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1.INTRODUCAO

A maturacao in vitro (MIV) € um dos passos mais importantes para que a
Producéo in vitro (PIV) de embrides suinos ocorra de modo eficiente. Durante a
MIV os od6citos sofrem alteragbes nucleares, bioquimicas, moleculares e
citoesqueléticas, importantes para o inicio do desenvolvimento embrionério.
Durante a maturacdo citoplasmatica o oocito sofre modificacbes em seu
citoplasma essenciais para a sua ativacdo, formacdo de pronlcleos e
desenvolvimento pré-implantacdo, enquanto que na maturagdo nuclear o odcito
readquire a capacidade de finalizar a meiose (PTAK etal., 1999).

Odcitos suinos maturados in vitro ainda apresentam seu desenvolvimento
comprometido quando comparados com od0citos maturados in vivo. Estudos
relatam que in vitro os niveis de fatores secretados pelos odcitos ainda séo
inapropriados (GILCHRIST et al., 2008). Estes fatores agem nas células
foliculares e regulam diversas funcdes, sendo que uma delas € a expansao das
células cumullus (GOMEZ et al., 2011).

Neste contexto, ainda ndo existe um meio padréo para a MIV suina. Dentre
0s meios que ja foram desenvolvidos estdo o North Carolina State University,
NCSU- 23 e NCSU-37, sendo que, este Ultimo apresenta como diferenca a adi¢cao
o fluido folicular suino (PFF) (PETTERS & WELLS, 1993;SUZUKI et al., 2006). Ja
outros grupos de pesquisa utilizam o TCM-199 como meio base (HULINSKA et
al.,, 2011; KAMIYA et al.,, 2006). Outro meio desenvolvido é o PZM (Porcine
zygote medium), o qual foi inicialmente desenvolvido para cultivo embrionario,
sendo que sua constituicdo baseou-se em fluido do oviduto suino (YOSHIOKA et
al.,, 2002). Posteriormente, este meio foi modificado para que pudesse ser
utilizado na MIV, sendo denominado por YOSHIOKA et al.,, 2003 de PGM,
(Porcine gamete medium). Sendo que o PZM-4 é uma modificacdo do PZM inicial,
o qual utiliza polynivil alcohol (PVA) como constituinte do meio (YOSHIOKA et al.,
2002).

Atualmente tém se buscado o desenvolvimento de meios com novos
aditivos, que possam promover uma maior taxa de maturagdo, nuclear e
citoplasmatica. Dentre eles, o EGF (fator de crescimento epidermal) quando
adicionado em meios de MIV agiu como promotor de atividade meidtica e
aumentou as taxas de maturacdo nuclear (UHM et al., 1998, UHM et al., 2010). Ja
o dibutiril AMPc tém sido correlacionado com a sincronizagédo entre a maturacao
nuclear e a citoplasmatica (SUGIMURA et al., 2010). O inositol induz a liberagéo
de Ca’, importante para a fertilizagdo. No entanto, foi observado que a liberacéo
de Ca' coincide com odcitos que apresentam o citoplasma maturo. Por isso o
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inositol pode ser uma importante via para a maturacao citoplasmatica (AMANO et
al., 2005).

Este trabalho teve como objetivo a elaboragédo de um protocolo eficiente
para a maturacdo in vitro de odcitos suinos. Para isso, foram testados na MIV
suina os meios TCM-199m e o PZM-4m.

2. METODOLOGIA

Nesta pesquisa foram utilizados ovarios de fémeas suinas procedentes de
abatedouro. Estes foram conduzidos ao laboratério na temperatura de 30°C em
solugdo salina 0,9%, acrescida de gentamicina. A puncdo dos complexos
cumullus oophorus (COC's) foi realizada a partir de foliculos entre 3-6 mm,
através de agulha 21 G. Os COC's foram lavados 3 vezes em meio de lavagem
contendo hepes (NaCl 100 mM, KCI 10 mM, frutose 0,5 mM, myo inositol 2,77
mM, NaHCO3; 5mM, hepes 25 mM, glicina 10 mM, tri sédio citrato 0,34 mM,
KH,PO, 0,35 mM, MgSO, 0,4 mM, NaCl, 2H,O 1,71 mM, phenol red 4 M,
0,00005 g/ml, lactato de sodio xarope 60% 5,35 mM, acido piravico 0,2 mM,
EDTA 0,01 mM). Apds este procedimento foram classificados morfologicamente.
Somente COC's grau 1, foram utilizados neste experimento. Apos a classificacdo
os COC's foram separados em dois meios de MIV: TCM-199m e PZM-4m
adicionado de Frutose 0,5 mM, Glucose 4,0 mM, Mio Inositol 2,77 mM, Glicina 10
mM, Cisteina 0,24 mM, B-Mercaptoetanol 25 puM, Tri Sédio Citrato 0,34 mM,
Phenol red 4 uM, Lactato de Sodio xarope 60% 10 mM, EDTA 0,01 mM.

Foram utilizados 289 COC's, sendo 128 no meio PZM-4m e 161 no meio
TCM 199-m. Em ambos os meios de MIV foi utilizada a proporcdo de 40 COC's
por gota de 400 pl. Nas primeiras 24 h a MIV foi conduzida nos dois meios de
MIV, ambos contendo como aditivos: EGF (10 ng/ml), LH (5 pg/ml), FSH (5
pg/ml), AMP-c (0,1 mM) e fluido folicular suino (10%). Decorrido esse periodo
permaneceram por mais 24h, no mesmo meio, porém, sem hormdnios e sem
AMP-c. Apdés 48 h os odcitos foram desnudados através de pipetagem para
avaliacdo da maturacao in vitro. A maturacdo nuclear foi avaliada com Hoeschst
(Sigma® H33342), através de microscopia de epifluorescéncia segundo UHM et
al., 2007. Foram classificados como maturos os od6citos em metafase Il (MIl). Os
dados foram comparados pelo teste qui-quadradado.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Nesta pesquisa foram analisados 289 odcitos, dentre estes 87 (30 %)
foram considerados maturos. A taxa de MII foi de 38,53 % no meio PZM-4m e de
48,47 % no meio TCM-199m, ndo existindo diferenca estatistica dentre eles
(tabela 1).

Tabela 01. Taxa de maturacdo de Odcitos suinos em dois diferentes meios

Tratamento Imaturos (%) Maturos n (%)
PZM4-m 83 (89,5%) 45(38,5%)%
TCM-199m 119 (112,5%) 42(48,5%)%

(P>0,05)
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Este resultado demonstrou que ambos 0s meios podem ser utilizados na
MIV suina, sem diferenca. MARQUES et al., (2007), relataram que a maturacao
nuclear pode ocorrer utilizando-se diversos meios. Entretanto, para que a
fecundacéo in vitro ocorra adequadamente, ndo somente a maturacao nuclear é
necessaria, € importante que a maturacdo citoplasmatica também tenha ocorrido
de forma eficiente. Com a intencdo de obter melhores taxas de maturacéo,
nuclear e citoplasmatica, varios meios tém sido estabelecidos por diversos grupos
de pesquisa.

Neste contexto, ainda ndo existe um meio totalmente estabelecido para a
MIV de odécitos suinos. Varios aditivos estdo sendo testados, o que torna a
composi¢cdo dos meios ainda muito varidvel. YOSHIOKA et al., (2008)
compararam o NCSU-37, com o meio PZM modificado para a maturacéo,
fecundacao e cultivo. Estes autores alcangaram as mesmas taxas de maturagao
com meio PZM e meio NCSU-37, o que evidencia que o PZM pode ser utilizado
na MIV.

O presente trabalho obteve resultados equiparados entre PZM-4m e TCM-
199. Entretanto, os meios testados ndo apresentaram eficiéncia na MIV, pois as
taxas foram mantidas em torno de 38%. O meio TCM ja foi utilizado por diversos
autores, na maturacdo de odcitos suinos, sendo que MARQUES et al., 2007
considerou este meio mais estavel que o NCSU-23. Entretanto, ambos 0s meios
PZM4-m e TCM-199 ndo haviam sido testados com 0os mesmos aditivos.

4. CONCLUSAO

Ambos 0s meios PigPel e TCM-199m demonstraram indices insuficientes
de maturacdo. E necessario a continuacdo de acdes experimentais para
determinacdo de um meio que proporcione indices satisfatérios para a
implementacao do sistema de producao in vitro de embrides suinos.
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