INFLUENCIA DOSDIASDE CULTIVO NO ACUMULO LIPIDICO, CONTAGEM CELULARE
PORCENTAGEM DE CELULASAPOPTOTICAS
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Resumo:

A producdo in vitro de embrides (PIV) é uma das biotecnologias que mais cresce atualmente, aumentando rapidamente o
nimero de animais produzidos e ganho genético. Mesmo bem consolidada, ainda possui fatores limitantes para o
desenvolvimento embrionario quando comparado com o desenvolvimento in vivo. Um desses fatores, é a quantidade lipidica
aumentada em embrides PIV em relagdo os embrifes in vivo. Esse conteldo lipidico aterado dos embriGes PIV esta
associado com uma reduzida sobrevivéncia ap6s a criopreservacdo, dificultando ampla aplicacdo comercial desta
biotecnologia. Outro fator € o nimero de blastomeros e células apoptéticas que estdo diretamente ligadas a viabilidade e
qualidade embrionéria. Deste modo o objetivo deste trabalho foi avaliar o aciimulo lipidico, a contagem de blastbmeros, e a
porcentagem de céulas apoptéticas nos dia 7 (D7) e dia 8 (D8) do cultivo embrionario. Os ovérios foram coletados em
frigorifico e transportados em solugéo fisiologica a 35C de temperatura até o laboratorio, foram aspirados foliculos 2mm a
8mm de didmetro, apos foram selecionados apenas odcitos grau | e |1 tendo citoplasma homogéneo e mais de duas camadas de
células do cimulus. Foram maturados por 24 horas em incubadora com 5% de CO2 em ar e umidade saturada. Apos, foi
realizado a fertilizagdo in vitro (FIV) por 18 horas com posterior transferéncia para o meio de cultivo. Em seguida, foi
avaliada a clivagem no dia 4 do cultivo e a coleta dos embrides no D7 e D8 do cultivo, sendo divido em amostras distintas
para a avaliagdo do contetdo lipidico através da coloracdo de Sudan Black e para andlise de contagem celular e apoptose pela
coloragé@o de Tunel. Os dados foram analisados pelo test t utilizando o GLIMMIX PROC de SAS. O contetido lipidico dos
blastocistos no D8 foi maior que os blastocistos gerados no D7 do cultivo (P
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INFLUENCIA DOS DIAS DE CULTIVO NO ACUMULO DE LIPIDIOS,
CONTAGEM CELULAR E PORCENTAGEM DE CELULAS APOPTOTICAS

A produgdo in vitro de embrides (PIV) é uma das biotecnologias que mais cresce
atualmente, visando aumentar de forma répida o nimero de animais produzidos e ganho
genético alcancado. Apesar de bem consolidada, ainda possui fatores limitantes para o
desenvolvimento embriondrio adequado quando comparado com o desenvolvimento in
vivo. Um desses fatores, € a quantidade lipidica aumentada em embrides PIV em relacao
os embrides in vivo. Esse conteido lipidico alterado dos embrides PIV vem sendo
associado com uma reduzida sobrevivéncia apds a criopreservagdo, dificultando a uma
ampla aplicagdo comercial desta biotecnologia. Outro fator € o nimero de blastomeros e
células apoptdticas que estdo diretamente ligadas a viabilidade e qualidade embrionéria.
Deste modo o objetivo deste trabalho foi avaliar o acimulo lipidico, a contagem de
blastomeros e a porcentagem de células em apoptose nos dia 7 (D7) e dia 8 (D8) do
cultivo embriondrio.Os ovdrios foram coletados em abatedouro comercial e
transportados em solucdo fisioldgica a 35°C de temperatura até o laboratério, para a
realizacdo do experimento um aspiragdo de foliculos 2mm a 8mm de diametro, apos
foram selecionados apenas odcitos grau I e II tendo citoplasma homogéneo e mais de
duas camadas de células do cumulus. Estes foram maturados por 24 horas em
incubadora com 5% de CO2 em ar e umidade saturada. Apds, foi realizado co-cultivo
dos odcitos com espermatozoides por um periodo de 18 horas com posterior
transferéncia para o meio de cultivo. Posteriormente foi avaliada a clivagem no dia 4 do
cultivo e a coleta dos embriodes no dia 7 e 8 do cultivo. Sendo divido em amostras
distintas para a avaliacdo do conteddo lipidico através da coloracdo de Sudan Black e
para andlise de contagem celular e apoptose pela coloragdo de Tunel, os dados foram
analisados por ANOVA utilizando o GLIMMIX PROC de SAS. O conteddo lipidico
dos blastocistos no D8 foi maior que os blastocistos gerados no D7 do cultivo sendo
(P<0,05). A expansdo da blastocele tardia dos embrides foi crucial para o acimulo
maior no dia 8 em relagdo ao dia 7. Em relacdo a contagem de blastomeros apresentou-
se um contagem de células maior no D7 (105,9 + 6,205 vs 81,96 + 6,135) em relacdo ao
D8, deste modo mostrou uma melhor qualidade e viabilidade embriondria. Deste modo,
apresentou-se menor o nimero de células apoptéticas no D7 (6,102 + 1,137 vs 11,34 +
1,438) do cultivo quando comparado com o D8, diminuindo deste modo a qualidade
embriondria.



