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1. INTRODUCAO

A maturagdo in vitro (MIV) € a primeira etapa na producdo in vitro de
embrides. Nesta fase ocorre uma série de eventos envolvendo a maturacao
nuclear, que é a retomada da meiose pelo odcito. Dentro do foliculo ovariano o
o6cito encontra-se na fase de dictiéteno, ao ser retirado deste ambiente retoma a
meiose, chegando a fase de metafase Il, caracteristica de maturidade oocitaria.

J& a maturacao citoplasmatica, € a reorganizacdo das organelas celulares,
tomando uma nova configuracdo espacial. Todos estes eventos devem ser
sincronos para que o 00cito esteja apto para ser fecundado. Assim, na espécie
ovina o tempo requerido pelo odcito para adquirir tal competéncia é de 18 a 24h,
em estufa de CO, em umidade saturada. Porém, outros fatores interferem na MIV,
como o0s agentes oxidativos formados do metabolismo da prépria célula, como
espécies reativas de oxigénio e radicais livres. Estes podem ser neutralizados
com a adicdo de antioxidantes no meio de maturacdo. Dentre eles, o B-

| mercaptoetanol (BME) e a cisteina (CIS) (BAI, et al 2008), agentes antioxidantes;
associados ao meio de maturacao poderiam ser uma alternativa.

O objetivo do presente trabalho foi avaliar a maturacdo nuclear dos odcitos
submetidos a MIV com a suplementacdo de 100 yuM de BME e 600 uM de CIS.

2. MATERIAL E METODOS

Para obtencdo dos complexos cumulus-odcitos (COC) foram realizadas 6
repeticdes de coletas de ovarios de ovelhas puberes obtidos em abatedouro. Os
ovarios foram mantidos a 30°C em solucdo salina e antibiético durante o
transporte do frigorifico ao laboratério, onde se procedeu a recuperacao através
da técnica slicing e selecdo dos CCOs em lupa estereomicroscopica.

Os CCO selecionados para MIV foram utilizados na constituicdo de dois
tratamentos: (100 uM de BME e 600 uM de CIS) BME/CIS (n=154) e controle
(n=157).

A MIV foi realizada em meio TCM 199 adicionado de estradiol, FSH/LH,
piruvato, soro de ovelha no cio e antibiéticos, durante 22-24h em estufa a 39°C e
5% CO,. Ap0s este periodo foram removidas as células do cumulus e os odécitos
corados com solucao de coloracdo composta de Hoechst 33342 (5ug/ml)(Sigma),
durante 15 min a 38°C, para avaliagdo da maturacdo nuclear em microscopio de
fluorescéncia. Classificando os odcitos como: vesicula germinativa (VG), quebra
ou rompimento da vesicula germinativa (QVG), metafase | (MI) e metafase Il (MIl).

Dados paramétricos foram analisados pelo teste ANOVA e néo
paramétricos pelo Kruskal Wallis, analisados pelo software Statistix 9.0.
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3. RESULTADOS E DISCUSSOES

N&o houve diferenca (P>0,05) entre os tratamentos para os parametros de
VG e QVG. Porém diferiram para Ml (4,8% Controle e 16,7% BME/CIS) e MiIl
50,4% Controle e 26,8% BME/CIS), conforme Tabela 1.

Tabelal. Porcentagens dos parametros: metafase | (MI), metafase Il (Mll),
quebra de vesicula germinativa (QVG) e vesicula germinativa (VG) entre os
tratamentos controle e BME/Cis.

Tratamento Ml (%) Ml (%) QVG (%) VG (%)
Controle 48B 50,4 A 11,7 A 146 A
BME/Cis 16,7A 26,8 B 17,2 A 12,2 A

*Letras diferentes na mesma coluna indicam diferenca estatistica (P<0,05).

Com a associacdo entre B-mercaptoetanol e cisteina forma-se um composto
tiol, que facilita a entrada de cisteina na célula disponibilizando-a para formacéo
da enzima glutationa (GSH) (ISHIII, et al.1988). Com a adi¢cao de 25uM de BME
no meio de maturacdo de o4citos suinos aumentou os niveis de GSH e melhorou
o desenvolvimento embrionario (ABEYDEERA et al 1998). Assim como a adi¢ao
de somente cisteina ou cistina no meio de maturacdo aumentou a sintese de GSH
em od0citos bovinos (DE MATOS, et al 1997).

Porém, Bai et al (2008) utilizando a mesma concentragdo de BME/Cis nao
obteve melhora na taxa de maturacdo nuclear em fémeas jovens (4 a 8 semanas
de idade), corroborando com os resultados do presente trabalho quando obteve-
se uma taxa de 26,8% de odcitos maturados com BME/Cis.

4. CONCLUSOES

A associacdo entre B-mercaptoetanol e cisteina nas concentracdes
utilizadas néo possui efeito na maturacao in vitro de embriées ovinos.
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