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VARIABILIDADE NA PRODUCAO DE
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RESUMO

O objetivo do experimento foi verificar a variabilidade na producéo de embrifes de Mus domesticus domesticus
linhagem CF1, determinando as taxas de clivagem e de desenvolvimento embrionario até o estadio de blastocisto e
blastocisto eclodido. Foram obtidas 4196 estruturas de 74 fémeas, acasal adas individual mente com 5 diferentes machos da
mesmallinhagem. Os zigotos de cadafémeadoadoraforam cultivadosin vitro em meio KSOM, em atmosferagasosa iimida
com 5 % de CO, atemperatura de 37°C durante 120 horas. As fémeas foram distribuidas em cinco grupos (G1 a G5) de
acordo com o nimero de estruturas col etadas e conforme 0 nimero de tratamentos superovul atérios aque foram submetidas.
A andlise dos dados revel ou aexisténcia de variabilidade na producéo de embrides e naeficiéncia (P<0,05) dasfémeasem
resposta ao primeiro tratamento superovul atério. Os machos também influenciaram nos resultados (p<0,05), destacando-
se 0 dendmero cinco (5) como o demaior potencial naprodugao de embrides. Os resultados evidenciaram umavariabilidade
no numero e na capaci dade de desenvolvimento dos embrides Mus domesti cus domesticus linhagem CF1, considerando-
se afémea doadora, 0 macho empregado e areutilizag8o das fémeas que fracassaram no primeiro acasalamento.

PALAVRAS-CHAVE: Variabilidade. Zigotos. Cultivo. Clivagem. Pré-implantag&o.

SUMMARY

Theaim of this experiment wasto verify the variability of the Mus domesticus domesticus (CF1 strain) to produce
viable embryos. We collected 4196 structuresfrom 74 femalesindividually mated with five (5) different males. The zygotes
of each female donor were cultured invitroin KSOM medium incubated at 37°C in a5% CO2 air humidified atmospherefor
120 h. Femaleswere distributed in five groups (G1- G5) according to the number of collected structures and the number of
superovulatory treatments that they were submitted. Analysis of data showed a variability in the embryo production
capacity among the females and in response to thefirst superovulatory treatment (p<0.05). Themalesalso played arolein
theresults (p<0.05). Thereby, male number five (5) presented the greatest potential for embryo production. The embryonic
cleavage and the devel opment rates to the blastocyst and hatched blastocyst stage were determined. Results demonstrated
variability in the number of produced embryos and their development competence to reach the hatched blastocyst stage
taking into account the female donor and the male.
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RESUMEN

El objetivo del experimento fueverificar lavariabilidad en laproduccién de embriones de Mus domesticus domesticus
lingje CF1, determinando las tasas de clivgje y de desarrollo embrionario hasta el estadio de blastocisto y blastocisto
eclosionado. Fueron obtenidas 4196 estructuras de 74 hembras, cruzadas individualmente con 5 diferentes machos del
mismo lingje. Los zigotos de cada hembra donadora fueron cultivados in Vitro en medio KSOM, en atmésfera gaseosa
humeda con 5% de CO, atemperaturade 37°C, durante 120 horas. L as hembras fueron distribuidasen 5 grupos (G1 aG5),
de acuerdo con el nimero de estructuras colectadas y conforme el nlimero de tratamientos de superovul acion aque fueron
sometidas. El andlisis de los datos revel 6 |a existencia de variabilidad en la produccion de embrionesy en la eficiencia
(p<0,05) delashembrasen respuestaal primer tratamiento superovul atorio. Los machostambiéninfluenciaron los resultados
(p<0,05) destacandose el nimero 5 (5) como el de més ato potencia en la produccion de embriones. Los resultados
evidenciaron variabilidad en el nimeroy en lacapacidad de desarroll o delos embriones Mus domesticus domesticuslinaje

CF1, considerandose |la hembra donadora en el primer acasalamiento.

PALABRASCLAVE: Variabilidad. Zigotos. Cultivo. Clivaje. Preimplantacion.

INTRODUCAO

As atividades laboratoriais sdo redizadas como
rotina com a espécie Mus domesticus domesticus,
sobretudo nas fases iniciais de desenvolvimento
embriondrio. Os camundongostem um ciclo devidacurto
em relacdo a outros mamiferos, as fémeas possuem ciclo
estral de 4 dias e o periodo gestacional entre 19 e 21 dias,
0 que os torna um modelo experimental apropriado na
areadeembriologia.

Na embriologia experimental, os protocolos de
superovulagédo procuram otimizar o nimero de zigotos
ou embrides coletados e, conforme Ozgunen et al. (2001),
reduzem o nimero de animais necessarios a realizacdo
dos experimentos, sem reduzir a exatidaéo dos resultados.
No entanto, ja foi verificado em outras espécies, como
por exemplo, em ovinos (MOOR et al., 1985), que
tratamentos superovulatdrios promovem mudancas nos
compartimentos sométicos e germinais, responsaveispela
maturacéo dos odcitos no final da foliculogénese. A
ativacéo precoce do compartimento germinal resulta em
anormalidades, que se assemelham as do processo natural
de degeneracéo.

O odcito contém todas as proteinas e/ou transcritos
necessarios ao desenvolvimento do zigoto (EPPIG et al.,
1998;: MENEZO et ., 1998) pois, apds afecundaco, os
produtos acumulados no odcito controlam os primeiros
eventos do desenvolvimento embrionario (LATHAM et
d., 1991; LATHAM eSOLTER, 1991 eRENARD et d.,1994).
De acordo com Poueymirou et al. (1989), aincapacidade
do desenvolvimento embrionério in vitro além do estadio
de 2 células pode ser devida a composicéo do meio de
cultivo, sendo este um dosfatores essenciaisnaeficiéncia
do sistemade cultivo em proporcionar o desenvolvimento
embrionério. Por outro lado, verifica-se que delineamentos
experimentais com esta espécie sdo comumente alvo de
criticas (BAVISTER, 1995), apesar de 0s experimentos
serem realizados com linhagens com padrao genético

conhecido e de adotar-se pardmetros capazes deidentificar
e descartar os embrides que possuem o potencial de
desenvolvimento comprometido.

Chatot et al. (1990) e Gardner e Lane (1996), em
seus delineamentos experimentais, tiveram o cuidado de
distribuir os embrides col etados de cada doadoraem seus
diferentes tratamentos, respeitando a possivel
variabilidade do potencial individual das fémeas de
producdo de embrides capazes de alcangar o estadio de
blastocisto eclodido.

Os objetivos do trabalho foram determinar a
variabilidade no nimero de embrides produzidos por
doadoras Mus domesticus domesticus superovuladas,
com capacidade de desenvolver-se in vitro até o estadio
de blastocisto eclodido, identificar a influéncia dos
machos sobre o niimero de embrides produzidos e verificar
o0 potencial dasfémeas submetidas a duas superovul acoes
subseqiientes em produzir embrides viaveis ao
desenvolvimento in vitro.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizadas 74 fémeas adultas (a partir de 6
semanas deidade) daespécie Mus domesticus domesticus,
da linhagem CF1 suica abina, acasaladas na proporgéo
de 1 fémea para 1 macho. 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), iluminagdo didriade 14 horas (das8 as22h) e
alimentagdo ad libitum, com racéo peletizada e agua.

As fémeas foram induzidas a superovulagéo
mediante aplicacdo viaintraperitoneal de 10 Ul (0,1 mL)
de gonadotrofina coriénica eqliina (eCG; Novormon®
Syntex) e 46 h mais tarde de 10 Ul (0,1 mL) de
gonadotrofina coridnica humana (hCG. Profasi HP®
Organon), quando foram acasal adasindividual mente com
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um dos cinco machos. Na manha do dia seguinte ao
acasalamento (dia 1 da prenhez), as fémeas foram
examinadas quanto a presenca do tamp&o vaginal. Asque
apresentavam o tampé&o vaginal foram identificadas e
alojadas em grupos para a coleta dos embrides (fémeas
placa positiva). As fémeas que ndo apresentaram tampao
vagind (fémeas placanegativa) foram agrupadasem outras
gaiolas e utilizadas em nova superovulacéo (fémeas
reutilizadas) apds um intervalo minimo de 14 dias.

Nodial deprenhez (22:00h apdsainjecdo de hCG),
as doadoras de embrides foram sacrificadas por
deslocamento cervical, com subsegiiente abertura da
cavidade abdominal. Os cornos uterinos junto com os
ovidutos foram retirados por duasincisdes, umana bursa
ovérica separando a salpinge do ovério e a outra na base
do corno uterino. As estruturas de cada uma das fémeas
foram recuperadas sob | upa estereomi croscdpica, com luz
incidente e magnitude de 10X, por incisdo dadilatacdo da
salpinge, quando se fez presente, ou por perfusdo através
do limen do oviduto de aproximadamente 0,2 mL de
solucdo salina fosfatada tamponada (PBSm;
WHITTINGHAM, 1971) suplementadacom 20 % de SFB.
Apbs os zigotos de cada fémea coletada eram mantidos
por no maximo 30 segundos em uma gota de PBSm
contendo 80 UI/mL de hialuranidase, para a dissociacéo
das células do cumulus oophorus.

Posteriormente, as estruturas recolhidas de cada
doadora, foram lavadas por sucessivas passagens em 10
gotas de PBSm, sendo apds contadas e selecionadas. Na
selecdo morfol 6gica, foram considerados zigotos com bom
potencia de desenvolvimento aqueles com auséncia de
fragmentacdo, contorno regular e simétrico, zonapelGcida
intacta, citoplasma com cor e aspecto homogéneo
caracteristico paraaespécie, presencade corpuscul o polar
€, quando possivel, visualizacdo de pré-nucleos.

Os zigotos selecionados de cada fémea doadora
foram cultivados sob 6leo mineral em gotasde 100 mL de
meio KSOM (ERBACH et al., 1994) suplementado com
0,4% de BSA, em atmosferagasosamidade 5% de CO, a
temperaturade 37°C durante 120 h.

Para a avaliacéo da variabilidade na taxa de
desenvolvimento embrionério entre as fémeas Mus
domesticus domesticus, foram determinadas as taxas de
clivagem, de desenvolvimento embriondrio até o estadio
de blastocisto e de blastoci sto eclodido para cadadoadora
de embrides.

Os dados de desenvolvimento embrionéario
(estruturas cultivadas, taxa de clivagem, producéo de
blastocistos e eclosdo in vitro) foram analisados pel o teste
deandlisedevariancia(ANOVA), com medidasrepetidas.
Quando necessario, foi realizada a andlise complementar
utilizando o teste de Tukey com transformagao quadrética.

Para a comparacéo dos dados de producao
embriondria entre os grupos de doadoras superovuladas
uma vez (fémeas novas) ou com tratamento

superovulatério repetido (placas negativas reutilizadas),
foi utilizado o teste do Qui-quadrado.

RESULTADOS

As 74 fémeas doadoras submetidas a coleta
proporcionaram arecuperacao 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%) embridesatingiram o estadio
deblastocisto e 897 (39%) blastocistos eclodiram (Tabelas
1,3e5).

Para efeitos estatisticos os resultados da producao,
cultivo e desenvolvimento in vitro de zigotos CF1 obtidos
das 74 fémeas doadoras foram organizados em grupos
(G1 aGb), conforme o nimero de estruturas recuperadas
de cadafémea: Grupo 1 (G1), reuniu 6 fémeas em que se
coletaram até 20 estruturas; G2, 16 fémeasem que 21 a40
estruturas foram coletadas; G3, 23 fémeas nasquais 41 a
60 estruturas foram coletadas; G4, 15 fémeas em que se
coletaram 61 a 80 estruturas; e G5, 14 fémeas em que se
coletaram acimade 80 estruturas (Tabelas 1 e 2). O teste
de homogeneidade de variancia, com transformacao
quadratica dos dados, mostrou diferenca significativa
(Tabela 1) entre as 74 fémeas submetidas a coleta dentro
dos grupos, para 0 nimero de estruturas cultivadas
(p=0,001), parao nimero de estruturas clivadas (p=0,031),
para o nimero de blastocistos (p=0,012) e para o hiumero
de eclosdes (p=0,003).

Quando foram consideradas as médias de
producdo embrionéaria (Tabela 2), a andlise estatistica
mostrou diferenca significativa entre os grupos G1, G3,
G4 e G5 parao numero de embrides cultivados (p=0,000),
ndo diferindo G3 de G2 e G4. A taxade clivagem mostrou
diferencaestatistica(p<0,05) entre osgrupos G1, G3, G4 e
G5, ndo diferindo G3de G2 e G4.

N&o houve diferenca estatistica entre os grupos
G1, G2 eG3eentreos Grupos G2, G3, G4 e G5 (P>0,05)
entre as taxas de desenvolvimento embrionério até o
estadio de blastocisto e entre as taxas de embrides que
alcancaram o estadio de blastocisto eclodido, havendo
diferenca estatistica somente entre as taxas de
desenvolvimento embrionério dos grupos G4 e G5, quando
comparadosao G1 (Tabela2).

AsTabelas 3 e 4 apresentam os resultados |evando-
se em consideracdo os machos que foram acasalados com
as 74 fémeas. Na Tabela 3 sdo apresentados os nlmeros e
percentuais da producdo e da competéncia dos zigotos
em desenvolverem-se. O teste de homogeneidade de
varianciamostrou diferenca estatisti ca dentro dos grupos
de fémeas acasal adas com os diferentes machos, somente
para as taxas de desenvolvimento embrionario até
blastocisto eclodido (p=0,019).

A Tabela 4 mostra que as médias de zigotos
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Tabela 1 - Taxas de producéo e desenvolvimento embrionario in vitro de zigotos Mus domesti cus domesticus obtidos
de fémeas agrupadas de acordo com o nimero de estruturas col etadas.

Grupo Fémeas Estruturas Zl.gotos « Clivagem** Blastocisto*** Blast.oc:s:io*
(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)

*o valor de p corresponde a diferencas para os dados dentro dos grupos, pelo teste de homogeneidade de variancia

*0p de zigotos cultivados sobre o nimero de estruturas coletadas
** 0% de clivagem sobre nimero de zigotos cultivados

***0/4 de blastocistos e de blastocistos eclodidos sobre o nimero de clivados

Tabela 2 - Média e desvio padréo da produgéo e do desenvolvimento embrionério in vitro de zigotos Mus domesticus
domesticus obtidos de fémeas agrupadas de acordo com o nimero de estruturas coletadas.

Grupo Fémeas Estruturas Zl.gOtOS «  Clivagem**  Blastocisto®** Blast'oc:sgio*

Estruturas N coletadas cultivados eclodido

X X (dp) X (dp) X (dp) X (dp)
G1(até 20) 6 13 10° 22 6* 3,1 4% 3,2 2% 3,0
G2 (21-40) 16 30 18 7.2 15® 7,5 8* 6,4 5% 45
G3 (41-60) 23 51 32% 17,7 26° 17,0 16™ 153 1% 11,3
G4 (61-80) 15 68 46° 17,9 399 198 25° 157 17° 14,6
G5 (+80) 14 104 704 17.4 584 253 33% 223 21° 41,0

abed niimeros seguidos deletras diferentes na colunaindicam diferenga significativa entre os grupos (p<0,05), pelo teste de ANOVA e

Tukey com transformagdo quadrética

*média de zigotos cultivados sobre o nimero de estruturas coletadas

**média de clivagem sobre nimero de zigotos cultivados

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

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 e4 (41 e 37, respectivamente) em relagcéo
a0 macho 5. As mesmas diferencas entre esses machos
foram observadas para as médias de estruturas clivadas e
gue alcancaram o estadio de desenvolvimento de
blastocisto. Osmachos 1, 2, 3 e4 utilizados paraaobtencéo
deembriBesdiferiram significativamente (p<0,05) nastaxas
deblastocisto eclodido, quando comparados com o macho
5. Houve diferenca entre os grupos de fémeas acasal adas
com os5 diferentes machos nastaxas de cultivo (p=0,041),
clivagem (p=0,017), blastocisto (p=0,040) e blastocisto
eclodido (p=0,003).

A influéncia da utilizacdo de doadoras
superovuladas uma Unica vez (fémeas novas) ou
submetidas a duas superovulagdes (placas negativas

reutilizadas) pode ser observada na Tabelas 5. Houve
diferencasignificativa (p<0,05) entre os gruposdefémeas
submetidas a um ou dois tratamentos superovulatorios
nas taxas de acasalamento, identificadas através das
placasvaginais (fémeasnovas, 54%, vs. reutilizadas, 75%),
dezigotos cultivados (novas, 70%, vs. reutilizadas, 56%),
entre as taxas de clivagem (novas, 81%, vs. reutilizadas,
91%) e entre as taxas de blastocistos eclodidos (novas,
38%, vs. reutilizadas, 42%) (Tabela5). Nenhumadiferenca
estatistica foi observada entre os dois grupos de fémeas
para as taxas de blastocistos (p>0,05; Tabela5).

A andlise dos dados mostrou que ndo houve
correlagdo entre 0o nUmero de estruturasinviaveis, eataxa
de clivagem, de blastocistos e de blastocistos eclodidos
(p=0). O nimero de estruturas inviaveis s6 apresentou
correlacdo com o total de zigotos coletados (P “0). Houve
correlacdo significativa (p<0,01) entre o total de estruturas
coletadas, zigotos cultivados e taxas de clivagem,
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Tabela 3 - Producéo e desenvolvimento embrionario in vitro de zigotos Mus domesti cus domesti cus obtidos do acasalamento

com diferentes machos.

Machos Fémeas ](E:sotlr;gg:: cu%tli%/zt(;)oss* Clivagem™** Blastocisto™** eE%EZEZCOI:iO*

N N N (%) N (%) N (%) 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
= 0,082 0,155 0,236 0,019

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

* ovalor de p corresponde a diferengas para os dados dentro dos grupos de fémeas acasaladas com os machos, pelo teste de

homogeneidade devariancia

*% de zigotos cultivados sobre o nimero de estruturas coletadas

** 0% de clivagem sobre nimero de zigotos cultivados

**%04 de blastocistos e de blastocistos eclodidos sobre o niimero de clivados

Tabela 4 - Média e desvio padrao da producdo e do desenvolvimento embrionario in vitro de zigotos Mus domesticus
domesticus obtidos do acasalamento de diferentes 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°% 18,4 15 14,1 10° 9.7

2 17 59 41% 281 32 26,8 17 20,6 12¢ 14,5

3 11 50 28" 16,5 24° 15,4 14* 16,8 9° 11,5

4 20 53 37% 226 30 21,6 17 142 9° 86

5 10 75 54> 26,8 52°% 26,0 35" 18,6 27° 16,0
= 0,041 0,017 0,040 0,003

ab  ndmeros seguidos deletras diferentes na coluna indicam diferenca significativa entre os grupos (p<0,05), pelo teste de ANOVA e

Tukey com transformag&o quadrética.

* ovalor dep corresponde adiferencas para os dados entre os grupos de fémeas acasal adas com os machos, pel o teste de homogeneidade

devariancia

*média de zigotos cultivados sobre 0 nimero de estruturas coletadas

**média de clivagem sobre nimero de zigotos cultivados

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

blastocisto e blastocisto eclodido (Anexo 1).

DISCUSSAO

Um dosaspectosdaativacao do odcito é aretomada
do ciclo celular. O odcito ativado retoma a metafase |1
interrompida, completa a meiose e libera o segundo
corpusculo polar. Logo ap6s afecundagéo os pro-nicleos
sdo formados e tem inicio a sintese de DNA, resultando
no final do primeiro ciclo celular e inicio das primeiras
divisdes mitéticas embrionarias (XU et al., 1994). No
experimento de Ozgunen et al. (2001), oécitos
apresentando o primeiro corpusculo polar, ou os dois,
sdo definidos como odcitos maturos com potencial de

desenvolvimento ou como zigotos em desenvolvimento,
respectivamente. Da mesma forma, Walton et al. (1983);
L ehtonen eKankondi (1987); Hamilton eArmstrong (1991)
e Ertzeid e Storeng (1992) baseiam-se em parémetros
morfoldgicos, o que pode ser justificado pela sua
praticidade, ja que sGo empregados simultaneamente a
coleta dos zigotos, evitando-se a excessiva manipulagdo
e exposi¢do as condigdes adversas do ambiente.

No presente experimento, foram sel ecionados 65%
das estruturas col etadas que foram submetidas ao cultivo
in vitro, com base nos seguintes critérios morfol dgicos:
auséncia de fragmentagdo, contorno regular e simétrico,
zona pellcida intacta, citoplasma homogéneo, presenca
de corpusculo polar e, quando possivel, visualizagéo de
pro-ndcl eos.
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Tabela 5 - Taxa de acasalamento e producdo de zigotos Mus domesti cus domesticus camundongas novas e reutilizadas

R Placas positivas Estruturas Zigotos Clivagem Blastocisto Blast.omsto
Fémeas ; eclodido™**
coletadas cultivados*
N (%) N X N (%) N (%) N (%) N (%)
Novas 43%80 54 2772 64 1933? 1559* 81 931* 60 591* 38
Reutilizadas 31°%/41 75 1424 46 794° 720° 91 426* 59 306" 42
Total 74/121 61 4196 57 2727 2279 84 1357 60 897 39

ab  nimeros seguidos deletras diferentes na coluna indicam diferenca significativa entre os grupos (p<0,05), pelo teste do Qui-

quadrado.

*% de zigotos cultivados sobre o nimero de estruturas coletadas

** 05 de clivagem sobre nimero de zigotos cultivados

*** 04 de blastocistos e de blastocistos eclodidos sobre o niimero de clivados

Observou-se uma substancial reducdo do nimero
de estruturas coletadas, que foram submetidas ao cultivo
e que acancaram estadios embrionarios posteriores. De
acordo com Walton et al. (1983), em ratos esse fendmeno
ocorre possivelmente em funcéo do fracasso da
fecundag8o. Conforme Walton e Armstrong (1981) e
Walton et al. (1983), pode ser atribuidaainda, ao protocolo
de superovulagdo ou, de acordo com Bavister (2000), as
condicBes de cultivo in vitro.

Licht et al. (1979) afirmaram que a eficiéncia da
estimulagdo hormonal exdgena varia ndo sO pela idade,
peso, linhagem, estado nutricional e de salde, dose de
gonadotrofina administrada, mas também pelas
caracteristicasindividuais dasfémeas. Cultivando zigotos
da linhagem OF1 em meio M16 e CZB, oriundos de
protocol os de superovulacgo 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 exégenas também foi associado areducéo
dafertilidade resultante daexcessivaestimulacdo folicular
(WALTON e ARMSTRONG, 1981; MILLER e
ARMSTRONG 1981a)b).

Parainduzir aocorrénciade um grande nimero de
ovulagdes, indmeros experimentos utilizam os protocol os
de superovulacdo com a combinacdo eCG-hCG (WANG
et al., 2001). Por causa da longa meia-vida do eCG
observada por Walton e Armstrong, (1981) nos ovarios e
no sangue de ratas, as diferencas na producéo de odcitos
e embrides podem ser atribuidas aos fatores regul atérios
negativos de secrecdo gonadotrofica como, por exemplo,
aconcentracdo de estradiol (WANG et al., 2001 e TARIN
et a., 2002). A inducéo da superovulacdo de fémeas CF1
no presente estudo, utilizando eCG-hCG, associado ao
cultivo em meio KSOM, mostrou-se eficiente, produzindo
umamédiade 57 (4196/74) estruturas coletadas, 37 (2727/
74) zigotos cultivados por fémea doadora, que resultou
em umataxade 60% (1357/2279) de blastocistos. Por outro
lado, revelou também umavariacao significativa entre as
fémeas doadoras em produzir embrifes vidveis para o

cultivo in vitro, o que pode ser comprovado pela andlise
dos dados dentro dos grupos, bem como entre 0s grupos
(Tabelas 1 e 2). Com a finalidade de evitar tal variagdo
entre asfémeas e entre as ninhadas de cada fémea, Chatot
etal. (1990) e Gardner e Lane (1996) distribuiram ao acaso
0s zigotos ou embrifes de cada fémea doadora entre os
tratamentos.

A eficiéncia no desenvolvimento embrionario in
vitro de zigotos de camundongo até o estadio de
blastocisto esta relacionada alinhagem e as condicoes de
cultivo (CHATOT etal., 1990e GARDNER eLANE 1996).
Confirmando esta observagao, Ménézo et al. (1998)
relataram que 0s primeiros experimentos com um Gnico
meio decultivo, dafecundacao até o estadio deblastocisto,
geram resultados com uma reduzida taxa de formagéo de
blastocistos e também reduzida taxa de implantagdo por
blastocisto transferido. Para Bavister (2000), esse fato
aponta para a inadequacéo do meio de cultivo em
proporcionar desenvolvimento adequado aos estadios
embrionarios iniciais. Ao contrério dessas observacoes,
os resultados do presente estudo revelam taxas médias
de desenvolvimento dos embrifes de cada fémea, que
alcangaram no cultivo in vitro os estadios de blastocisto
(60%) e blastocisto eclodido (39%), apo6s 120 horas de
cultivo em meio KSOM . Esses resultados corroboram as
observagtes de Poueymirou et a. (1989), de Gardner e
Lane (1996) edeWang et a. (2001).

Bachvarova e Deleon (1980) afirmaram que 30%
do mRNA materno sdo detectados no trofectoderma e
massa celular interna de blastocistos. Ratificando esses
achados, Souzaet a. (1998) relataram que a contribuicéo
materna para o sucesso do desenvolvimento de zigotos
comega durante a oogénese com a sintese e acumulagéo
de mRNASs e proteinas. Ménézo et al. (1998) afirmaram
gue aformagao do blastocisto é altamente dependente de
fatores maternos e paternos, sendo associado ao baixo
ndmero de células o impacto evidente nataxa de eclosgo.
A andlise dos dados do presente experimento revela a
existénciade variabilidade naproducéo de embrifes, com
a contribuicdo de fatores paternos e maternos. Ha

106



desigualdade de variancia entre os grupos de fémeas
acasal adas com os diferentes machos, nastaxas de cultivo,
clivagem, blastocisto e blastocisto eclodido (p<0,05). H&
também homogeneidade de variéncia dentro dos grupos
de fémeas para astaxas de cultivo, clivagem e blastocisto
e diferenca estatistica dentro dos grupos para as taxas de
blastocisto eclodido. Osresultados dessaandlise permitem
destacar que, mesmo existindo um potencial individual da
doadora na producdo de embribes, bem como na
capaci dade de desenvolvimento dos mesmos, esta podera
ser atenuada com o macho utilizado para o acasalamento.
Verificando a influéncia da utilizacdo de doadoras
superovuladas uma Unica vez (fémeas novas) ou
submetidas a outra superovulacdo (fémeas reutilizadas),
observamos que as fémeas reutilizadas apds o primeiro
tratamento superovulatdrio, tornam-se mais suscetiveis
a0 segundo acasalamento (Tabela5). Do mesmo modo, a
producéo de estruturas e o desenvolvimento in vitro
podem ter divergido como conseqiiéncia da eliminacdo
no primeiro tratamento superovulatério de diferentes
populacdes foliculares em diferentes estadios do ciclo
estral (WANGeta., 2001 e TARIN et al., 2002).

A variabilidade entre as fémeas observada no
nimero e no desenvolvimento embrionério de Mus
domesticus domesticus, da linhagem CF1, considerando-
se ainfluéncia do acasalamento com diferentes machos e
a reutilizacdo das fémeas que fracassaram no primeiro
acasalamento, é resultado do potencial individual das
fémeas de um mesmo grupo experimental, em respostaa
complexidade dos fatores envolvidos no tratamento
superovulatério, na avaliagéo e selecdo morfoldgica das
estruturas coletadas e das condi¢8es do cultivo in vitro.

CONCLUSOES

Os dados obtidos no experimento permitem as
seguintes conclusbes: Fémeas Mus domesticus
domesticus da linhagem CF1 superovuladas apresentam
umavariabilidade no nimero de embrides produzidos, com
capacidade para desenvolver-se até o estadio de
blastocisto eclodido; a capacidade reprodutiva dos
machosinfluenciao nimero de embrides com viabilidade
de desenvolvimento produzido pelas fémeas; e os
tratamentos superovulatdrios subseqlientes modificam a
capacidade das fémeas em produzir embrides viaveis ao
desenvolvimento in vitro.
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