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1 INTRODUGCAO

A producdo de embrides bovinos in vitro (PIV), é uma biotécnica
bastante difundida em todo o0 mundo, entretanto ainda existem algumas limitacdes
como por exemplo, a baixa resisténcia a congelagéo, desvio na proporcao sexual
dos embribes (PEGORARO et al., 1998; CARBONNEAU et al.,1999) e,
principalmente, os resultados de desenvolvimento embriondrio a baixo do
desejado (GONCALVES, P.B.D. ET AL., 2008)

Em condi¢des in vivo, 0os espermatozoides com potencial fertilizante
sdo selecionados no momento da passagem destes pelo trato reprodutivo da
fémea. Porém quando se utiliza uma técnica de reproducdo assistida, esta etapa
precisa ser feita artificialmente. Com isso, varias técnicas tém sido criadas para a
selecdo esperméatica (HENKEL & SCHILL, 2003).

Nos laboratérios de PIV em bovinos, os métodos de preparacéo
espermatica mais utilizados sdo do gradiente de densidade de percoll e o de
migracdo ascendente (swim-up) (CESARI et al., 2006; PALMA, 2008). A
finalidade de ambas as técnicas é selecionar os espermatozdéides de acordo com
sua motilidade e separar os mesmos do plasma seminal e dos diluentes utilizados
na criopreservacéo (PALMA, 2008).

O objetivo do nosso trabalho foi comparar a taxa de clivagem e
desenvolvimento embriondrio, a partir da utilizagdo do gradiente de densidade de
percoll em dois volumes diferentes, com a mesma forca de centrifugacédo e
tempos de centrifugacéo distintos.

2 METODOLOGIA (MATERIAL E METODOS)

Para o trabalho foram utilizados complexos cumulus oécitos (CCOs)
oriundos de ovarios de vacas de abatedouro. Os ovérios foram coletados logo
apos o abate dos animais e transportados ao laboratério em solucéo de 0,9% de
NaCl suplementado com gentamicina, a 35°C.

No laboratorio, somente os foliculos com diametro entre 2 a 8mm foram
aspirados com o auxilio de uma bomba de vacuo continuo. Os CCOs, juntamente
com o liquido folicular foram armazenados em tubos de poliestireno de 15ml e
mantidos a 30°C até o momento da procura e selecdo em esteriomicroscépio.
Somente foram utilizados os CCOs que apresentaram homogéneo citoplasma e
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com varias camadas de células do cumulus. Apds a selecdo, estes foram
divididos em grupos e colocados para maturar em meio proprio por 22 horas.

ApoOs a maturacédo, foi realizada a fecundacao in vitro (FIV). Para a
selecdo espermatica utilizamos o gradiente de percoll 90% (solugdo estéril de
silica coloidal recoberta com polivinilpirrolidona) em dois diferentes volumes e
tempos de centrifugagédo. Percoll (P): em um tubo de poliestireno de 15ml
colocamos 2ml do gradiente a 90% e acima 2ml do a 45%. Mini percoll (MP): em
um epperdorf foi colocado 400ul do a 90% e 400ul do a 45%. Para preparar o
gradiente a 45%, diluimos na propor¢cao de 1:1 este com o meio Sp-TALP. No
momento da FIV o sémen foi descongelado e adicionado sobre os gradientes e
levado a centrifugacéo, P (700xg por 20 minutos) e MP (700xg por 5 minutos).
Apés a centrifugacao foi retirado o sobrenadante e os pellets suspensos em 2ml
(P) e 400ul (MP) do meio Sp-TALP e levados a uma nova centrifugacdo ambas a
700xg por cinco minutos. Apdés a segunda centrifugacdo os novos pellets foram
suspensos em meio FIV. No momento da FIV os CCOs foram transferidos
diretamente para uma placa contendo meio de fecundagdo e posteriormente
inseminados. A dose inseminante foi estipulada a partir da motilidade espermatica
apos o tratamento, a concentracdo espermatica e o volume da gota. Para os dois
tratamentos foi utilizado sémen congelado do mesmo touro e da mesma partida.

Considerando o dia da fecundacdo como dia zero (DO), em D1, os
possiveis zigotos foram transferidos para o meio SOF (meio de cultivo), e neste
permaneceram até o D8. No D2 foi avaliada a taxa de clivagem e em D7 e D8 o
desenvolvimento embrionario, considerando viaveis, os embrides que estivessem
em estagio de desenvolvimento condizentes com o dia. A maturacdo, a
fecundacdo e o cultivo foram realizados em estufa a 39°C, com 5%CO, e
umidade saturada.

Para andlise estatistica foi utilizado o teste do Qui-quadrado,
comparando a taxa de clivagem e de desenvolvimento embrionario e
considerando 5% de nivel de significancia.

3 RESULTADOS E DISCUSSOES

Na tabela 1 podemos observar que os tratamentos diferiram quanto a
taxa de clivagem e no rendimento global (desenvolvidos em D8/ inseminados). Ja
para o desenvolvimento em D7 e D8 (desenvolvidos em D7 ou D8/ clivados) néo
houve diferenca estatistica.

O percoll é o gradiente de densidade mais utilizado atualmente para a
preparacao espermatica, devido a alta qualidade na selecédo do espermatozoides
viaveis. Porém existe uma grande variacdo nos protocolos utilizando este
gradiente (SONFAI et al.,2002)

Machado et al. (2009), quando comparou o0 desenvolvimento
embrionario utilizando percoll (45 e 90%), nos mesmos volumes utilizados neste
estudo, porém com tempo e forca de centrifugacdo diferente para o MP
(20min/700xg), nao encontrou diferenca para a taxa de clivagem e rendimento
global, diferente do que foi encontrado neste estudo. Com isso, acredita-se que o
baixo rendimento do MP é devido a baixa forca associada ao curto tempo de
centrifugagao.
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Tabela 1: Taxa de clivagem, desenvolvimento em D7 e D8 e rendimento global
nos tratamentos.

Tratamento  Taxa de clivagem Desenvolvimento Desenvolvimento Rendimento
9 em D7 em D8 global
Percoll 80% (363/478)* 26% (95/363)% 28% (102/363)% 21% (102/478)%
Mini percoll  67% (326/485)" 24% (79/326)% 23% (75/326)° 15% (75/485)"

Letras iguais na mesma coluna nao diferem estatisticamente (P>0,05)

4 CONCLUSOES

A utilizacdo do mini percoll diminuiria o tempo gasto no momento da
selecdo espermatica, facilitando assim, para as empresas do ramo. Porém, a
centrifugacdo a 700xg ndo apresentou resultados satisfatorios, devendo entdo
serem testadas outras velocidades de centrifugacdo com o objetivo de atingir
resultados semelhantes ou melhores que o do percoll.
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