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1. INTRODUCAO

Peters et al. (1975) consideram o crescimento folicular, como um evento basico da
fisiologia ovariana, sendo continuo e ininterrupto durante as diferentes fases do ciclo estral.
Bavister (1995) destaca que o desenvolvimento embriondrio, tem inicio com a producdo de
um odcito normal. Lehthonen e Kankondi (1987); Ertzeid e Storeng (1992); Mailhes et al.
(1998) e Ozgunen et al. (2001) relatam em seus experimentos, uma média de 7 a 10 odcitos
recuperados da ovulagdo expontinea de Mus domesticus domesticus, independente da
linhagem, destacando que um estimulo hormonal exdgeno proporciona aumento no
rendimento embrionario. Licht et al. (1979) relatam que a eficiéncia do estimulo exdgeno
sobre a resposta ovariana, pode variar conforme a idade, peso, linhagem, estado nutricional
e de satde, dose de gonadotrofina administrada ¢ também conforme as caracteristicas

individuais das fémeas.

Nos experimentos de Lehthonen e Kankondi (1987); Mufioz et al. (1994); Wang et
al. (2001); Ozgunen et al. (2001) e Tarin et al (2002), utilizam-se tratamentos
superovulatérios, para aumentar a capacidade de produzir odcitos em resposta a um
estimulo hormonal exdgeno do ovario. Os mesmos autores, relatam uma média superior a
20 estruturas recuperadas por doadora, independente da linhagem das camundongas,

origem, dose e local de aplicacdo da gonadotrofina.

Segundo Muifioz et al. (1994), a recuperacdo dos odcitos 20 h apds a injegdo
intraperitoneal de hCG, no tratamento superovulatério, corresponde a um periodo de 7a 8 h
pos-ovulatorio. De acordo com Mailhes ef al. (1998) os odcitos podem ser fecundados
dentro de um periodo de 7 a 8 h antes do processo natural de degeneracdo, que ja pode ser

observado 15 h apos a ovulagdo in vivo.

Lehthonen e Kankondi (1987), relatam em seus experimentos que o uso de

gonadotrofinas aumenta a incidéncia de oo6citos anormais. Achados de Tarin et al. (2002),
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sugerem que a administracdo de gonadotrofina sincronizada com o estadio do ciclo estral

em camundongas, otimiza a qualidade dos odcitos coletados dos ovidutos.

Wang et al. (2001) utilizam em seus experimentos, para a inducdo da
superovulacdo a imuno-neutraliza¢do da inibina enddgena. Este hormonio produzido pelos
foliculos em desenvolvimento, exerce atividade na regulagdo da secre¢do do FSH. De
acordo com experimento conduzido por Taia e Watanabe (1999) existe uma relagdo negativa
entre as concentracdes plasmaticas do FSH e da inibina. Wang et al. (2001) consideram que
diferengas na produgdo de oocitos e embrides em resposta ao tratamento superovulatorio,
em diferentes dias do ciclo estral, também observadas por Tarin et al. (2002), deveriam ser
atribuidas a diferentes populacdes foliculares no ovario em diferentes estadios do ciclo ou a
diferenga na concentracdo de outros fatores regulatérios negativos de secreg¢do

gonadotrofica, tais como estradiol.

Em roedores, ratos e camundongos, os achados descritos por Miller e Armstrong
(1981b); Ertzeid e Storeng (1992) e Tarin et al. (2002) sugerem que os tratamentos
superovulatérios alteram as concentragdes hormonais ovarianas, resultando em fungdo
anormal do trato reprodutivo. Os resultados de Walton e Armstrong (1981); Lehtonen e
Kankondi (1987); Ertzeid e Storeng (1992) e Wang et al. (2001), confirmam que a
superovulacao, bem como a inducdo da ovulacdo, afetam negativamente o desenvolvimento
embriondrio e fetal. Desta forma, os fatores que podem retardar ou interromper a gestagao
normal em ratas (Miller e Armstrong 1981b) e camundongas (Ertzeid e Storeng 1992)
superovuladas sdo complexos e alteram-se com o aumento da dose de gonadotrofinas
(Miller e Armstrong 1981b; Ozgunen et al., 2001 e Wang et al., 2001). Mufioz et al. (1994)
destacam que o cultivo in vitro ¢ influenciado pela origem da gonadotrofina, e ainda

dependendo do meio de cultivo utilizado.

Durante a foliculogénese, o FSH estimula a multiplicagdo das células da granulosa
e a sintese de estradiol produzida pelos foliculos em maturagdo (Ozgunen et al., 2001). De
acordo com Walton e Armstrong (1981) ¢ no entanto provavel, que a longa meia-vida do
eCG estimule a produgdo de estrogénio em quantidade e por um periodo maior de tempo,
determinado pelos niveis deste hormonio no ovario e no sangue de ratas impuberes. Nos

experimentos de Wang et al. (2001) em conseqiiéncia de tratamentos superovulatorios,
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diferentes doses de eCG utilizadas levam ao aumento do nimero de od6citos € embrides

anormais.

Fujimoto et al. (1974) ressaltam que o tratamento com gonadotrofinas exdgenas
provocaria defeitos genéticos nos odcitos. De acordo com Walton et al. (1983) em ratas o
aumento da incidéncia de odcitos anormais ¢ devido ao envelhecimento gradual do gameta,
caracterizado pela degeneracdo e fragmentacdo, uma vez que, eles foram ovulados como
conseqiiéncia do tratamento superovulatorio. De acordo com Lehtonen e Kankondi (1987)
este fato também pode ser explicado pela ocorréncia das alteracdes degenerativas pos-

fecundacao.

Em ovinos tratados com eCG na fase final da foliculogénese, iniciada pela onda de
LH, os compartimentos somatico e germinal do odcito se alteram. A ativagcdo prematura do
compartimento germinal resulta em oocitos envelhecidos ou anormais e um trato

reprodutivo inadequado (Moor ef al., 1985).

Ozgunen et al. (2001) acreditam que o pareamento ou o acasalamento também
influenciam a ovulacdo e a maturidade dos odcitos, através dos seguintes mecanismos: 1)
exposi¢do aos ferormonios masculinos pode induzir o pulso gerador de liberacdo de GnRH
feminino, agindo centralmente através de neurotransmissores no eixo hipotdlamo-hipoéfise-
gbénada; 2) o proprio coito pode atuar centralmente, por uma via neuro-endocrina para
influenciar o hipotadlamo, e 3) algumas substancias humorais nas glandulas acessorias dos
machos, transferidas para a fémea durante a copula, podem exercer efeito local, atuando

como moléculas sinalizadoras necessarias para a liberagao do odcito.

Raz e Shalgi (1998) destacam que a ativagdo oocitaria ¢ iniciada na fecundagdo
através de uma série de eventos morfoldgicos e bioquimicos que possibilitam a retomada do
ciclo celular e inicio das divisdes mitoticas. Estes eventos permitem o entendimento de
informacgdes a respeito de mudancas que incluem, segundo Bavister (2000): a reorganizag¢ao
do citoplasma e organelas; a combina¢do dos genomas paterno e materno; a alteragdo dos
caminhos geradores de energia; e a ativagdo de mecanismos homeostaticos intracelulares (

Babinet et al., 1990).

Apoés a fecundagdo, os primeiros eventos do desenvolvimento embrionario sdo
controlados pelos genes maternos, produtos acumulados no odcito durante a oogénese

(Latham et al., 1991; Latham e Solter, 1991 e Renard et al.,1994). Desta forma, no final da
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foliculogénese o oocito deve conter todas as proteinas e/ou transcritos que codificam as
enzimas requeridas pelas vias metabdlicas necessarias ao desenvolvimento do zigoto

(Eppig et al., 1998; Ménézo et al., 1998).

Os estudos de controle genético da embriogénese, incluindo os de transi¢do do
controle materno para o embrionario, sdo pormenorizadamente referidos por Flach et al.
(1982); Renard et al. (1994); Bouniol et al. (1995); Aoki et al. (1997) e Souza et al. (1998).
Utilizando-se de diferentes métodos experimentais, estes autores revelam os mecanismos de
regulacdo da atividade transcricional, o estadio de desenvolvimento ou ciclo celular em que
ocorrem, a analise quantitativa da sintese de proteinas (Latham ef al., 1991) e sugerem que a
base molecular para esta reprogramacao pode usar fatores de transcricdo maternos derivados
ou sintetizados de RNAm recrutados durante a maturagdo do odcito. Conseqiientemente,
servem de suporte para examinar a influéncia de fatores epigenéticos no desenvolvimento.
Segundo Bavister (1995), até certo ponto, a regulacdo epigenética e genética do
desenvolvimento sdo inseparaveis, porque cada uma afeta a outra, no entanto, na pratica

estes topicos representam diferentes delineamentos experimentais.

Poueymirou et al. (1989) ressaltam que, em geral, a habilidade do meio de cultivo
em suportar o desenvolvimento embriondrio para além do estddio de 2 células, esta
correlacionada com a taxa e o padrdo de sintese de proteinas, que reflete a ativagdo da
transcri¢do do genoma embriondrio (Latham et al., 1991) e a expressdo dos genes impressos
no desenvolvimento embriondrio subseqiiente. As observacdes do cultivo de células tronco
por Khosla et al. (2001) suportam as hipoteses de que o cultivo na presenca de soro pode
influenciar a regulacdo de multiplos genes impressos relacionados ao desenvolvimento, bem
como as taxas de desenvolvimento, medidas de diametro e numero de células, observados
no trabalho de Eppig e O’Brien (1998), a partir de odcitos oriundos de foliculos pré-antrais

desenvolvidos in vitro com utilizacao de soro fetal bovino (SFB).

A andlise dos substratos energéticos de preferéncia embriondria realizadas por
Chatot et al. (1990b); Gardner e Lane (1996); Quinn ¢ Horstman (1998) ¢ Lane ¢ Gardner
(2001), permitem a compreensdo das interagdes entre os embrides € 0os componentes dos
meios de cultivo e dos mecanismos reguladores e como eles podem ser perturbados in vitro.
Segundo Bavister (2000) as condicdes de desenvolvimento in vitro ainda ndo substituem

todos os beneficios do desenvolvimento no trato reprodutivo. Observou-se, no entanto, que
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os sistemas de cultivo embriondrio in vitro, proporcionam uma transformacido de agentes
biolégicos como, por exemplo, as enzimas, interferindo nos resultados (Ménézo et al.,

1998).

Os dados de Kamjoo et al. (2002) sugerem que a bagagem genética dos embrides ¢
a composicdo quimica do meio sdo igualmente importantes na determinagdo do nivel de
apoptose, que contraditoriamente possui potencial de eliminagdo ndo somente de células

indesejaveis, mas também de células viaveis, o que pode causar a morte do organismo.

Apesar das diferentes pesquisas realizadas no ambito da producdo de odcitos ou
embrides, utilizando diferentes tratamentos superovulatorios, avaliando de diferentes formas
experimentais, a etapa de fecundacao e o cultivo, os mecanismos responsaveis pelo retardo
no desenvolvimento embrionario in vitro ainda ndo puderam ser esclarecidos. Por outro
lado, muitas hipoteses puderam ser propostas para explicar a diversidade das anormalidades
observadas. O objetivo do experimento foi determinar em doadoras superovuladas Mus
domesticus domesticus, a variabilidade no nimero de embrides produzidos, com capacidade
de desenvolver-se in vitro até o estddio de blastocisto eclodido. Ao mesmo tempo foi
verificado o potencial das fémeas submetidas a duas superovulagdes subseqiientes em
produzir embrides vidveis. A influéncia dos machos utilizados no experimento também foi

levada em consideragao.
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2. ARTIGO

Variabilidade na producio de embrides Mus domesticus domesticus

RESUMO

O experimento foi conduzido para verificar a variabilidade na produgdo de
embrides Mus domesticus domesticus linhagem CF1, nas condi¢des do Laboratoério de
Embriologia e Biotécnicas de Reprodugdo da UFRGS, determinando as taxas de clivagem e
de desenvolvimento embrionario até o estddio de blastocisto e blastocisto eclodido. As 4196
estruturas embriondrias foram obtidas de 74 fémeas adultas, acasaladas na propor¢do de uma
fémea para cada um dos 5 machos utilizados no experimento. Os zigotos de cada fémea
doadora, foram cultivados in vitro em meio KSOM, em atmosfera gasosa umida de 5 % de
CO2 a temperatura de 37°C durante 120 horas. Os dados obtidos foram analisados por meio
de correlacdio e testes de homogeneidade de varidncia (ANOVA) e Tukey com
transformac¢do em raiz quadrada, para as 74 fémeas distribuidas em grupos e para os cinco
machos diferentes. As fémeas foram distribuidas em cinco grupos (G1 a G5) conforme o
nimero de estruturas coletadas. As taxas de clivagem foram as seguintes: 63% (36/57) GI;
86% (242/280) G2; 83% (606/726) G3; 85% (587/691) G4 e 83%(808/973) GS5. As taxas de
desenvolvimento até blastocisto 61% (22/36) G1; 51% (124/242) G2; 62% (273/606) G3;
63% (370/587) G4 ¢ 58% (468/808) GS5. As taxas de eclosdo dos blastocistos 36% (13/36)
G1; 31% (76/242) G2; 42% (253/606) G3; 45% (262/587) G4 e 36% (293/808) GS5. O teste
de homogeneidade de variancia mostrou diferenga significativa entre as 74 fémeas com
p=0,031 para taxa de clivagem, p= 0,012 para taxa de blastocisto e p=0,003 para a taxa de
eclosdo. Os machos também influenciaram nos resultados (p<0,05) destacando-se o de
numero (5) como o de maior potencial na produ¢do de embrides vidveis. Os dados também
foram analisados pelo teste Qui-quadrado, para verificar o potencial das fémeas, submetidas
a duas superovulagdes subseqlientes, em produzir embrides vidveis. Tratamentos
superovulatérios subseqiientes modificam a capacidade das fémeas em produzir embrides
viaveis ao desenvolvimento in vitro. Os resultados evidenciaram uma variabilidade no
nimero de embrides competentes ao desenvolvimento na espécie Mus domesticus
domesticus, considerando-se a fémea doadora, o macho empregado e a reutilizacdo das
fémeas que fracassaram no primeiro acasalamento.

Palavras chave: variabilidade, zigotos, cultivo, clivagem e pré- implantagao.
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ABSTRACT

The experiment was conducted to verify the variability in the Mus domesticus
domesticus (CF1 strain) embryo production, under the conditions of the Laboratory of
Embryology and Biotechnics of Reproduction of the Veterinary Faculty, UFRGS. The
embryonic cleavage and development rates to the blastocyst and hatched blastocysts stages
were determined. The females were mated individually with five (5) different males and
from 74 donors 4196 structures were collected. All zygotes of each female donor, were in
vitro cultured in KSOM medium, incubated at 37°C in a 5%CO2 air humidified atmosphere
during 120 h. The data were analyzed by correlation, ANOVA and Tukey tests with square
transformation for the 74 females assembled in groups and for the five different males. The
females were distributed in five groups (G1- G5) according to the number of collected
structures. The cleavage rates were the following ones: 63% (36/57) G1; 86% (242/280) G2;
83% (606/726) G3; 85% (587/691) G4 e 83%(808/973) GS. The development rates until the
blastocysts stage 61% (22/36) G1; 51% (124/242) G2; 62% (273/606) G3; 63% (370/587)
G4 e 58% (468/808) GS5. The hatched blastocysts rates 36% (13/36) G1; 31% (76/242) G2;
42% (253/606) G3; 45% (262/587) G4 e 36% (293/808) G5. The Variance Homogeneity
Test showed significant difference among the 74 females with p=0,031 for cleavage rates,
p= 0,012 for blastocysts rates and p=0,003 for hatched blastocysts rates. The males also
influenced the results (p <0,05) and the number five (5) stood out from the others for its
major potential in the production of viable embryos. The data were also analyzed by the
CHI-Square Test, to verify the potential of the females submitted to two consecutive
superovulations in producing viable embryos. Regarding the response to the first
superovulatory treatment, the females were more efficient (p <0,05) in the production and
embryonic development. The results revealed the variability in the number of produced
embryos and in its development competence to reach the hatched blastocyst stage taking into
account the female donor and the male.

Keywords: variability, zygotes, culture, cleavage and preimplantation.
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2.3. INTRODUCAO

Atividades laboratoriais sdo realizadas como rotina com a espécie Mus domesticus
domesticus, sobretudo nas fases iniciais de desenvolvimento embriondrio. Os camundongos
tém um ciclo de vida curto em relagdao a outros mamiferos, as fémeas possuem ciclo estral
de 4 dias e o periodo gestacional entre 19 e 21 dias, o que os torna um modelo experimental
apropriado na area de embriologia.

Na embriologia experimental, os protocolos de superovulagdo procuram otimizar o
numero de zigotos e/ou embrides coletados e, conforme Ozgunen et al. (2001), reduzem o
nimero de animais necessarios a realizacdo dos experimentos, sem reduzir a exatidao dos
resultados. No entanto, ja foi verificado em outras espécies, como por exemplo em ovinos
(Moor et al, 1985) que os tratamentos superovulatorios promovem mudangas nos
compartimentos somaticos € germinais, responsaveis pela matura¢ao dos oocitos no final da
foliculogénese. A ativacdo precoce do compartimento germinal resulta em anormalidades,

que assemelham-se aos do processo natural de degeneracao.

O odcito contém todas as proteinas e/ou transcritos necessarias ao desenvolvimento
do zigoto (Eppig et al., 1998; Ménézo et al., 1998) pois, apos a fecundagdo, os produtos
acumulados no o6cito controlam os primeiros eventos do desenvolvimento embrionario

(Latham et al., 1991; Latham e Solter, 1991 e Renard et al.,1994).

De acordo com Poueymirou et al. (1989), no camundongo a incapacidade do
desenvolvimento embrionario in vitro além do estddio de 2-células pode ser devida a
composi¢do do meio de cultivo, sendo este um dos fatores essenciais na eficiéncia do
sistema de cultivo em proporcionar o desenvolvimento embrionario. Por outro lado verifica-
se, que delineamentos experimentais com esta espécie, sdo comumente alvo de criticas
(Bavister, 1995), apesar dos experimentos serem realizados com linhagens com padrao
genético conhecido e de adotar-se parametros capazes de identificar e descartar os embrides
que possuem o potencial de desenvolvimento comprometido.

Chatot et al. (1990a); Gardner e Lane, (1996) em seus delineamentos experimentais
tiveram o cuidado de distribuir os embrides coletados de cada doadora em diferentes
tratamentos, respeitando a possivel variabilidade do potencial individual das fémeas na

producdo de embrides capazes de alcangar o estadio de blastocisto eclodido.
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Com o intuito de promover o aperfeicoamento dos delineamentos experimentais
com embrides Mus domesticus domesticus, os objetivos do trabalho foram, determinar a
variabilidade no nimero de embrides produzidos por doadoras superovuladas, com
capacidade de desenvolver-se in vitro até o estadio de blastocisto eclodido, identificar a
influéncia dos machos utilizados no experimento sobre o nimero de embrides produzidos
pelas fémeas doadoras, e verificar o potencial das fémeas submetidas a duas superovulagdes

subseqiientes em produzir embrides viaveis ao desenvolvimento in vitro.

2.4. MATERIAL E METODOS

Foram utilizadas 74 fémeas adultas (a partir de 6 semanas de idade) da espécie Mus
domesticus domesticus, da linhagem CF1 suica Albina. Durante o experimento foram
utilizados 5 machos da mesma linhagem com capacidade reprodutiva comprovada. Todos os
animais foram alojados em um ambiente com temperatura controlada (22°C + 2°C),
iluminagao diaria de 14 horas (das 08:00 as 22:00h) e alimentacdo ad libitum, com ragao
peletizada e agua.

As fémeas foram induzidas a superovulagdo mediante aplicagdo via intraperitoneal
de 10 UI (0,1 mL) de gonadotrofina coridnica eqiiina (¢CG; NOVORMON® SYNTEX) ¢ 46
h mais tarde de 10 UI (0,1 mL) de gonadotrofina coriénica humana (hCG. PROFASI HP®
ORGANON) quando foram acasaladas com um dos cinco machos. Na manha do dia
seguinte ao acasalamento (dia 1 da prenhez) as fémeas foram examinadas quanto a presenga
do tampao vaginal. As que apresentavam o tampao vaginal foram identificadas e alojadas em
grupos para a coleta dos embrides (fémeas placa positiva). As fémeas que ndo apresentaram
tampao vaginal (fémeas placa negativa) foram agrupadas em outras gaiolas e utilizadas em
nova superovulagdo (fémeas reutilizadas) apds um intervalo minimo de 14 dias.

No dia 1 de prenhez (22:00h apos a injecao de hCQG), as doadoras de embrides
foram sacrificadas por deslocamento cervical, com subseqiiente abertura da cavidade
abdominal. Os cornos uterinos junto com os ovidutos foram retirados através de duas
incisdes, uma na bursa ovarica separando a salpinge do ovario e a outra na base do corno

uterino. As estruturas de cada uma das fémeas foram recuperadas sob lupa
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estereomicroscopica, com luz incidente e magnitude de 10X, através da incisdo da dilatagao
da salpinge, quando se fez presente, ou por perfusdo através do limen do oviduto de
aproximadamente 0,2 mL de solugdo salina fosfatada tamponada (PBSm; Whittingham,
1971) suplementada com 20 % de SFB. Apos os zigotos de cada fémea coletada que
encontravam-se envoltos pelo complexo Cumulus oophorus, foram expostos, durante 30
segundos, a gotas de PBSm contendo 80 UI/mL de hialuranidase, para a dissociacdo das
células.

Posteriormente, as estruturas recolhidas de cada doadora, foram lavadas por
sucessivas passagens em 10 gotas de 100ul de PBSm, sendo apos contadas e selecionadas.
Na selecdo morfologica, foram considerados zigotos com bom potencial de desenvolvimento
aqueles com auséncia de fragmentagdo, contorno regular e simétrico, zona pelicida intacta,
citoplasma com cor e aspecto citoplasmatico homogéneo caracteristico para a espécie,
presenga de corpusculo polar e, quando possivel, visualizacdo de pré-nucleos, de acordo
com Poueymirou ef al., 1989.

Os zigotos selecionados de cada fémea doadora foram cultivados sob 6leo mineral
em gotas de 100 uL de meio KSOM (Erbach et al., 1994) suplementado com 0,4% de BSA,
em atmosfera gasosa umida de 5% de CO; a temperatura de 37°C durante 120 h.

Para a avaliacao da variabilidade na taxa de desenvolvimento embrionario entre as
fémeas Mus domesticus domesticus, foram determinadas as taxas de clivagem, de
desenvolvimento embrionario até o estadio de blastocisto e de blastocisto eclodido para cada
doadora de embrides.

Os dados de desenvolvimento embrionario (estruturas cultivadas, taxa de clivagem,
producdo de blastocistos e eclosdo in vitro) foram analisados pelo teste de andlise de
variancia (ANOVA), com medidas repetidas. Quando observada diferenga significativa foi
realizada a analise complementar utilizando o teste de Tukey com transformacgao quadratica.

Para a comparagao dos dados de producao embrionaria entre os grupos de doadoras
superovuladas uma vez (fémeas novas) ou com tratamento superovulatorio repetido (placas
negativas reutilizadas) foi utilizado o teste do Qui-quadrado.

2.5. RESULTADOS
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As 74 fémeas doadoras coletadas proporcionaram a recuperacdo de 4196
estruturas. Destas, 2727 (65%) foram selecionadas como zigotos e submetidas ao cultivo em
meio KSOM por 120 h. No cultivo 2279 (83%) clivaram, 1357 (60%) embrides atingiram o
estadio de blastocisto e 897 (39%) blastocistos eclodiram (Tabelas 1, 3, 5 e 6).

Para efeitos estatisticos os resultados da producdo, cultivo e desenvolvimento in
vitro de zigotos CF1 obtidos das 74 fémeas doadoras foram organizados em grupos (G1 a
G5), conforme o niumero de estruturas recuperadas de cada fémea: Grupo 1 (G1), reuniu 6
fémeas contendo até 20 estruturas coletadas; G2, 16 fémeas com 21 a 40 estruturas
coletadas; G3, 23 fémeas com 41 a 60 estruturas coletadas; G4, 15 fémeas com 61 a 80
estruturas coletadas; e G5, 14 fémeas contendo acima de 80 estruturas coletadas (Tabelas 1 e
2). O teste de homogeneidade de variancia, com transformagdo quadratica dos dados,
mostrou diferenca significativa (Tabela 1) entre as 74 fémeas coletadas dentro dos grupos,
para o nimero de estruturas cultivadas (p=0,001), para o nimero de estruturas clivadas

(p=0,031), para o numero de blastocistos (p=0,012) e para o numero de eclosdes (p=0,003).

Tabela 1: Taxas de producdo e desenvolvimento embriondrio in vitro de zigotos Mus
domesticus domesticus obtidos de fémeas agrupadas de acordo com o niimero de
estruturas coletadas.

Grupo Fémeas Estruturas Zi'gotos « Clivagem**  Blastocisto*** Blast.oci:‘;o*
(estruturas) N coletadas  cultivados eclodido
N N (%) N (%) N (%) N (%)
G1 (até 20) 6 77 57 (74) 36 (63) 22 (61) 13 (36)
G2 (21-40) 16 483 280 (58) 242 (86) 124 (51) 76 (31)
G3 (41-60) 23 1164 726 (62) 606 (83) 373 (62) 253 (42)
G4 (61-80) 15 1023 691 (68) 587 (85) 370 (63) 262 (45)
G5 (+ 80) 14 1449 973 (67) 808 (83) 468  (58) 293 (36)
‘p= 0,001 0,031 0,012 0,003
Total 74 4196 2727 (65) 2279 (84) 1357 (60) 897 (39)

*0 valor de p, corresponde ao nivel de significancia para os dados dentro dos grupos, pelo
teste de homogeneidade de variancia

*% de zigotos cultivados sobre o nimero de estruturas coletadas

**%6 de clivagem sobre nimero de zigotos cultivados

*#%04 de blastocistos e de blastocistos eclodidos sobre o nimero de clivados

Quando foram consideradas as médias de producao embriondria (Tabela 2), a
andlise estatistica mostrou diferenga significativa entre os grupos G1, G3, G4 e G5 para o

nimero de embrides cultivados (p=0,000), sendo que G3 nao diferiu de G2 e G4. A taxa de
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clivagem mostrou diferenca estatistica (p<0,05) entre os grupos G1, G3, G4 ¢ G5, sendo que
G3 nao diferiu de G2 e G4.

Nao houve diferenga estatistica entre os grupos G1, G2 e G3 e entre os Grupos G2,
G3, G4 e G5 (P>0,05) entre as médias de desenvolvimento embriondrio até o estadio de
blastocisto e para os embrides que alcangaram o estadio de blastocisto eclodido, havendo

diferenga estatistica somente dos grupos G4 ¢ G5 quando comparados ao G1 (Tabela 2).

Tabela 2: Média e desvio padrao da produgdo, e do desenvolvimento embrionério in vitro
de zigotos Mus domesticus domesticus obtidos de fémeas agrupadas de acordo
com o numero de estruturas coletadas.

Grupo Fémeas Estruturas legotos . Clivagem** Blastocisto™** Blast.omﬂs;o*
Estruturas N coletadas cultivados eclodido
X X @) X (@dp X (dp) X  (dp)
G1(até 20) 6 13 10° 22 6* 31 4* 32 2% 3,0
G2 (21-40) 16 30 18 72 15® 75 8% 64 5% 45
G3 (41-60) 23 51 32 17,7 26™ 17,0 16* 153 11* 11,3
G4 (61-80) 15 68 46° 17,9 39 198 25° 157 17° 14,6
G5 (+80) 14 104 704 17,4 589 253 33° 223 21" 41,0
a,b,c,d

nimeros seguidos de letras diferentes na coluna indicam diferenga significativa entre
os grupos (p<0,05), pelo teste de ANOVA e Tukey com transformagao quadratica
*média de zigotos cultivados sobre o numero de estruturas coletadas

**média de clivagem sobre numero de zigotos cultivados

***média de blastocistos e de blastocistos eclodidos sobre o nimero de clivados

As Tabelas 3 e 4 apresentam os resultados levando-se em considera¢do os machos
que foram acasalados com as 74 fémeas. Na Tabela 3, sdo apresentados os dados totais e
percentuais destes grupos de fémeas. O teste de homogeneidade de variancia mostrou
diferenca estatistica dentro dos grupos de fémeas acasaladas com os diferentes machos,

somente para as taxas de desenvolvimento embriondrio até blastocisto eclodido (p=0,019).

Tabela 3: Producdo e desenvolvimento embrionario in vitro de zigotos Mus domesticus
domesticus obtidos do acasalamento com diferentes machos.

Estruturas Zigotos . . Blastocisto
) Clivagem** Blastocisto*** :
coletadas cultivados* g eclodido***

N N (%) N (%) N %) N (%)

Machos Fémeas
N




1 16 835 440  (53) 359 (82) 238 (66) 163 (45)
2 17 1009 704 (70) 542 (77) 292 (54) 199 (37)
3 11 545 304 (56) 262 (86) 143 (55) 90 (34)
4 20 1060 735 (69) 592 (81) 339 (57) 178 (30)
5 10 747 544 (73) 524 (96) 345 (66) 267 (51)
o= 0,082 0,155 0,236 0,019

Total 74 4196 2727 (65) 2279 (84) 1357 (60) 897 (39)

* 0 valor de p, corresponde a diferencas para os dados dentro dos grupos de fémeas

acasaladas com os machos, pelo teste de homogeneidade de variancia
*% de zigotos cultivados sobre o nimero de estruturas coletadas

**% de clivagem sobre nimero de zigotos cultivados
**%04 de blastocistos e de blastocistos eclodidos sobre o numero de clivados
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A Tabela 4 mostra que as médias de zigotos cultivados das fémeas doadoras

acasaladas com os machos 1 e 3 (28 e 28 zigotos, respectivamente), diferiram

significativamente (p<0,05) do macho 5 (54 zigotos). No entanto, ndo houve diferenca das

médias dos camundongos 2 ¢ 4 (41 e 37, respectivamente) em relacdo ao macho 5. As

mesmas diferengas entre estes machos foram observadas para as médias de estruturas

clivadas e que alcangaram o estddio de desenvolvimento de blastocisto. Os machos 1, 2, 3 e

4 utilizados para a obtencdo de embrides diferiram significativamente (p<0,05) nas taxas de

blastocisto eclodido, quando comparados com o macho 5. Houve diferenga entre os grupos

de fémeas acasaladas com os machos de 1 a 5 para as taxas de cultivo (p=0,041), clivagem

(p=0,017), blastocisto (p=0,040) e blastocisto eclodido (p=0,003).

Tabela 4: Meédia e desvio padrao da produgdo e do desenvolvimento embrionario in vitro

machos.
Machos Fémeas Estruturas  Zigotos Clivagem** Blastocisto*** Blastocisto
N coletadas cultivados* eclodido™**
X X (dp X (dp X (dp) X (dp)
1 16 52 28" 20,0 22° 184 15* 14,1 10° 9,7

de zigotos Mus domesticus domesticus obtidos do acasalamento de diferentes
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2 17 59 41 281 32268 17% 20,6 12* 145
3 11 50 28" 16,5 24% 154  14* 16,8 9% 11,5
4 20 53 37° 226 30® 21,6 17 142 9 86
5 10 75 54° 268 52° 260  35° 18,6 27° 16,0
‘b= 0,041 0,017 0,040 0,003

b ., . . . . . . . .
*® nameros seguidos de letras diferentes na coluna indicam diferenga significativa entre os

grupos (p<0,05), pelo teste de ANOVA e Tukey com transformagao quadratica.
* 0 valor de p, corresponde a diferencas para os dados entre os grupos de fémeas acasaladas
com os machos, pelo teste de homogeneidade de varincia
*média de zigotos cultivados sobre o nimero de estruturas coletadas
**média de clivagem sobre numero de zigotos cultivados
***média de blastocistos e de blastocistos eclodidos sobre o nimero de clivados

A influéncia da utilizagdo de doadoras superovuladas uma tinica vez (fémeas novas)
ou submetidas a duas superovulagdes (placas negativas reutilizadas) pode ser observada nas
Tabelas 5 e 6. Houve diferenca significativa (p<0,05) entre os grupos de fémeas submetidas
a um ou dois tratamentos superovulatérios nas taxas de acasalamento, identificadas através
das placas vaginais (fémeas novas, 54%, vs. reutilizadas, 75%), de zigotos cultivados (novas,
70%, vs. reutilizadas, 56%) (Tabela 5), entre as taxas de clivagem (novas, 81%, vs.
reutilizadas, 91%) e entre as taxas de blastocistos eclodidos (novas, 38%, vs. reutilizadas,
42%) (Tabela 6). Nenhuma diferenca estatistica foi observada entre os dois grupos de

fémeas nas taxas de blastocistos (p>0,05; Tabela 6).

Tabela5: Taxa de acasalamento e produg¢ao de =zigotos Mus domesticus

domesticus de camundongas novas e reutilizadas.

Superovulagdes Placas Estruturas Zigotos
Feémeas P positivas coletadas cultivados*
N N_ (%) N X N (%)

Novas 80 43 54° 2772 64 1933  70°
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Reutilizadas 41 31 75° 1424 46 794 56"
Total 121 74 61 4196 57 2727 65

“> nimeros seguidos de letras diferentes na coluna indicam diferenga significativa entre os

grupos (p<0,05), pelo teste do Qui-quadrado.
*% de zigotos cultivados sobre o numero de estruturas coletadas

Tabela 6: Taxas de desenvolvimento embrionario in vitro de zigotos Mus domesticus
domesticus obtidos de fémeas novas e reutilizadas.

Fémeas Cflit%s:éis Clivagem*  Blastocisto** E;fjé?g(i)sﬂf 2
N N (%) N (%) N (%)
Novas 1933 1559  81* 931 60° 591 38°
Reutilizadas 794 720 91° 426 59* 306 42°
Total 2727 2279 84 1357 60 897 39

“> nimeros seguidos de letras diferentes na coluna indicam diferenca significativa entre os

grupos (p<0,05), pelo teste do Qui-quadrado.
*% de clivagem sobre numero de zigotos cultivados
**% de blastocistos e de blastocistos eclodidos sobre o numero de clivados

A andlise dos dados mostrou que ndo houve correlagdo entre o nimero de estruturas
inviaveis, e a taxa de clivagem, de blastocistos e de blastocistos eclodidos (p=0). O niimero
de estruturas inviaveis s6 apresentou correlacdo com o total de zigotos coletados (P#0).
Houve correlagdo significativa (p<0,01) entre o total de estruturas coletadas, zigotos

cultivados e taxas de clivagem, blastocisto e blastocisto eclodido (Anexo 1).
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2.6. DISCUSSAO

Um dos aspectos da ativagdo do odcito ¢ a retomada do ciclo celular. O odcito
ativado retoma a metafase II interrompida, completa a meiose e libera o segundo corptisculo
polar. Logo apos a fecundagdo os pro-nucleos sdo formados e tem inicio a sintese de DNA,
resultando no final do primeiro ciclo celular e inicio das primeiras divisdes mitoticas
embrionarias (XU et al.,1994). No experimento de Ozgunen et al. (2001), odcitos
apresentando o primeiro corpusculo polar, ou os dois, sdo definidos como odcitos maduros
com potencial de desenvolvimento ou como zigotos em desenvolvimento, respectivamente.
Da mesma forma, Walton et al. (1983); Lehtonen e Kankondi (1987); Hamilton e Armstrong
(1991) e Ertzeid e Storeng (1992) baseiam-se em parametros morfoldgicos, o que pode ser
justificado pela sua praticidade, ja4 que sdo empregados simultaneamente a coleta dos
zigotos, evitando-se a excessiva manipulacdo e exposi¢ao as condigdes adversas do
ambiente.

No presente experimento, foram selecionadas 65% das estruturas coletadas
submetidas ao cultivo in vitro, com base nos seguintes critérios morfoldgicos: auséncia de
fragmentacdo, contorno regular e simétrico, zona pelucida intacta, citoplasma homogéneo,
presenga de corpusculo polar e, quando possivel, visualizagdo de pré-nucleos.

Observou-se uma substancial redu¢do do nimero de estruturas coletadas, que foram
submetidas ao cultivo e que alcangaram estadios embriondrios posteriores. De acordo com
Walton et al. (1983), em ratos este fendmeno ocorre possivelmente em fungdo do fracasso da
fecundacao. Conforme Walton e Armstrong, (1981) e Walton et al. (1983), pode ser
atribuida ainda, ao protocolo de superovulacdo ou de acordo com Bavister (2000) as
condi¢des do cultivo in vitro.

Licht et al. (1979), afirmam que a eficiéncia da estimulacdo hormonal exdégena
varia ndo s6 devido a idade, peso, linhagem, estado nutricional e de saude, dose de
gonadotrofina administrada, mas também devido as caracteristicas individuais das fémeas.
Cultivando zigotos da linhagem OF1 em meio M16 e CZB, oriundos de protocolos de
superovulacdo com FSH e eCG, Mufioz et al. (1994) mostram que o cultivo in vitro pode ser
influenciado pela origem da gonadotrofina, dependendo do meio de cultivo usado. Em ratos

o uso de gonadotrofinas exdgenas, também foi associado a reducao da fertilidade resultante
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da excessiva estimulagao folicular (Walton e Armstrong, 1981; Miller e Armstrong,
1981a,b).

Para induzir a ocorréncia de um grande numero de ovulagdes, inumeros
experimentos utilizam os protocolos de superovulagao com a combinagdo eCG-hCG, (Wang
et al., 2001). Devido a longa meia-vida do eCG observada por Walton ¢ Armstrong, (1981)
nos ovarios e no sangue de ratas, as diferencas na producao de odcitos e embrides, podem
ser atribuidas aos fatores regulatorios negativos de secre¢do gonadotréfica como por
exemplo a concentragdo de estradiol (Wang et al.,2001 e Tarin et al. 2002). A indugdo da
superovulacao de fémeas CF1 no presente estudo, utilizando eCG-hCG, associado ao cultivo
em meio KSOM, apesar de ser eficiente, produzindo uma média de 57 (4196/74) estruturas
coletadas, 37 (2727/74) zigotos cultivados por fémea doadora, que resultou em uma taxa de
60% (1357/2279) de blastocistos, revelou também uma variacdo significativa entre as
fémeas doadoras em produzir embrides vidveis para o cultivo in vitro, para os dados dentro
dos grupos, bem como entre os grupos (Tabelas 1 e 2). Com a finalidade de evitar tal
variagdo entre as fémeas e entre as ninhadas de cada fémea, Chatot ef al. (1990a) e Gardner
e Lane (1996) distribuiram ao acaso os zigotos ou embrides de cada fémea doadora entre os
tratamentos.

A eficiéncia no desenvolvimento embrionario in vitro de zigotos de camundongo
até o estadio de blastocisto estd relacionada a linhagem e as condig¢des de cultivo (Chatot et
al., 1990a e Gardner ¢ Lane 1996). Confirmando esta observagdo Ménézo et al. (1998)
relatam que os primeiros experimentos com um unico meio de cultivo, da fecundagao até o
estadio de blastocisto, geram resultados com uma reduzida taxa de formagdo de blastocistos
e também reduzida taxa de implantagdo por blastocisto transferido. Para Bavister (2000) este
fato aponta para a inadequacdo do meio de cultivo em proporcionar desenvolvimento
adequado aos estadios embrionarios iniciais. Ao contrario destas observagdes, os resultados
do presente estudo revelam uma taxa média de 60% de blastocisto e 39% de eclosdao apos
120 horas de cultivo in vitro em meio KSOM dos zigotos CF1 de cada fémea. Estes
resultados corroboram as observa¢des de Poueymirou ef al. (1989), de Gardner e Lane
(1996) que obtiveram 60% de desenvolvimento embrionario até blastocisto e de Wang et
al.(2001) que alcangaram 73%.

Bachvarova e DeLeon (1980) afirmam que 30% do mRNA materno sdo detectados
no trofectoderma e massa celular interna de blastocistos. Ratificando estes achados, Souza et

al. (1998) relatam que a contribuicdo materna para o sucesso do desenvolvimento de zigotos
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comega durante a oogénese com a sintese e acumulacdo de mRNAs e proteinas. Ménézo et
al. (1998) afirmam que a formagdo do blastocisto ¢ altamente dependente de fatores
maternos e paternos, sendo associado ao baixo numero de células o impacto evidente na taxa
de eclosdo. A andlise dos dados do presente experimento revela a existéncia de variabilidade
na producdo de embrides, com a contribuicdo de fatores paternos e maternos. Ha
desigualdade de variancia entre os grupos de fémeas acasaladas com os diferentes machos,
nas taxas de cultivo, clivagem, blastocisto e blastocisto eclodido (p<0,05). Pode-se também
observar varidncias homogéneas dentro dos grupos de fémeas no niimero de embrides
selecionados para o cultivo, nas taxas de clivagem e formagao de blastocisto. Por outro lado,
observou-se uma diferenca estatistica dentro dos grupos entre as taxas de eclosdo dos
blastocistos. Os resultados desta andlise permitem destacar que mesmo existindo um
potencial individual da doadora na produgdo de embrides, bem como na capacidade de
desenvolvimento dos mesmos, esta poderd ser atenuada com o macho utilizado para o
acasalamento.

Verificando a influéncia da utilizagdo de doadoras superovuladas uma tUnica vez
(fémeas novas) ou submetidas a outra superovulacio (fémeas reutilizadas), observamos que
as fémeas reutilizadas apds o primeiro tratamento superovulatério, tornam-se mais
suscetiveis ao segundo acasalamento (Tabela 5). Do mesmo modo, a producao de estruturas
e o desenvolvimento in vitro podem ter divergido como conseqiiéncia da elimina¢do no
primeiro tratamento superovulatorio de diferentes popula¢des foliculares em diferentes
estadios do ciclo estral (Wang et al., 2001 e Tarin et al., 2002).

A variabilidade entre as fémeas observada no nimero e no desenvolvimento
embrionario de Mus domesticus domesticus, da linhagem CF1, considerando-se a influéncia
do acasalamento com diferentes machos e a reutilizagdo das fémeas que fracassaram no
primeiro acasalamento, ¢ resultado do potencial individual das fémeas de um mesmo grupo
experimental, em resposta a complexidade dos fatores envolvidos no tratamento
superovulatério, na avaliacdo e selegdo morfologica das estruturas coletadas e das condigdes

do cultivo in vitro.

2.7. CONCLUSAO:
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Os dados obtidos no experimento permitem as seguintes conclusoes:

Fémeas Mus domesticus domesticus da linhagem CF1 superovuladas apresentam uma
variabilidade no nimero de embrides produzidos, com capacidade para desenvolver-se até o
estadio de blastocisto eclodido; a capacidade reprodutiva dos machos influencia o nimero de
embrides com viabilidade de desenvolvimento produzido pelas fémeas; e os tratamentos
superovulatoérios subseqiientes modificam a capacidade das fémeas em produzir embrides

competentes ao desenvolvimento in vitro.

3. PERSPECTIVAS

A embriologia experimental constituiu-se nos tltimos 60 anos em uma ferramenta
adequada, ao desenvolvimento da ciéncia em vdrias areas do conhecimento. Experimentos
realizados com gametas e embrides Mus domesticus domesticus, a partir da segunda metade
do século passado, permitiram a organizacao e o funcionamento de diferentes laboratorios ao
redor do mundo. Um dos aspectos fundamentais investigados pelos pesquisadores € o
esclarecimento dos fendmenos biologicos da diferenciagcdo celular. Apds a fecundagdo, o
desenvolvimento inicial do zigoto e do embrido, através das sucessivas clivagens, permite a
geracao e a organizacgao do crescimento de um novo individuo.

No ambito da Medicina Veterindria a embriologia experimental alcangou expressao
como modelo para o desenvolvimento e a aplicacdo comercial das denominadas biotécnicas
de reproducao, como por exemplo, a transferéncia, a produgao in vitro e, mais recentemente,
a clonagem de embrides das espécies domésticas de interesse afetivo e econdmico. A ampla
visdo desta area de conhecimento permite destacar a importancia do Mus domesticus
domesticus como modelo experimental, sendo o aperfeicoamento deste modelo no ambito da
rotina cientifica buscado de forma permanente pelos pesquisadores. A resposta ovariana a
estimulagdo hormonal exdgena, para a producdo de um grande numero de embrides
competentes ao desenvolvimento pré e pos-natal, ainda hoje, apresenta-se como uma
barreira intransponivel. O controle da variabilidade, ndo somente da fisiologia ovariana, em

termos de odcitos produzidos e liberados, mas também da capacidade dos embrides gerados
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em desenvolverem-se a termo € o atual desafio da pesquisa cientifica. Experimentos devem
ser desenhados para elucidar os fendmenos responsaveis pela perda da viabilidade
embriondria in vivo e in vitro.

A aplicagdo das biotecnologias reprodutivas também tem sua importancia no
ambito da produgdo e sele¢do animal. Melhorar a qualidade do produto avaliando seu
potencial e ganho genético torna-se essencial em um mercado competitivo.

Por outro lado, a determinag@o dos efeitos das biotécnicas de reproducdo sobre os
outros estdgios da existéncia dos individuos por elas gerados sdo escassos. Estudos
epidemioldgicos, no qual o desenvolvimento de patologias na vida adulta possam ser
associados, por exemplo, a produgdo in vitro de embrides devem ser conduzidos com
urgéncia.

Sabe-se que os fatores epigenéticos podem influenciar através da expressao de
diferentes genes, a diferenciagdo celular e as fases posteriores do desenvolvimento
embrionario e fetal. Estas alteracdes da expressdo de genes, podem também traduzir-se por
modifica¢des do fendtipo dos individuos gerados. O exemplo classico destas desordens do
desenvolvimento ¢ a sindrome dos terneiros grandes, originados pelas técnicas de clonagem.
Em humanos, ao contrario das espécies animais, o reduzido peso médio ao nascimento € o
indicador das patologias, com possivel origem nas técnicas de reprodugdo assistida, como
por exemplo as de origem cardiaca, pulmonar, hepética e pancreética.

Levando-se em consideragdo a argumentacdo acima, verifica-se que as
perspectivas, mais promissoras no campo da pesquisa, parecem ser os topicos da fisiologia
ovariana, € do desenvolvimento embrionario e fetal.

Novas tecnologias no ambito da genética, como por exemplo, o diagndstico
embrionario pré-implantacdo poderdo ser empregados em conjunto com novas tecnologias,
como por exemplo, na drea da nanotecnologia, para selecionarem genomas de animais
superiores. Neste contexto o modelo experimental utilizando o Mus domesticus domesticus
terd sempre sua importancia preservada no cenario da pesquisa cientifica e devera continuar

contribuindo de maneira indelével para o progresso da saude e do bem estar da humanidade.
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ANEXO 1_ Analise de correlagdao dos dados resultantes do rendimento embriondrio das

fémeas Mus domesticus domesticus.

Correlations
estruturas  cultivados CLIVADOSblastocistos ECLOSAO INVIAVEI
estruturas Pearson Correlati 1.000 769%: .666* .524%: A454%: .633%
Sig. (2-tailed) .000 .000 .000 .000 .000
N 80 80 80 79 79 80
cultivados Pearson Correlati 769%: 1.000 887 S728% .686%* -.008
Sig. (2-tailed) .000 .000 .000 .000 .942
N 80 80 80 79 79 80
CLIVADC Pearson Correlati .666* .887*: 1.000 .867* .837%* -.032
Sig. (2-tailed) .000 .000 .000 .000 177
N 80 80 80 79 79 80
blastocisto Pearson Correlati .524%*: J728%: .867* 1.000 .932%: -.065
Sig. (2-tailed) .000 .000 .000 .000 .569
N 79 79 79 79 79 79
ECLOSAC Pearson Correlati A454%* .686* .837* .932%: 1.000 -.124
Sig. (2-tailed) .000 .000 .000 .000 275
N 79 79 79 79 79 79
INVIAVE! Pearson Correlati .633% -.008 -.032 -.065 -.124 1.000
Sig. (2-tailed) .000 942 777 .569 275
N 80 80 80 79 79 80

**.Correlation is significant at the 0.01 level (2-tailed).
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ANEXO 2 Valores totais do rendimento e desenvolvimento embrionario das fémeas Mus
domesticus domesticus.

fémeas data macho coleta Hialuronid. estruturas cultivados clivados blastocistos eclosdo carac
N N N N N fé

1 23.04.02 4 1 0 59 43 39 25 13 n
2 23.04.02 1 0 1 29 10 9 3 1 n
3 23.04.02 1 1 0 35 26 26 12 11 n
4 23.04.02 2 2 1 58 58 53 7 0 n
5 23.04.02 3 1 0 35 33 28 0 0 n
6 23.04.02 2 1 1 13 12 8 0 0 n
7 30.04.02 1 1 0 41 25 21 16 16 n
8 30.04.02 4 0 1 56 56 29 28 18 n
9 30.04.02 4 0 1 57 57 4 0 0 n
10 30.04.02 2 1 0 50 33 33 32 26 n
11 30.04.02 3 1 0 62 16 16 9 2 n
12 30.04.02 4 1 0 34 26 23 17 10 n
13 03.05.02 1 2 1 25 12 2 1 0 reu
14 03.05.02 2 1 1 9 8 6 4 2 reu
15 03.05.02 1 1 0 30 14 13 11 8 reu
16 03.05.02 4 0 1 21 10 7 2 1 reu
17 03.05.02 3 1 0 19 10 8 4 2 reu
18 07.05.02 2 0 1 50 48 45 27 15 n
19 07.05.02 4 0 2 62 57 45 24 8 n
20 07.05.02 3 0 1 44 42 42 34 27 n
21 14.05.02 2 0 1 83 56 51 35 30 n
22 14.05.02 1 0 1 94 78 65 42 24 n
23 14.05.02 4 2 0 99 70 68 38 19 n
24 16.05.02 3 0 1 13 12 0 0 0 n
25 16.05.02 2 0 1 73 68 9 0 0 n
26 21.05.02 3 0 1 58 48 46 43 28 reu
27 21.05.02 1 0 0 26 13 11 6 3 reu
28 21.05.02 4 1 0 15 7 6 6 1 reu
29 21.05.02 2 0 0 38 19 19 10 4 reu
30 24.05.02 3 0 1 29 23 23 20 13 reu
31 24.05.02 4 1 0 32 21 12 1 1 reu
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ANEXO 2 (continuagdo) _ Valores totais do rendimento e desenvolvimento embrionario
das fémeas Mus domesticus domesticus.

fémeas data macho coleta Hialuronid. estruturas cultivados clivados blastocistos eclosdo carac

N N N N N fé
32 28.05.02 1 0 1 63 40 21 10 2 n
33 28.05.02 4 0 2 74 63 61 19 14 n
34 28.05.02 3 1 0 65 37 37 33 18 n
35 28.05.02 5 1 0 44 39 39 28 14 n
36 04.06.02 2 0 1 102 75 18 0 0 n
37 04.06.02 4 1 0 43 21 20 5 0 n
38 07.06.02 1 2 0 76 50 49 39 25 n
39 07.06.02 5 2 2 71 62 61 45 45 n
40 17.06.02 1 2 0 52 48 48 41 30 n
41 17.06.02 3 0 0 56 11 10 0 0 n
42 20.06.02 5 0 1 49 17 11 4 2 n
43 20.06.02 4 0 0 62 49 49 40 22 n
44 20.06.02 2 0 1 118 97 97 48 41 n
45 20.06.02 2 0 1 49 11 4 0 0 n
46 22.07.02 1 2 0 21 12 12 12 8 reu
47 22.07.02 2 1 0 41 36 36 11 9 reu
48 22.07.02 3 0 1 107 57 38 0 0 reu
49 22.07.02 4 1 2 48 45 45 33 25 reu
50 22.07.02 5 2 2 60 35 35 31 24 reu
51 25.07.02 4 2 1 25 14 14 5 1 reu
52 25.07.02 5 1 1 87 71 71 42 38 reus
53 29.07.02 1 1 0 8 8 8 8 8 reu
54 29.07.02 2 2 1 52 14 12 0 0 reu
55 29.07.02 4 1 0 37 17 17 14 6 reu
56 29.07.02 5 2 2 75 51 51 46 39 reu
57 01.08.02 1 0 1 54 3 2 0 0 reu
58 01.08.02 2 0 1 70 10 4 0 0 reu
59 01.08.02 4 1 0 29 7 6 0 0 reu
60 01.08.02 5 1 0 82 71 71 63 47 reu
61 01.08.02 3 1 1 57 15 14 0 0 reu
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ANEXO 2 (continuagdo) _ Valores totais do rendimento e desenvolvimento embrionario
das fémeas Mus domesticus domesticus.

fémeas data macho coleta Hialuronid. estruturas cultivados clivados blastocistos eclosdo car:

N N N N N f
62  05.08.02 1 0 2 61 25 25 16 9 re
63  05.08.02 2 1 0 37 23 20 10 9 re
64 05.08.02 4 1 1 45 3 0 0 0 re
65  05.08.02 5 2 1 126 92 86 27 20 re
66  12.08.02 1 1 0 70 40 37 21 18
67  12.08.02 2 1 0 67 58 58 41 38
68  12.08.02 4 1 2 72 65 64 27 22
69  12.08.02 5 1 1 41 18 18 8 6
70 15.08.02 2 1 0 99 78 69 67 25
71 15.08.02 4 2 1 97 59 43 40 11
72 29.08.02 1 0 1 150 36 10 0 0
73 29.08.02 4 1 0 93 45 40 15 6
74  29.08.02 5 1 1 112 88 81 51 32

Total 4196 2727 2279 1357 897

Média 57 37 31 19 12

% 65% 84% 60% 39%

LEGENDA:

COLETA: HIALURONIDASE:

Ampola:0 N&o:0

Oviduto:1 Sim:1

ampola/oviduto:2 Alguns:2



ANEXO 3 _ Protocolo
Luciane P. C. Baptista

1-Protocolo de Superovulagdo e Cultivo de Embrides de Camundongas
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Fémeas doadoras: eCG: Machos:
N°: hCG: 1o 20 30
Novas O Reutilizadas O Placas: 40 50
2-Coleta / Data:
Fémea Macho Int-abaFe-CiV Hialuronidas Coleta Coleta  Cultivo Observagao
min e local N N
3-Avaliagdo do desenvolvimento embrionario:
Clivagem: Placal Placa2
Placal Placa2 Q N % Q N %
$ N % ¢ N % ) I G
) ) () )
) ) () )
I G )
Eclosao: OBS:
Placal Placa2
Q N % Q N %
I G )
I G )
) )
) )

Blastocisto:






ANEXO 4 Meio de cultivo KSOM

Composicao do meio de cultivo simplificado acrescido de K+ (KSOM)

100pL PM mM
NaHCOs 0,210g 84.02 95.0
NaCl 0,5553¢g 58.46 2.5
KCl 0,0186g 74.56 1.71
CaCl,2H,0 0,0251g 147.02 0.2
Piruvato de Sodio 0,0022¢g 110.00 0.2
Glicose 0,0036¢g 180.02 0.01
EDTA 0,0003g 372.25 1.0
Glutamina 0,0146¢g 146.10 0.01(g/)
Vermelho Fenol 0,0010g - -
Lactato de Sodio 85 uL 112.10 10.0
Penicilina G 0,0059¢ - 100 (U/mL)
SO, Streptomicina 0,0050¢g - 50 (Ug/mL)
KH,PO4 0,0047¢ 136.09 0.35
MgSO4 7TH,0O 0,0049¢ - 0.2
HEPES 0,5962¢g 238.3 25

No momento do uso, deve ser adicionado 0,4 mg de BSA para cada 10 ml de
KSOM. O pH deve ser de 7,1-7,2, e osmolaridade entre 270-290 m osm.
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