Morfologia Integridade de Acrossoma Cromatina
Touros

total % normal % membrana % intacto % intacta%
1 83.9*26a 856%15a 64.6 £ 4.2a 62.2*46a 98.9%0.3a
2 80.8*4.2a 94.3x0.4b 555+ 29ab 55.5%4.0a,b 99.4 £ 0.2a
3 554+46b 77.8%x24a 479%56b 39.0x45b 96.3%x0.4b
4 60.4*51b 94.7%+0.8b 53.4 % 3.6a,b 459 % 42ab 97.6 +0.3b

P<0.05



Resultados e Discussao
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Tabela 3: NOmero e média (%) de embrides que sofreram clivagem e de blastocistos
produzidos apo6s FIV utilizando sémen de trés touros.

TOUros i i Blastocistos Blastocistos
Numero Clivagem (dia 6) (dia 7)
1 512 438 (86 * 1,6)a 135 (28 £ 2.9)a 233 (47 £ 2.6)a
2 340 294 (86*2.1)a 69(21%*4.9)a,b 130 (39 £ 6.6)a
3 342 222 (65 *5.9)b 34 (10*2.5)b 59 (17*4.2)b

P <0.05
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Resultados e Discussao
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Por que alguns touros com atividade espermatica

satisfatoriain vivo tem baixo desenvolvimento
embrionario in vitro??

ﬁ Sensibilidade ao Percoll

ll . ;

Capacitacao espermatica
Altera a membrana < > |Precoce

plasmatica Reac&o acrossémica

L J !l

.' Producdo embrionéaria




~ Proporcao esperada: 1:1

ot ) r

Touro 1 apresentou a proporcao de 49 machos para 31 fémeas no T1 (p<0,04)
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ﬁ Volume de Percoll

.

’.@ Massa do cromossomo Y
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Hiperativos no Fertilizando + rapido o
meio FIV . odcito que 0 cromossomo
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Capacitados rapidamente
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Conclusao

Volume de Percoll

Tempo de centrifugacao

Nao
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Vigor centrifugacao

Qualidade espermatica

Desenvolvimento
embrionario

Sexo do embriao

ﬂ Custos com materiais

Tempo de preparacéo
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