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RESUMO

A eriaciio de protocolos operacionais para a padronizagio dos procedimentos atribuidos
implementagio de wn banco de embrides murinos sio fundamentais para o seu pleno
[uncionamento. Os camundongos siio considerados modelos para o experimentagdo anintal
devido a inimeras caracteristicas inerenles a esta espéeie. Por outra lada. o desenvolyimento
de forma exponencial de novas linhagens transgénicas tem demandade cada ver mais espaco
nas biatérios. Ademais. o risco de comaminagio gendtiva ¢ perda das linhagens sde
exemplificaedes de obsticulos encontrados na eriagio em hiotérios ndo atribuivers ao setor
com a formacdo do banco. Sob esse conlexto. o presente trabalho possui dois artigos
cientilicos: ~Efeito da eutandsia por inaliciio de CO2 ou deslocamento cervical sobre o
nimero, qualidade, viabilidade ¢ congelabilidade de cmbrides obtidos de fémeas.
murinas superovuladas™ ¢ “Utilizagito de diferentes doses de LH em programas de
superovulacio de fémeas murinas”. No primeiro trabatho pesquisou se @ lorma como s
[Bmecas sdo sacrilicadas inferlfere nos pardmetros estudos. Com  base nos resultados
encontrados recomenda-se o deslocaniento cem ical coma métado de eutandsia a ser wtilizado
na formacio do banco. 1i no segundo. pracurou substituir o hormidnio indutor da ovulagio
tradicionalmente wilizado pefo 111 ¢ sua influéneia nos pardnietros avaliados. O objetive
primadrie cra o de minimizar o varianeia apresentada nos pardmetros avaliados. o entanto.
conciuiu-se que o LI ndo reduziu a varidneia porém recomenda-se a dose de tLome om

substituicio a wradicional aplicagio de 3UH da hCG.

Palavras  Chaves: embrices. camundongo. COa deslocamenta cervical. hCG e TH
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ILINTRODUCAO

A wtilizagdo deanimais com objetivos cientilicoas ¢ uma privica relatiswmente comum ¢
absolutamente necessiria para gue o ciclo do conhecimento se camplete ¢ se renove. Lima ves

que o entendimento das bases gendticas ou dos mecanismos de patogénese das doengas ¢ o

desenvolvimento de novos medicamentos ¢ vacinas sio resullados da experimentagio animal.

Justifica-se a importancia do uso cientifico de is modelos no avanco Jda pesguisa na drea

biomadica.

Assim. o avaneo do conbhecrmente biofogico estd intimamente corrclacionado com o
utifizaco de modelas animais em pesquisas, sendo que em 937, Russel ¢ Burch desereveram
o principio dos SRs (Replace. Reduce ¢ Refined o qual nocteia a Stiea na utilizaedo de animais

de Jaboratario (REMEFRY . 187y

Desta forma. gualguer éenica que refine um métoda pré-estabelecido ¢ gue reduza o namero
de animais o ser utihizado deve ser encorgjada a (im de reduzir a demanda por animais Je

faboralério.

O camunduengo passou a ser g expéeie de eleigdo de varias drcas < tnvestgacdo biomddica. o
partie Jdo desenvolvimento das primeiras linhagens consangiiineas. cujas caracteristicas ¢
anormakidades individuais foram proporcionalmente sendo conhecidas. o que possibilitou um
paralelismo com diversas aleegdes apresentadas por outros animais, inclusive o homem
(SOUZALMERUSSLEL 1996). sendo que. com o advento da Wenica de transgenia. hotive um
aumento exponencial do namero de modelos para o estudo das diferentes aleecdes gue
acontetem o homem ¢ as espéeies domésticas. Conjuntamente a este aumento houve um

incremento na exigéncia da criacfo destes animats ¢ do espago destinado a isto.
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Lima ver que a mantutenciio destas linhagens apresenta sempre um risco de perda das mesmas
por contaminaciio genética, par acidentes. doengas ou por diminui¢do da fertilidade. alem da
arande demanda de espago. a criacdo de camundongos ¢ extremamente cara ¢ laboriosa. Desta
[brma. a formacde de um banco de embrides pode servir de salvaguarda em caso de acidentes

que fevem o extingio de uma ou mais coldnias (PASSOS call, 2002

Por conseauinte. o banco de embrides murinospossihifita a manutengao de Iinhagens que ndo
estejam sendo utilizadas no momento. acarretando na diminuigdio dus custos de manutengo.
espage utitizado ¢ mio-de-obra. Adicionalmente. o transporte de camundongos vivos ¢
inconveniente, caro ¢ stjcite aos problemas burccriticos. sanilarios ¢ de mau manuscio,
Sendo assim, o envio interinstitucional de embrides criopreservados ¢ uma allernativa
refativamente facil. segura. com haixo investimento linanceiro e, que previne acina de tudoa

transleréncia de patogenos entre biotérios (PASSOS etal., 2002).

O padrio de qualidade dos animais pode interferir substancimimente no resultado final de am
experintento oo tendo em vista que o interpretagdo deum falso positivg em virtade do
emprego de madelos inadequados. pode invalidar um projeto (IEDRICTE 2084). Desta
lorma. a lormagio do bancoe de embrides murinos ¢ um valioso progresso na dvca de
bioterismo. uma vez que essa bioteenofogia pessibilita a obtencio de animais Hvres de

paldgenos especificos (Specilie Pathogen Free = 5P,

Assim. visando a implementagio de um banco de embrides murinos no ambito do CPyGNM-
FIOCRUZ. este trabalbo consta de dois artigos cientilicos referentes ao estabelecimento de
protacolos para @ padronizagio dos procedimentos operacionais no lovanle cllanast ¢ o
superovulacio das émeas murinas. contribuindo. conseglieniemente. para o desenvobvimento

da ciéncis Jde animais de laboratdrio,
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2. REVISAQO DE LITERATURA

2.0.O camundongo como modelo animal

A evolugdo das cidneias hioldgicas passou por virias fases de desenvolvimento, ¢ refaciona-se
intimamente & utlizaclo de animais em pesquisa. Nos primardios da civilizagdo. uma pratica
comum era a de utilizar seres humanos. geralmente escravos ¢ condenados. para a realizagio
de dissecgdes ¢ necrapsias. Tal procedintenty [0 aos poucos sendo abolido por interferéncias
inicialmente reliviosa. ¢ posteriormente legais. o que levou os pesquisadores da dpoca a

adotarem animais paca desvendar [endmenos bioldgicos.

(ks primeiros relatos utilizando animais datam do séeulo [V ac.. onde Ardstételes (384322
we) realizou estudos camparativas entre orgiios humanos ¢ de animais. No decorrer do
tempo. os rabathos da drea bioldgica, assumivam cardter mads experimentat do gue deseritiv o,
Virias foram as espdeies animais wtilizadas com o passar dos anos. inclusive o camundongo,
N0 ¢ preciso o momento 1o guis estes passaram 4 ser utilizados em experimentos. cantudo
no hnal do séeulo XIX ¢ inicio do XX formaram-se nos Estados Unidos as primeiras
finbagens consangiiineas.  cujas  caracleristicas ¢ anormalidades  individuais  Foram
gradualmente  sendo  conhecidas,  possibilitando  um paralelismao com vdrias  alecedes
apresentadas por outros animats. inclusive o homem. Some-se g esta. caracieristivas
biologicas frvordvels a manipulagdo laboratorial como: ciclo reprodutiva curte, grande
diversidade de hnhagens. lacilidade de manipulagio. facilidade de convivio em grandes
populagdes. dentre owtras {(TTEDRICH. 20041 Sendo assim. o camundongo passou o ser g
espéere de cletedo em vdrias areas damvestigaclo biomddica, coma por exeniplo, em

pesyuisas sobre o cineer.




Amda. segundo Ozgunen et all (20011 exsa espéele ¢ a mws comumente utibizada como
modelo animal nas pesquisas na drea reprodutiva para obter ovocitos maduros ou para

iy estivar o desenvolvimento da pré-implantacio de enmbrides.

2.2 Bulandsia de antmais de laboratorio (Mus muscrfus)

A utihizacdo de anmimais em experimentaciio amimal ¢ uma pratica relativamente comum ¢
necessaria para o desenvolvimento crientilico. [ntrelanto. para que seja moralmente geentaved.
¢ [undamental a ado¢iie de principios ducos em todos as procedimentos com animais de

experimentaciio (PAIVA ctal.. 2005).

FEutandsia etimologicamente significa “boa morte™. termo derivado do grega en (hoa) ¢
thanatas (morte} (OLIVEIRA et al.. 2000). Conlorme padrdes ¢ticos humanitarios. umit “hoa
nrorte” ¢ aguela onde vcorre um minimae de dor e estresse passivel o qual deve ser executada

se forma a produzir inconsciéneia rapida ¢ subsegiiente morte,

A utilizagdo de agentes anesicsicos em doses suficientes para produzir a perda indolor da
conscicnels seguida da morte ambdém devem ser considerada, todavia pesquisas ¢ estudos
algumas veres envolvem dor que ndo pode ser atenuada com alguns agenles por que oy

mesmos podem interferic com os objetivos da pesquisa (INSTITUTIONALL.. 20063,

Neste conlexlo. vs métados comumente utilizados em pesquisas para cutandsia dos animais.
devem ser indolores. que conduzam rapidamente d mconscidneia ¢ morte. que requeiram o

minimo de contencdo. evitando desta forma a excilaciio dos animais e que sejam apropriadas
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para a tdade. espeécie ¢ ao estado de satde do animal (QLIVEIRA et al., 20001 Aldm disso. o
método a ser escolhicddo deve ser segure para o operador. sendo na medida da possivel

cticamente aceitavel para o executor ¢ ohservador.

Segundo o 2000 Report of the AVMA (2O01). os agentes culanasiantes causam morle por iés
mecanismos hisicos: (1) Hipaxia diveta ou indivetamente: (2) Depressio direta das células
nervosas do cdrebro e, (31 Rompimento lisico da atividade cerebral ¢ destruigdio de neurdnios
necessartos para vida. lim gerall os agentes utilizados atuam em dilercntes sitios de agdo ¢
resultam em perda da consciéneia sob diferenles maneiras. seguida. sempre. da morte do
animal. A tabela Texplana os principais métodos de eutandsia. suas caracteristicas. mada de

acdo ¢ espéeics que podem ser submetidas cont seu respectivo agenle.



labela 1. Agentes utilizados para cutandsia, sua classilicacdo. seu modo de acio e as espéeies

animais que devem ser utitizados

Agvenle

Barbitricos

Dioxido de carbano

wds engarralado)

Monoxido de carbona

s engarralada)

Angstesicos innlantes

Clorete de Potdssio

(intracardiaco ou
endovenaso em
canjunke

com diestesia geral)

DNeslocamenio
cervicil

Phecapitingdic

Flipaxia atribuida a
depressiio dos centros
vilais

Iipoxia awrtbuida a
depressae dos centros

vilais

Hipoxia

Flipaxiy atribuida a
depressio dos cenros
Vitdais

Hipexia

Hipaxia devido ao

rampinienta dos centros

VLS

[lipoxkn dey ida ze

rompintento das centros

vilgiy

Classificaviio
.. - [ T ——

Mado de agio

Lyepressdio direts do cartes

cerehral, estrinuras
subeorticais

¢ centros vitadso depressio
direta de mascule cardiaco
Prepressiio diveta Jdo cortex

cerehral. estruturus
subeorticais

¢ centros vitais: depressiio

direta do musculo cardiaco

Combina-se com a
hemoglobing

impedinde a cambinagio

desta
com o ovigénio

Prepressiio diret du edrrey

CL‘{'L‘E“.I'&IL [ TRTIAREIN R

suthoortiais

@centios vitdis

Depressio direta do cartex

cerebral. estrutwras
subcorticals,
¢ Cenlros vitais
secundariumente
@ parada cardiaca

Depressiio direta do

cérebro

Depressio direta da

cdrelirn

Fonte: Adaplada de 2000 REPORT OF AVMA (2001).

. Lspéeies.

Todus especies em weral

Peqguenos animais e
abowatoriv, pissiros.,
cocthon,

pequensa ies, anfibios,

Latos. peixe. alouns réplets.

porco, animais zaologico

Todas grandes especivs,
inclubida

cies, gatos. roedares,

PamROrOs,

répteis. anfihios, coelhos.
anintais zoologico. chinchifas

Alguns anfibios, passaros,

alliis

s, voelhos adein<repieis,

rocdores ¢ outros ghides

Mt IeTos.
peixe, animais sockogico

Todas espéeies em geral

Aves, passars. camundongos,

ratos ¢ 200ut cocthos o Thed

Raedares de laborztoria,
[reyuenos
coclhos, pasaros. ateuns
Pines.

anfibios ¢ répreis



Para a caoleta de embrides obtidos de lémeas murinas superovuladas, a eutandsia ¢ uma
metedologia primordial ¢ necessdria. Adotar posturas €licas durante a eutanasia dos animitis.
procuranda buscar methores téenicas para a execuglio das mesmas gue aliem 4 ¢ea
cliciencia da téenica sllo substanciais durante os estudos envalvendo as bioteenologius

reprodutivas em murinos (HOWELL et al.. 2003).

Assim. a comparagda entre dois métados comuntente enmpregados coma o deslocamento
cervical ¢ a inalacio de diaxido de carbono (COR) [oi o abjeta do presente estudo. tendo em
visla que os mesmos podem influenciar de lorma substancial a viabilidade dos embrices

recém colélados (1 IOWELL et al.. 2003,

2200, oxido de carbono

O dioxido de carbone ¢ um gids fistologicamente importante. praduzida pelo corpo coma
resultado do metabolisma celular (LANGFORD. 20031 Uma ver gue o oxigdnio lenha se
difundido dos alvéolos para o sangue pulmonar. o mesmo ¢ wansportado para os capilares
teciduzis combinado principalmente com a hemoglobina. Nas células teciduais. pelos
processos metabdlicos. o oxigénio reage com varios substratos para formar grandes
quantidades de dioxido de carbone que. por sua vez. entra nos capilares eciduns ¢ ¢

transportado de valta aos pulmaes onde serd exeretado via expiracdo pulmonar.

O ransporte deste gids pelo sangue aos pulmdoes se da sob diferentes formas. conlornie a

tabela 2,



Tabela 2. Percentual ¢ respectiva lorma de tansporte do didnido de carbono no sanaue

Forma de transporte Percentual
nis dissalvido no sangue 7%

fon bicarbonato 70%
Lombinado 4 hemoglobina 23%

IFonte: Adaptado de: Souza o l[ms( It)l)“'a]

Uima vez nas hemactas, o gas carbdnica sofie agfio da anidrase carbdnica e combinua-se com a
agua. fomando acido carbdntea. O jon hidrogénio resultante da reacio ¢ caplado pela
hemoglobina, Desta formae ox pulmoes a0 importntes reguladores do equilibrio deido
bidstco. paois aadminisiracio do gas causa aumento da pressiio parcial nos alvéolos, reduzinde
consegilentemente a sua eliminacio do sangue. E. quando a pressao nos abvéolas ultrapassar a
do sungue. o gés & absorvido, resultando em hipercapmia (aumento da pressio paceial do gy
carbdnico no sangue} oo acidose respiratoria tactmulo de deida voladl ne organtsmon

(SHV AL 20023,

Assim. a ialacdo de altas concentragdes do gds. resulta em aumento da {fregiéneia
respiratéria por estimular o centro respiratorio a o expeli-lo do o organismo. aumentando
concomiante i Ireqidneia cardiaca. por estimular o sistema nervoso autonoma sinpatico. A
depender din coneentragio inalada podem ocorrer convulsdes. coma ¢ marte (LANGEORID.

2005: 2000 REPORT OF AVMAL 2001 SV AL 2002,

Segundo o EUTHANASIAL (20001 a talagdo de didxido de carbona ¢ um méteda seeuro ¢
humanamente  aceito para culandsia de pequenos  roedores. (3 COa, por apresentar
caracleristicas como ndo ser explosivo: ndio ser inflamavel: apresentar rapida eleito depressor
e representar risco minimo ao operador ¢ dentre os métodox de cutanasia por malagio. o mais

recomendado para pequenos roedores de laboratorio,

Portanto. o uso do dioxido de carbono para eutanasiar [émeas murinas superovudadas esta
perfeitamente de acordo cam as normas ¢ principios éicos de experimentagiio animal.

Fntretanto. come quando em altis concentragdes o mesmo provoca ao nivel celular i
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acidose. ¢ sugestivo que este apresente um possivel eleite negativo sohre o processa de ealet

¢ sua mfludacin na guantidade. qualidade ¢ cultivo das estruturas embriondrias obtidas.

Varios estudos sugeren que a téenica utilizada para cwanasiar animais promoyam alteracdes
no metabolismo celular, Um decréscimo na tungiio de eélulas mediadoras de fintolise ¢ na
linfoprolileragio i virro fol abservado por Floward, et al (1990}, ao determinar os cfeitos da
cutanasia por inafaglio de COy em camundongas, Alteragdes na excitabilidade cerebrat
(WOODBURY et al. 1957) e. na velocidade feucocitdria macutar (TOMIC et al.. 2005).

foram também observados conto eleitos que a inalagfio desse gds pravoca no organismo.

De torma semelhante. Tewin et al (1987) observaram um clevado grau de acidose celular em
ratas submetidas a4 cutandsia por dioxido de carbono. sugerindo. desta forma, que mais
estudos Tossent realizados para analisar ox eleiton desse procedimento sabre as células

crbriondrias.

2.2.2. Deslocamento cervical

{} destocamento cervical ¢ um método lisico de cutangsia muito utitizado em aves damédsticas.
Peguenus pissaros. camundongos ¢ ratos com pesa inlerior a 2400 gramas (2000 RI-PORT O
AVMAL 20010 Trata-se de uma manobra rapida gue induy a perda total da sensibihdade

devido ao rempimento dia medula espinhal ¢ morte.

Por evitar quimicamente a contaminaciio lecidual. seu usa € indicado guando a adogiio de
autros mékdos possa invalidar o resultado final de win determinado experimento (PATVA et
al.. 20030, lsse métado pade ser esteticamente desagradavel para o exccutor, além de requerer

dominio da téenica para indugio rapida da perda de consciéncia.



)

As atividades elétricas no eérebro e muscular podem persistir por alguns seaundos. entectanto.

S Cl_‘ll]il’il(_.‘f'lc}-; musculares presentes 21])@3 o deslocamento tratam-se somente de Movimenlos

¢

rellexos. sem sensagiio dolorosa e vestivio de vida.

Fstudos e demonstrado gque a téenten de deslocamento cervical pode aletar o metabolismo
de determinados tectdos, Um rdpido acamulo de serotonina nos capilares pulmonares lai
vertlicado por Yakamoto et al. (19881 em camundongos submetidos ao deslocamento
cervical. Varki et al. (1979). verificaram que camundongos eutanasiados por deslocamento
cervical apresentaram um auntenta no numero de células formadoras de coldnias da medula

Os8ea.

Por ser um método fsico de rapida execucfio ¢ por nie resultar em residuos teciduais no
arganismo do animal submetido a este. o deslocamento cervieal mercee ser objeto de estudo

sobre seus passivers eleitos sobre a qualidade ¢ viabilidade embriondria,

2.5, Danamicea folicular muring

O ciclo estral dos pequenos roedares ¢ considerado curto quando comparado aos outros
mamiferos. com duragdo média de quatre a cinco dias. O ciclo estral consiste de proestro (|
dia). estra {1 dia), ¢ diestro (2 dias). sendo este. suhdividido em diestre 1 imetacstrod ¢ diestra
2MAEDA etals 2000) B camundongas. cada ciclo estral ¢ caracterizado par uma onda de
crescumento folicular por cicla ¢ a este processo se da o nome de dinanuca folicular ovariang

(Figara 1)
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IFleura 1, Principais eventos comporlamentais e hormonais durante o cicla estral murino,
PE: proestro: E: estro: D12 manhd diestro ou metaestra: [D2: tarde de diestro.

Fonte: Adaptado de MAFRA etal, 2000).

Nos camundongos. o fornngdio da populagdo delalicatos primordiais comega durante a vida
fetal ¢ estd completa wo nascimento. Os mecanismos envolvidos na inicio da processo e
selecio [olicular ainda nlo sao wialmente conhecidos. Na entanlo. wmna ves gque on [odiculos
primdrios foram recrutados. estes sfio destinudos a ovular ou entrar em processo de atresia
durante tada o vida reprodutiva da f@mea. A dindmica folicular pode ser definida como um
processo  continuo e crescimento e regressiio de folicufos  antrais, que  feva  ao
desenvolvimento do loficulo pré-ovufatorio. Inicia-se pelo desenvolvimenta sinerdnico de um
pool de folicwlos (recrutanienta). ue ao atingirem o tamanho entre 0.2-0.4 milimetros passam
a depender das  gonadotropinas  para prosseguir seu crescimento. Dentre os folicibos
recrutados. alguns iniciam um rdpido crescimento (sefegdo ¢ co-doniindicia). enguanta os
oulras sio simultancamente impedidos de prosseguis o erescimento (loliculos subordinadosy.
¢ sdo. ativa ou passivamente. conduzidos & regressao ¢ a atresia (GINTHER et al.. 19do:

FIALTZL 19963,



A foliculogénese pode ser dividida em dois estdgios: um independente das vonadotro!inas
{hormonio loliculo estimulante (FSHY ¢ hormonio luteinizante (LI ¢ vutre dependente
destas. Naquela fase. um pool de folicutos é recrutado da fase quiescenle ¢im que se encantra ¢
comegy um - lento desenvolvimento. O estdgio  posterior ¢ dependente de  estimulos
gonadotrdpicos. ou seja. pequena elevacio do nivel do FSH promoverd ripido crescimento
folicular ¢ o aumento nos niveis de estrdgeno que ivd agir por “feed back” negativo.
diminuinde os niveis de FSH. Nesta fase. os loliculos que apresentarem receplores para |11
continuarde a desenvolver ¢ serdio os {utures foliculos dominantes ¢ as demais entraro em
processo de atresia devido ao pequeno aporte de FSH. Sob o estimula do UH o foliculo
continua o seu desemolvimento até aleangar um pico (Figura 23 que itd induzic o civo
hipotaldmico hipolisdrio ("leed back™ positivo) a seeretar altos niveis de H que culminars
com o pico de LI pré-ovulatorio (GINTITER etal.. 1996), Ao contrdrio dos ruminantes. cada

onda de crescimento folicular ird gerar a ovulaciio de vdrios loliculos.
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Figura 2. Perlil de seerec@o hormonal dos hormdnios L. estradiol ¢ progesterona durante o
ciclo estral de camundongas,

Fonle: Adaptado de: Maeda et al. 2000.

Imediatumente apds a ovulacio dd-se inicio ao processo de uteinizacio dos Toliculos reedm-
ovafados. danda ortgem o formagdo do corpo Tateo. Ao contrdrio dos outros mamiteros. o8
peguenas racdores apresentam um corpa [bteo de curta duraciio. Outra particularidade ¢ que a

progesterona seerelada ¢ comvertida pela agdo da 20u-hidroxiesteroide  dihidrogenase.




convertendo a progesterona na forma inativa da progesterona (2a-dihidroxiprogesterena ou
204-OH-P). Come resuliado. o cicfo estral apresenta um atto nivel plasmitico de 200-OF =P,
Paroutre fado. casora [@mea seja caberta. ocorre a seeregdio de profactina que ird inibir u dgdo
da 20a-hidroesteraide dihidrogenase. evitando assim a conversio da progesterons em sua
forma inativa. A auséncia da lorma inativa icd inibir a producio de PGS, ¢ cansequentementy

o corpo luteo permanecerd ativo durante toda a gestagiio da (émea (MALDA et al.. 20005,

Diferentemente dos animais domésticos. a fémea murina necessita ser coberta por um macho
vaseclomizado pata induzir ao estdgio de pseudogestaciio e assim estar apta a reecher

embrides,

24 Tratamento superan wlatdrio

O ratamento superovulatdrio consiste na administragdo de uma gonadotroling exdvena. a (im
de promover creseimenta, maturagio ¢ rompimento de varios f(oliculos (FONSECA I
MAFFILL 2002) apresentando. conseqlientemente estruturas embriondrias vidveis capazes de
Justificar tal investimento (BASILE e al.. 1994). Assim, a taxa de ovulacio pode ser
aumentada mediante o uso de hormonios gonadotatrdficas exdgenos proparcionando que um

maior nimera de foliculos se desenvolvam ¢ resultem em miltiplas ovulacdes (SALL S, ¢

al.. T9asy.

(s ratamentos superovulatorios mais comumente utilizados incluem os extratos hipofisiarios
comw o harmaonio foliculo-estimulante (FSHY e o hbommdnio luteinizante (5.1) e, as substancias
cam efeitos semelhantes a estes como a gonatrotropina coridnica equina (UG ¢ a
eondotraping coridnica humana (hCG). Tém-se relatado a utilizagio do BMG (gonadatropin
da menopausa humanal como tratamento superovulatério de vacas (IHERRIERA ALVAREYZ o

al.. 1987). camundongas (POZZIR el al. 1987) ¢ cabras (ANDRIOLL ¢t al.. 20004




apresentando resullados satisfatorios em comparagdo com os prowcolos tradictonais de

superovulagio.

O FSH o tem fungdu essencial no desemvolvimento dos fodiculos, responsisel
conseqlicntemente pelo crescimento ¢ maturagdo dos foliculos ovaricos (GONZALLZ. 2002,
A administragio exdgena desse hormonio para induziv a superovulagdo ¢ baseado nessa
funcao hsiologica. Foliculos em dilerentes estagios de desenvolvimentlo estiio presentes nos
avarios ¢, grupos desses foliculos pequenos crescem. maturam. degeneram ou ovubam. Assim,
o FSH exdgeno reverte a atresia de determinados foliculos (BENYIL BARROS. 20007, O
LI par congeguinte. induz a ovulaclio ¢ em conjunto com o I'SEH, estimutar a secregio de
estrdgenos antes da ovulagiio ¢ progesterona no corpe liteo (GONZALEZ. 2002). Isto ¢
devido ao LI estimular a produgiic de androgenos nas células da teca e estes sdo precursores
para a producdo de estrogenos pelis células da grandlosa gque Goram estimuladas pelo FSHL
[Zssa seqligncia & essencial para recomecar a4 metose fos doctlos imediatamente antes Ju
intlagdao e o exeesso de L proveniente da administragdo do LT exogene, causa o alivagio

prematurs dos dacitos (BENYLEL BARROS. 2000).

(3 eCG e o hUG sdo gonadotropinas sintetizadas respectivamente pelas placentas da égua ¢ da
mulhere. apresentam caraeteristicas similares as gonadotropinas hipofisdrias. Fsses hormanias
atuam sobre as odflulas gonadass da fémca gestanle estimutandao a biossintese dos hormanios
esteroidais. Ambos possuem fracdes FSH e LI diferenciando. entrelanto. na concentraco
destes. Assim. o ¢CG apresenta uma concentracdo de aproximadamente 753% de atuvidade
FSEL contra 25% de LI conlerindo a mesma caracteristica loliculo estimulante e
diferentemente. o hCG possui wima atividade de 23% de FSH contra 73% de LH. conlerindo.
acdio Tuteimizante. Por possuirent mator quantidade de carboidratos em suas estruturas, o oCG
¢ o hCG apresentam meir vida cireulatorie mais profoncada (BASIHEL et ol 1994
(GONZALEZ. 2002). conferindo menor [reqiicneia de administaeda (SILVEIR A KOZICKEL

20000,

Batretanto. verifica-se uma  elevada vartabilidade da resposta ovariana ao Uratamento
superovulatorio (FIERRERA ALVARZ et al. 1987). Fatores como momento de imicir o

tratamento superovulataria. atividade biologica da gonadotropina. individualidade animal.




wdade. preparado bormonal. dose da gonotroping (SANTOS FILLIO etal., 1998). quantidade ¢
tipo de dieta utilizada (YAAKUD et al.. 1999}, quantidade de odeilos susceptiveis a responder
ao tralamento superovulatorio. bem como tipo ¢ forma de administragdo (1LIMA ctal.. 1999,

podem influenciar na resposta ovariana ao tratamente superovulatorio.

Desta forma. @ andlise de diferentes tratamentos superovudatariug em decorréncia da resposta
ovartana qualitativamente ¢ quantitativamente  superior. bem como o entendimento do
mecanismo fistolodico de controle hormuonal reprodutive merccem ser objetos de estudao. para

a subsegdiente lormagdo de um protocolo padedo de um banco de germoplasma murine.
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1. CAPITULO 1

Efeito da eutanisia por inalaciio de COs ou deslocamento cervical sobre o
niamerg, qualidade, viabilidade ¢ congelabilidade de embrides obtidos de
fémens murinas superovuladas

(I:fTect of cuthanasia by CO» or dislocation cervical on number. quatity. viability and
congelability ol embryos obtained of superovulated mice)
SIEVAL COALMAFFILE, VOV PATVAS T P,
I studante de gradmigdo do cuess de Mo Vetenmana da VLY enstizragiosiy g o datum oo b
Nedieo Vetormmo, Promtoe e Repradugdo Saemal VIV Centio de Pesquisas Cumealo Moz ioctne

Stedtea Vetermar, Domtooom Nutogdo Aanmal - UEV Cetre de Pesguisas Congabo Moy - Flogins

4.1. RESUMO

Objetivou-se comparar ¢ clette da eutandsia por inalagio de COx ou por deslocamento
cervical sobre o namero. qualidade ¢ viabilidade das estruturas embriondrias coletadas de
[Emeas doadoras de embrides. pré ¢ pos- congelamento destes. Foram  utilivadas 3§
camundongas C37BL6. as quais foram aleatdria ¢ eqlitativamente  distribuidas em dois
tratamentos experimentais ('L deslocamento ceevical, T2 - inalaciio de COLL Sessenta ¢
sele boras apas a copula. (o1 realizada a coleta dos embrioes no estigio de oito edlulas ¢ as
estruturas obtidas Foram quantificadas ¢ qualificadas com o auxilio de um estercomicrasedpia
(O.3X a 134X Vinle ¢ iés (79.3%) ¢ 19 (63.3%) camundongas responderam ae 11 ¢ 12
respectivamente. Obteve-se 437 estruturas (13.8 # 12,85 ¢ 330 estrutueas (113 ¢ T2 para T
¢ T2, respectivamente. Niio houve diferenca quanto ao nimero de estruluras coletadas.
vidveis, degeneradas ¢ ovdcitos entre os diferentes tratamentos (P=0.03). Qs valores médios
de estruturas recuperadas em [ungio do nimero de camundongas que eesponderam foram de
19.9 ¢ 11 Py ¢ 174 4 93 (T2) apresentando uma média geral de 18,7 £ 1027 para a
linhagem. Embora os métodos de eutandsia estudados nfio tenham aletado o namero de
embrides obtidos. vidvers. degenerados ¢ ovocitos. 1ol observada maior hiperemin nos
ovidutos das [emeas do T2 o que difieuhou a Genica da coleta dos embrides, lmbrides Jdo T
cultivados pos-descongelamento apresentiram maior axa de desenvolvimento g blastocisto

ccludido (71.3% vx 60L0: P-U03) Bstes resultados indicam que a inalacio do didgxido de



carbono como méiado de cutandsia dificubta a coleta de embrides por meio da tuba uterina ¢

interiere no culaye embriondrio pas-descongelamento.

PALAVRAS-CHAVE: €O deslocamento cervical, embrides. camundongas

1.2. INFRODUCAO

O camundongo ¢ o modelo animal mais utlizade em pesquisas biomddicas. dentre clas.
aquelas na drea da reproducio assistida. No entanto. diferentemente de outras espécies
animais. em murinos. para a4 oblencfio de embrides nas [ases pré-implantacio, [az-se
necessdria a morte da [émea doadora. [sto se deve ao reduzido tamanho do animal, sendo
necessaria  wolal extirpagdio do seu trato genital para a coleta dos embrides, o gue meapaci o

[émea a gestagdes futuras.

Uma vez que ha a necessidade do descarte da 1€mea doadara no processo dy coleta de
embrides. ¢ importante guie este procedimento seja realizado de forma a causar o minimo de
ansicdade ¢ solrimento ao animal. além de apresentar o minimo de interferéncia sobre o

procedimento experimental.

Assim., caom base em padrdes internacionais para a realizagdo de eutandsia cm pegitenes
rovdores, comuo ox publicados pela American Veterinary Medical Association (CAVMAT ¢ pelo
Canadian Council on Animal Care (CCACY Guides. os Comités de 15tica no Usa de Animais
de Laboratorio (CEUAS) ém Treqlentemente indicade o uso do dioxido de carbono (CO12)
como mélodo apropriado para este {im, de forma a minimizar a dor ¢ o desconforto dos

animais.

Outre métode de culanasia muito wtilizado nessas espéeies ¢ o deslocamentoa cervieal.
entrelanto. sceundo os documentos que norteiam a atuacdo dos comitds de dlica stituctonals.,

a utitizacio do deslocamento cervical somente deve ser permitida apds a justificativa da sua



N

necessidade. em detrimento dos resultados experimentais. uma vez gue depende da pratica do

operador para a sua realizacio de forma correta,

Independentemente da métado de escolba. € de conhecimento gue em maior ou em menar
gratl. o método de cutandsta empregade nos animais de experimentagcdo podem modilicar

algumas caracterisicas post marien, as quais podem alterar os resultados experimentais.

Tendo em vista as possiveis alteragdes causadas pelo método empregado na eutandsia ¢
visando minimizar o sofrimento das Emeas doadoras. torna-se imperativa a busca por um
método humane. gue apresente elentos menores sobre a viabilidade dos embrides coletados.

tanto anles quanto apds o processa de congelamento dos embrides,

4.3 MATERIAL E METODOS

Foram utitizadas 38 camundongas (s sinscufusy da tinhagem C37BE0 com 6 0 7 semants
de wade, provenicnies do Biotdrio do Centro de Pesquisas Gongalo Moniz (Fiocruzl,
mantidas a temperatura média de 21°C. com um futoperiodo de 12 horas de fuz ¢, recebendo
racdo e dgua “ud libidum™. As fEmeas foram subdivididas em dois tratamentos. onde se
testou o efeito da eutandsia por deslocamento cervical (TT-29 animats) ou por inalagdo de

COR (12229 animais) sobre o namero. qualidade ¢ viabilidade das estrutwras embrionaias

coletadas das [@meas doadoras de embrides.

As camundongas foram superovuladas com 3 Ul de eC G (ponadotrolina caridnica eqiiing ¢
35U de hCGT (gonadatrating coridnica humana). Deste modo. a superoy ulagiio cansistiu de
duas aplicacoes. uma de UG ¢ auua de hCG intervatadas de 48hs (Jebens. 1975 apud Pozrer
et al.. 1987 por via intraperitoneal. Imedialamente apds a aplicagdo da hCGL a femeas foram
acasaladas com machos na proporedo de T:1 sendo gue na manhd seguinte wo acasalamento,

os machos foram removidos ¢ as [@meas verificadas quanto a presenca de tampdo vaginal,

correspondente 4s secreedes seminais do macho. comprovando a acorréneia da monta natural,

" Bio-base - Bioléonicas
- Novermon® 5000, Syntex S.A., Indastria Bioquimica e Farmacéutica, Buenos Atres, Argentina
Vetecori, Laboratorios Calier do Brasi Lida.
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Sessenla e scte horas apds ocorrida a copula. [oi realizada a entanasia das I@meas doadoras de
embrides. sendo eslas distribuidas ao acaso entre os dois (Falamentos. Apés a eulandsia, i
eletuada a abertwra du cavidade abdominal ¢ a retivada da (uba uterina. a qual foi translerida
para uma placa de Petri de 60mm contendo meio de manipulaciio de embrioes M2 (HOGAN
clal. 1994} A lavagem do oviduto foi eletuada a partiv do infundibulo. com o auxilio de uma

agutha polida com didmeua de 32G. adaptada a uma seringa de 1 ml..

Apos a coleta, os embrides foram quantificados ¢ qualilicados  de acordo com KENNEDY
(1983). com ¢ auxilio de um esterecomicrosedpio (6.3X a 134X} classificando-os de acordo
com o erau de desenvobvimento embriondrio. Apos a coleta ¢ avaliacdo das estruturas. os
embrides classificados como Graus 1 e I foram imersos cm solugdes de 1.5M de 1.2
Propanodiol (PROI. por [5 minutos. Para o congelamento dos embrices foram utilizadas
palhetas de 0.253ml. e montadas conforme demonstrado na Figura |- utilizando-se as soluedes

. . . [ _ N - ]
de AN de 1.2 PROT emy meio M2 ¢ asacarose na concentracio de UM em meio M2

A B
| .| ar | sacaroseim | U ] biouchon
X i '; wr
PROH 1,5 + cimento
embrites

Figura 1: Esquema ilustrando a forma como a palheta com o micio ¢ os embrides sdo

montadas

Ax palhetas. cont as extremidades devidamente facradas. foram wansleridas para o aparelho
de congelamento a temperatura de -7°C por 3 omimutos. Apds este periado, rehizon-se o
secding ¢ estabtlizugcdo por 3 mintlos. Ao Grming deste procedimento. Foi imposta una curn o

de restriamento de 0.3°Conn até - 30% C ¢ imersdo em nitrogénia Liquido.

" Sigma-Aldrich do Brasi! Lida




As palhetas contendo os embrides congelados foram  descongeladas. primeiramente. 2
temperatura ambiente durante 40 segundos ¢ colocadas em banho-maria i temperatura
ambiente até que o gelo no seu interior se desflivesse. Apds este periodo. o contetdo do
mterior da palheta (o expelido em uma placa de petric onde permanceceu por cinco minuias.,

Findo este periado, os embrides foram transferidos para outra gola contendo meio M2

fmediatamente apds o descongelamento. os embrides foram testados quante a viabilidade
embriondria. mediante a realizacio do cultivo in viero. Utilizau-se para tal o meio Mia' em
placas de Pewi com didmetro de 33mme contenda cinco gotas de 30ul do meio em 2mi. de
dleo minerat', As placas Toram colocadas em estula a 37 C contendo uma mistura gasosa
composta de 3% de COz em ar. com circulagiio continua ¢ 953% de umidade relativa do ar.
durante 48 horas (HOGAN et al.1994). Findo este perfodo. os embrides foram avaliados

yuanta ao nimere de estruturas eclodidas (taxa de eclosiio) (KENNEDY et al. 1983).

As varidveis foram analisadas primeiramente pelo teste de Lilliefords a fim de se verificar a
normalidade dos dados. Uma verz que as variavels ndo seguiram uma distribuiciio normal. o
realizado o teste ndo paramérico de Kruskal - Wallis ao nivel de 3% de probabilidade. Para
vertlicar o eleita do tratumento sobre o desenvalvimento apos o cultive in wira. os dados
foram confrontados em tabela de contingéneia ¢ testados pelo teste do qui-quadrado ao nivel

de 3% de probabilidade.

4.4, RESULTADOS

Os resultados deste estudo. quanto & resposta das [@meas a0 trawmento superovulakirio
poderms ser visualizados na Tabela 1. Das 5§ [Cmeus superovuladas. 42 responderam o
tratamento superovulatorio. obtendo-se um total de 787 estruturas ¢ média de (3.6 ¢ 1201

{labela 2y

Sinmni=Aldrich do Birastl ula




Tabela 1. Resposta das [Emeas submetidas ao tratamento superoy ulatorio ¢ sacrilicadas par

deslocamente cervical ou por tnalaciio de COs

Tratamentos Namera de animais que responderiam
I - Deslocamento cervical 7936 ¢ 2329y
200 63.5% (19/29)°

R T {42;’58 )

iédia Geral

Eatras drferentes na mesma colma deberent antre si pelo Feste do Quiaquad pade

Obsenvousse que as camundongas do 11 obtiveram médias de 158 = 12,8 ¢ 19.9 + [1.]
estruturas recuperadas em lungdo do total de camundongas superovuladas ¢ gue responderam.

respectivamente: contra 11,3 + 112 ¢ 174 £ 9.3 do T2 (P=0.05) (Tabela 2.

Tabela 2. Nimero, média o desvios-padrao (DPy de estreturas recuperadas de camundongax
superovuliddas ¢ sucrificadas por deslocamento cervical ou par inalagdo de CO-
Média = DP de estruturas Média = DP de estruturas

. recuperadas em luncdio do recuperadas em funcio do
ratamentos '

total de camundongas numerce de camundongas
superovuladas que responderaim
I - Deslocamento cervieal 138 £ 2.8 (n=29)" 199 = Pl n -+ 23y
2 113+ 112 (n=29) [7.4+93 1= 19)

1364121 (n =38 (8.7+ 1037 42

T etras decrentes wa ovesa calima dilerem cnie s pcdo 1o de hmabal-Wale

Com refagdo ao ndmera médio de embrides vidveis. degenerados ¢ ovacitos coletados. nio se
observou difecenga (17:0.03) entre os diferentes tratamentos (Tab. 3). ntretanto. houve uma
orande variagdio no ntmero de estruturas coletadas por [Bmea. variando de s o 42

dentonstrando falta de unilormidade nas respostas ao tratamento superovulatorio.
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Tabela 3. Numero. média e desvios-padrio de estruturas recuperadas vidveis. degencradas ¢

ovdeitos de femeas superovuladas, sacrificadas por destocamento cervical vy por inalagio de

()

Tratamentos _I-~:[1‘uiu|‘u~:”\-"i';i\-cis’ IaUuLLuul)uu.nuulh  Ovaeis
_ total  MédiaDP _ towd MédiaxDP Tot: al ’\Iuildtl)l’
: e s A0 207 T A0 AG 0T L

2 S8 122000, -1" 56 2.0042.06 HG 2308

Towl b 7ames 08 te7add se 3alas
.( N {u } ‘i R e e I(i(l-l R

U etras dilerentes m mestr coling difotent entre st |n.||| Teste de Kraskab-Wallis

Das <66 estruturas consideradas vidveis, loram cultivadas 208, 170, 23 ¢ 25 para o T1. 12

controfe de TL ¢ controle de T2, respectivamente. totalizando 420 estruturas calivadas,
Destas. 149 (71.3%0, 21 (91%), 103 (60.6%) ¢ 20 (80%) desenvolveram atd o estdgto de
blastecisto eclodido para 1T, controle de T1. T2 ¢ controle de T2, respectivamente (1ab. 43, O
método de cutandsia influencion (P<0.035) a taxa de desenvalvimento dos embrioes

congelados ald o estdagio de blastocisto eclodido (Tahela 4.

Tabela 4 Porcentagem de desemvolvimento dos embrides obtdos de camundonuas (s

musculusy, utilizando-se o método de destocamento cervical ou por inalacdo de dioxido de

carbono

Tratamentos I"'m hl‘ifl(-.‘ 3 I’o:‘ccn[awcm LIL‘

| Destocamenta cervical BeliT 71, ""«n ( l-ll) 208y
Controle (ndo congelado) 23 91% (21723

2 Inalacdo de didxido de carbono 170) a0.6% (1G3] 7(}1"
Contrale (ndv LU!‘I\‘L’L!('U} 25 %il'" o (3 "‘\l
\it.dm Cier o 426 66T P\"_? f_h'_} _

R TH I LT )

’\Iulm« Hn."llld 1 e Tetras dyferenien o cubuma diterem entre si b 037 pela lede o i}lll-qll:l:hd\ll‘

Mudus seewrdies de Tebas dueremes maescttlis maomesiaccolumt dilereesn cntre <t 035 pehe teste deguiegnidt aclo

4.5, DISCUSSAO

Com a descoberta de que os hormonios sexuais poderiam ser utilizados para promover a

superovulaciio. veio também & observagio de que os resultados do tratamento superovulaiorio



variam grandemente entre individuos. No presente estudo ndo foi diferente. onde se observau
um grande desvio padrao nas mdédias obtidas ¢ a conseqiiente falta de normalidade ¢
homaogeneidade das varidveis estudadas. Resultados semelhantes quanto a variagiv na
resposta superovolatéria foram notadas por MAFFILE et al. (2003). Ainda. estudos realizados
por VIANA et al. (2006) (dades ndo publicados) demonstraram gue o ntimero de embrides
vidvels recuperados de {@meax doadoras superovuladas ndo diferem do aamero de felos
nascidos  por mante natursl sem estimwagio hormoenal. Fstas obsernacdes abrem o
questionamento sobwre a validade do uso dos protocolos de superovulagiio universalmente

adotados no tocante ao nimero final de neonatos obtidos.

I- ainda mteressante observar que o presente estudo (o conduzido em animais consanaiiineos.
advindos de um mesmo ancestral por meio de acasalamentos entre irmdos hd mais de 20

reragOues. € (ue apresenlavam a mesma faixa etdrta no momento da aplicaciio da ¢CG. Com

L

estas observacoes. podemos inlerir que a variagdo na resposta ao tratamenta superavufatorio &
alga relactonado 4 camplexu cadeia de eventos gue desencadeiam a ovulagiio na émea, bem
conto v eleito da administracio de eCG exdgeno ¢ ndo puramente ao efeito da vaviabilidade

da populagio. comuo muitos atestam,

Limbora nao lenha sido observada diferenca (P=0.05) entre as esteuturas coletadas dos
animats. ¢ importante ressaltar que [oi verificada durante a coleta das estruturas embriondrias
uma maior hiperemia no infundibulo dos animais do T2 quando comparadas aos do 1.
Notou-s¢ ainda. que a hiperemia observada nos oviduws dos animais do 12 dificuliou
sabremaneira a cofeta dos embrides. Assim. indiretamente. o métoda de cutandsia empregado
pode apresentar eleito sabre o ndmero de estruturas coletadas. influencianda este de forma

negativa quando se opta pela inalagio de CO2.

[-ssahiperemia nos ovidutos ¢ provaveliente mats uma das alteragdes pox marien catisadas
pelo COs Seaundo WOODBURY et al (19371 ¢ LEVIN et al. (1987). a exposiciio continug
ao CCOr resudta em um alto grau de acidose celular, uma vez que cerca de 70% do dioxidae de
carbono ¢ transportado pelo sangue aos pulmdes ¢ que os ions hidrogénio restantes sio

caplado pela hemoglobina (SOUZAL ELIAS, 1995} Devido a hipercapnia acompanhada de
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hipoxia. a concentragdo plasmatica clevada de COh resulta no sew actimulo. com conseyiivnte
retengdio de Tons hidrogemio, fevando & acidose (SILVAL 2002). Coma o fon hidrogénia estid
captado pela hemoglobina das hemacias, possivelmente este é o responsavel pelo estado

hiperémico do oviduto das (Emeas mortas por inalagio de didxido de carbono.

O numero de estudos disponiveis na literatura correlacionando o métado de eutandsia 2
qualidade dos embrides obtidos das {émeas doadoras é pequena. embora haja um niimera
maior de pesquisas descrevendo alteragdes poy marien observadas em raedores mortos pela
alacdo de CO2 (FELDMAN., GUP AL 197010 (BUTLER et al. 19901 (HHOWARD ¢ al.
19900 (PECAU T et al., 2000,

Comparando o eletto da cutanasia de camundongas por destocamento cervical ou por inalacaa
de COx sobre a qualidade dos cmbrides colelados ¢ sobre as taxas de desenvolvimenta
embriondario in vitro. Towell, et al.(2003). nfio observaram cleito de tratamento, concluindo
que a viabilidade embriondria independente do método de  ewtandsia ulilizada. Fstes
resultados corroboram o preseate eswida no tocante a avalitagdo dos embrides mantidas a
(resco. anta no memento da coleta quanto @pos o cultivo iz viiro, ne qual ndo foram

verificadas diferencas (P ~0.03) entre os tratamentos.

No entanto, quando realizado o congelamento dos embrides dos dois tratamentos. pode-se
observar uma redugdio na taxa de desenvolvimeno até o estigio de blastocisto ectodido

dagueles embrices advindos de Bmeas mortas por inalagio de CQO2.

LEmbora nde haja na literatura trabalhos a respeita do eteito do método de cutanasia sabre a
congelabilidade de embrides murines. ¢ possivel que o estresse tecidual abservado em estudos
utihizanda o COy como médtodo de cutandsia (FELDMAN. GUPTAL 19700 (BUTLER ¢ al..
[990). (LEOMW ARD eval, 1990)0 (PLCALTT et al.s 20003 ¢ dos achados macroscapicos na tuba
ulerina no presente estudo. ocasione danos 4 membrana celular das células embriondria. de tal
forma gue altere a permeabilidade destas aos eriopratetores. influcnciando negativamente as

taxas de desenvolvimento embriondrio apos o processo de congelamento-descongelamento.
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1.6. CONCLUSAO

A eutanasia de camundoneas doaderas de embrides por deslocamento cervical ou por inalagdo
de CO- ndo afeta o nimero. a qualidade ¢ a viabilidade. apos cultiva in vitro, dax estruturas
embrionarias coletadas. mas a inalagio de CQO2 pela fémea doadora ateta a congelabilidade
das embrides. Adicionalmente. a hiperemia resultante da acidose celular verilicada em femeas

sacrilicadas por inalacdo de COy diliculta a coleta dos embrides por meio da wba uterina.
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3. CAPITULO 2

femeas murinas

(Crilization of different dosages of LIT in superovadation programs of murines females)

SEAVALCOALMARILLIL V. VL, PANVAYL FL
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S L RESUMO

Avaliou-se a resposta superovulatdria de émeas murinas a diferentes dosagens de LIL Foram
utilizadas 60 camundongas C57BI/6. as quais foram aleatoriamente distribuidas em  seis
tratamentos experimentais. sendo a gonadotroflina cortdnica humana (hC(G) o controle (1o
SUBL ¢ eineo doses creseentes de hormaonio futeinizante (LITH (T = 0.02mg. T2 = 0.04ma. 13
LOOmy. T4 -+ 0W08me. T3 = 0.10me). WUlizou-se a ¢GC (3UHY para promover o
recrutamento [olicular em todas os tratamentos. Os embiiGes foram coletados no estagio de
alto eélufas (67 horas apis a capula) e as estruturas obtidas quantificadas ¢ qualilicadas com o
auxilio de um estercomicroseapio (03X a 134X). Os resultados abtidos referentes ao niimero
de camundonaeas que responderim aos tratimentos {70%: 0% 80%: 80%a 70%.0 8%, (ol
de estrutvras obtidas (127: 1602 212: 139: 127: 1921 embrides recuperados em (uncdo do
nimere de [€meas superovaladas (Média = 12.7: 14.8: 21.2: 1392 12.7: 921 ¢ do numero de
[Emeas que responcleram (Média = T80 [8.5: 26.5: 1990 18,15 11.5) aos ratamentos 1. 2. 3.
4. 3 ¢ 6 respectivamente. ndo demonstraram diferenga significativa nestas variaveis (I - 0.3),
O watamento T3 diferiu signiticativamente (P < 0.03) dos demais tratamentos analisados. no
ocanie as estruturas recuperadas vidvels em ungdo do ntmero de camundongas ue
responderam 20 Lratamento superovulatorio (137 estruturas, com uma médin ¢ desyio padido

de 171+ 350

PALAVRAS-CHAVIE: LI camundongas. embrido. superavulacio
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3.2 INTRODUCAO

Asuperovulagdo em animais ¢ geralmente realizada por meio do uso de extratos hipolisdrios.
como o do hormanio foliculo estimulante (FSH) ¢ do hormanio luteinizanee (L), ou ainda.
com substancias de cfeitos similares a estes. como a gonadropina coridnica eqitina (¢CGh ¢ o
conatolroping coridnica humana (hCG). Estas substancias promovem maior desenvolsimento
folicular, maturagiio do ovacilo e ovulagio em um maior ntmero de [oliculos gue em um

ciclo normal (POZZER et al.. 1987).

O FSt e o LI sdo glicoprateinas pertencentes ao ciclo fisiologico reprodutiva dos animais ¢
cstlo sob controle do eixo  hipotaldmico-hipolisario. A administragdo oxdgena  desses
hormanios promove. respeclivamente. o desenvalvimento simuldnea de svarios Toliculos ¢ o
ovulagfio desses. Fdoa oCG e a hCGL 5o genadotropinas com caracteristicas similares as
conadotropinas hipofisérias. produzidas pela placenta da égua ¢ da mulher. respectivamenice.

vestante. estimulando a

=

Esses hormontos atuam sobre as células gonadais da [Bmea
biossintese dos hormdnios csteroidais (GONZALLEZ. 2002). IFm camundongas. estes dois
hormdnios sdo utitizados para induzir a superovulagiio. ande primeiro se aplica a ¢CG ¢
apraximadamente 48 horas apds aplica-se a hCG. seguida da exposicio da Bmea ao macho ¢

deoleta dos enmibrides até o quinto dia pos-cobertura.

VIANA et al. 20006) (dados 0do publicados), comparando o namero de embrioes vidvels
recuperados das linhagens Balh-co CI7B1-00 Swiss Webster ¢ CBA de meas superoy uladas.
a0 amanho das ninhadas obtidas por monta natural. nio observou aumento do ntmero de
embrides vidvels utitizando os méodos de  superovulagdo  comumente  empregados,
demonstrando que o procedimento de superovulaglio em camundongas ¢ uma mera {orma de
sincronizagio da ovulaciio ¢ ndo um meio de elevagio do rendimento embrionirio. como se

Csperd,

Seeundo MALFH L et all (2001 ¢ MAFEILT eval. (20031 ocorve uma grande variabilidade na

resposta quande se utiliza it combinagdo CG ¢ hCG para induzir a superosulagio. Dados



semethantes foram obtidos em camundongos por SILVA etal. (2006} (dados ndio publicados).
quande se comparou o método de eulandsia de [Bmeas murinas sohre a viabilidade dos
embrides cotetados. OPAVSKY 12 ARMSTRONG (1989) descreveram que a alta atividade
LE da eCGL aliada a sua fonga meia vida ¢ o principal faor exdgeno responsivel por est
vartabilidade. Por outro lado. 2 hCG apresenta atividade bioldgica seis vezes superior ao 111 ¢
Seu uso estd associado a eleitos indescjados devido principalmente a expressio. produciio ¢
secreqdo do [ator de crescimento endotelial vaseular o que leva d hiperestimulacdo ovariana ¢

a conseqiiente vartabilidade na resposta ovariana (GONMEZ et al. 20041,

U hormédnio luteinizante (LH) ¢ uma glicoproleina secretada pela hipolise. em resposta ao
GnREL. O LI atua sobre o ovario promovendo a maturacio lolicular. a ovulacio ¢ a
tuteinizacio das cdlulas da granulosa ¢ da teca dlollCetal. 1983, Trabatho realizada em ratos
par Kawr ¢ Guaraxa (F99 1 utthzando LH suino. demonstrau aumento na namero de ovulagdes
por ceduzir o nimera de Toliculos pré-ovulatdrios destinados a atresia ¢ {acilitar a ruptura
destes por meio do avmento da quantidade de enzimas proteoliticas. as quais degradam a
parede folicular (GOMES et al.. 2004). Por outro lado. a cliciéneia deste hormonio em
promover a ovulagdo em camundongas superovuladas ¢ sua (uncio em normalizar a resposta

carece de malores estudos.

Assim. o objetivo deste estudo foi o de testar a eliciéncia de dilerentes dosagens de 1 sobre
aresposta superovilatoria das [Emeas murinas. para. assiot, determinar um protocolo eficiente

de superovulagdo em camundongas. que produza uma mator quantidade de embrices vidves.

5.3, MATERIAL E METODOS

Foram wtilizadas 60 camundongas (Mus musculus) da linhazem C37131/6 com 6 a 7 semanas
de ddade. provenientes do Biotério do Centro de Pesquisas Goongala Moniz (Fiocruz).
manlidas & temperatura média de 21°C. com um fotoperiodo de 12 horas de uz e. recebendo

racdo ¢ agua “ad Fhidunm™. As {émeas foram subdivididas em seis tatantentos. sendo a

i

“Bio-hase - Bioléenicas




wd

g

= iAo cae - C
gonadotrofina coridnica humana (hCG'). o controle. e cinco doses erescentes de hormanio
lutetnizante (LH) sobre o nmiimero. qualidade ¢ viabilidade das estruturas embwriondrins

coletadas das fémeas doadoras de embrices.

As camundongas foram superovuladas com 3 Ul de ¢CG? (gonadoteofina coridnica cqtlitnal.
Para a induciio da ovulacdo, as [Bmeas foram subdividas conforme o desenho experimental:

o lratamente G — GO2Zmy de LI

o Traamento 02 — 0.04myg de L1

¢ Tratamento 03 — 0.06mg de LiL

* Tratamento 04 — 0.08mg de LHL

o Tratamento 05 — 0. 10mo de L.

«  Tratamento 06 — 30U de hOG

Deste modo a superovutagio consistiu de duas aplicacdes. uma de eCG e outra de hCG ou 111
(2 depender do tratamento) intervaladas de 48hs. por via intraperitoneal. Imediztamente apos
aaplicagdo da hCG ou do LEL as (@meas (oram acasaladas cam machos na proporeio de 131,
sendo que na manhd seauiite ao acasalamento. as machos foram remavidos ¢ as [emeas
verifieadas quanto g presenca de tampio vaginal, correspondente as secrecdes seminals do

macho. comprovando a ocorréneia da monta natural.

Nessenta ¢ sele horas apds ocorrida a eopula. Tui realizada a eutandsia das Gmeas doadoras de
embrides por deslocamento cervical. sendo estas distribuidas a0 acaso enlre os dois
ralamentos. Apos a cutanasia. foi efetuada a abertura da cavidade abdominal e a retirada da
tuba uterina. a qual (o) transferida para uma placa de Petsi de 60mm contendo meio de
manipulacio de embrides M2 (FOGAN et al.. 19943, A lavagem do oviduto [l eferuada o
partir do infundibule, caom o auxitio de uma agatha polida com didmetro de 32G. aclaptada a

uma seringa de iml..

“Vetecora, Laboratérios Calier do Brasil Lida.
: Novormoni: 5000, Syntex S.A., Industria Bioquimica e Farmacéutica, Buenas Aires, Argentina.
" Sigma-Aldrich do Brasil Lida




Apds a coleta. os embrides [oram quantilicados ¢ qualificados de acordo com KENNEDY
(1983). com o auxilio de um estereomicroscdpio (63N a 134X}, clussificando-os de acordo
com o grau de desenvalvimento embrionario. Apos a coleta e avaliacdo das estruturas, os
embrides classiticados como Graus 1 e 1 foram imersos em solucdes de 1.5M de 1.2 PROIL
por 15 minutos. Para o congelamento dos embries foram utilizadas palhetas de 0.23ml ¢
montadas conforme demonstrado na Figura 1L utilizanda-se as solucdes de 130 de 1.2 PROI

C oy got - N .
em meio M2 e a sacarase na concentracio de 1.OM em meio M2,

| .1 ar | Sacaresetm [ . H. | |} bouchon
‘.'I ; \h_r . .

PROH 1,5 + cintento

embrides

Figura 1: Esquema ilustrando a forma como a palheta com o mieio ¢ os embrioes sio

montadis

As palhetas. cony as extremidades devidamente Tacradas. Toram tansleridas para o aparelho
de congelamenta a temperatura de =7°C por 5 minutos. Apos este periodo. realizousse o
seeding ¢ estubilizagdo por 3 minutos. Ao 1édmino deste procedimento. {oi imposta uma cur a

de reslriamento de 0.3°C-mip até¢ - 30° C ¢ imersio em nilrogénio liquido.

As pathetas conlendo os embrides congelados forum  descongeladas.  primeiramente. a
temperatura ambiente durante 40 segundos ¢ colocadas em banho-maria @ temperatura
ambiente até que o gelo no seu interior se desfizesse. Apds este periado. o contetdo do
interior da palheta Toi expelido em uma placa de pelri. onde permaneceu por cineo minutos.

- . - . .. - 1
Findo este periodo, os embrides foram wansleridos para outra gota contendeo meio M2

Imediatamente apos o descongelamento. os embrides foram testados quante a viabilidude

. P - . - - . - IR - |
embriondria. mediante a realizacdo do cultivo in virro. Utilizou-se para wl o meio M1e'. em

Sigma-Addrich do Brasil Lida
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placas de Pewi com didmetro de 33mm. contendo cineo gotas de 30ul do meio em 2ml de
oleo mineral'. As placas foram colocadas em estufi a 37° C contendo uma mistura Lasosg
composta de 3% de COx em ar. com circulagio continua e 95% de umidade relativa do ar,
durante 48 horas (HOGAN et al.,1994). Findo este periodo. og embrides foram avaliados

quanto ao numero de estruturas eclodidas {(taxa de eclosio) (KIENNEDY et al. 1983,

As varidvets foram analisadas primeiramente pelo teste de Lilliclords a fim e se verificar a
normatidade dos dados. Uma ver gue as vartdveis ndio seguiram uma distribuicio normal. loi
realizado o weste ndo paramétrico de Kruskal - Wallis ao nivel de 3% de probabilidade. Paga
verificar o cfeito do tritamente sabre o desenvolvimento apos o cultive in vicro, os dados
foram confrontados em tabela de comtingéneia e testados pelo leste do qui-quadrado ao nivel

de 5% de probabilidade.
54 RESULTADOS

Conforme  demonstrado na Tabela 1. as dilerentes doses de LM ndo aumentarmn a
porcentagem de animais que responderam ao tratamento superovulatorio. bem como. o
namero de estruturas totais recuperadas. quando se compara com o controle (hCG.
Diferentemente do gue os ninieros sugerem quanto ao ntmero total de estruturas obtidas. nio
houve diferenga entre tratwmentos quando se aumentou a dose de LIL Da mesma fomri 20 se
confrontar os dados das dilerentes doses com o contrale. ndo se observa diferenga (P 41033
entre o8 ratamentos. Fmbora tenha-se obseryadao uma diferenga numdrica superior o 1K
estraturas entre o 3 ¢ o T0 (controle) eo na média. uma dilerenga de aproximadamente 14
estruturas. ndo s¢ observou eleito (1P-0.05) do tratamento sobre o nimero de estruturas
coletadas (Tabela 1). Tal fato deve-se basicamente 4 alta vartabilidade observada na resposta,

onde ebteve-se um total variando de quatro a 43 estruturas por [@mea doadora.



Tahela 1. Ndmero de animais gue responderam ao tratamento superovulatorio ¢ totl de

estruturas obtidas de camundongas tratadas com hCG e dilerentes doses de LH

Tratamentos © Ntmero de animais que Total de estruturas obtidas
responderam

2 004my de T SOL0% (R10) 160

3 - 0.06my de L SU.0% (8/10) 212

4--0.08mg de LE 80.0% (8/1h [539

3 - lOme de LH 70.0% (7:10) 127

6 - SUTde hCG §0.0% (8/10) 92

O ndmere médio de estruturas recuperadas em fungdo do total de camundongas superovuladas
ndo dilertu significativamente (P-0.G3) com o avmento da dose empregada (lTab, 2.
Resuttade semelhante [oi observado no ndmere médio de estruturas recuperddas em luneio

do total de [Emeas que responderam ao ratamento superovulatério.

Tabela 2. Médias e respectivos desvios-padrio (DP) do nimero de estruturas recuperadas em
ingdo do namero de camundongas superovuladas que responderam. (ratadas cam hCG ¢

diferentes dases de LI
Média = DP de estraturas Média £ DP de estruturas
e recuperadas em fuonclo do recuperadas em lungito do
ratamentos .
total de camundongas almerao de camundongas

superavuladas

bo00dmede LIT
~AO04my de B
3 -006me de LH
4. 0.08my de [

)

S 0my de L
6 - 3l de hCG

Média Geral

Coeticiente de variacio

Lattas diferenies mamgsma colune diterem «

4.8+ 9.7 (n+ 1Oy
202 01537 (0 Hoy!
159+ 1H1 (n= 10)
127+ 108 (n = TQH*
92+7.1(n=10)"

. |'|.;-|.i., .I. e Jc f\.-‘.',.'1\"-&_'{\;;'t|'|";_;' e

que responderam
[8.3 = 6.6 - 8
2605 2907y 8y
199+ 82 - &)
8.1+ 7.7(n + 7)*
11.53£39m =8y
PRI L

. .7.{).3.""0



Quando avaliou-se somente a dose de LH por meio da andlise de rearessfio. obscrvou-se uma
wndéneia ao efeito quadritico do nimero de esteuturas obtidas em funciio da dose de LI
utilizada. Contudo. deve-se salientar que o baixo valor do coeliciente de determinagdo (R7)

abservado. reforga a Instabilidade da varidvel estudada (Figura 2.

35 -
¢
30 0
&
i
' +
3534 ¢
! IS
5 20 ¢ e
27 ® % *
= ® 9
= &
RO 'Y
; L3 &+ &
: ¢
5 @ ¢
: 23 <
fo i - %
: e + %
: <+
{ .02 .04 {1L.006 (.08 G.1 I

Dose de LLH

Vo s332LAND S AT057x + 0.1 (R 0.063)

Figura (2. Namero de embrides obtidos em fungiio da dose de L1L

Houve aumente signilicativo (P-(L03) no ntlintero de embrices vias eis rectperados Yritdo se
wilizou a dose de G.00myg de LI (Tab. 3) nas (émeas que responderam. Por outra lado,
quando a anilise ¢ realizada em funglio do nimero de fémeas superovuladas. tal eleito nio foi

observade,
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Tabela 3. Niameros. médias ¢ respectivos desvios-padrito (NDP) das estruturas recuperadas
vidveis em {ungao do nimero de camundongas superovoladas ¢ que responderam. tratadas

com hCG e diferentes dases de 1

~ Estruturas Vidveis por doadora Estruluras vidveis por [émea que
Tratamentos respondet
I 0.02my de LI 77 50062 77
20 Godmecde i S 13.7 = 8.0 30
3 - 0.06me de L 137 10.7 + 8.5 37 171 - 330
4 - .08my de LH 107 7.2+ 0.7 107 153252
5 —0.1tmg de Ll 69 7.7 12,10 G6Y HELA - 48"
G - 3lmg de 36 5.6 +=4.8° 36 8.0+ 3.5
hCaG
g g P 54 — il
TN T T T T T iy T e e

1etras dilerestes mamiesma coloma diferem entre st pele Teste de Kraskal-Wallis

Adose de LM nde influencion v namero de embrides degeneradaos ou o ndmero de estruturas
ndo fecundadas (Tab. 4). Dax 496 estruturas consideradas como vidvets, foram cultivadas 381,
sendo 720480 1320 106, 02 ¢ 55 para os ULo T2 T30 140 15 ¢ To respectivamente. Dests.
72.3%0 68,00 80.4% 67.9%. 42.8% ¢ 72.7% desenvolveram alé o estigio de blastocisto
eclodida {Tab. 31 Verificou-se ainda que os embrides do T3 apresentaramy maior taxa de
desenvolvimento (P<20.03) quando comparados aos outros tratamentos. Pode-se abservar que
o aumento g dose de LI influenciou de fornta pegativa (P-0.05) o desem ol imento

embriondrio. onde somente 24 dos 36 embrides cultivados alcancaram o estigio de blastocisto

cctodido.
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Tabela 4. Nameros. médias ¢ respectivos desvios=padrio (DP das estruturas degeneradus

recuperadas em lfungdo do nimero de camundongas superovuladas e que responderam.

tratacas com hCG e diferentes doses de LI

Lstruturas degencradas/doadara

Tratamento
_superov {lIc_Z_tl;l_ _

Lstruturas degeneradasdoadar

(que respondeu

e Yol MedieDP Tl _Média DP_ .
[ 002 de L S0 =Ly 3.0 1 4.3% 0 (n=7) 7.0+ 335"
20 de LH 110 (n=1() [1.0+ 109 110 {n=8§) 13.7 ¢ m._i“
30,06 de LI 75 (n=10 7.5 :59° 73 (=8 9.+ 440
4008 de 1LH A2 Ly R 32{n+7) 74 4
S0 de L M-I RS S M7y 8.3 43

0 SUTde hCG Hign 1O 3.7 236" 40 (-7 RO BRI

_ Towl o HIm=60) 6363 38I=H) 80462

GV (%) 102.9 ?1_2

Foram cansderiday como tlwulmulm 0% GG ¢ erbties clisslicinos come tlwunmdm

“letras diferentes va nesma cotunta diferens enre <1 peto Teste de Kuskai-Valls

Tabela 5. Porcentagem de desenvolvimento dos embrides obtidos de camundongas My

musculis), tratadas com hCG e diferentes doses de 111

Tratamentos

[-mbrides
Cultivados

Porcentigem de
_ Du.,m.n\olxnm,n{o

TR I a R

20004 de L 48 (8.6% (3348

30,06 de LI 132 Se4%a (11471300

4008 de 160 G7.9% (72 106)

S 0.0 de B 62 42.8% (24 360

6 - 3UTde hCG 35 72 7% (H0/55)°
e ST wsm G

Medias soidas de Fetras diferentes ma mesimg enluna diferem entre i {03y, pelo este do qui-quardrada

DISCUSSAQ

5.5

Observou-se uma elevada variaglio nos pardmetros avatiados em todos os tratamentos

experimentais.  demonstrando  [alla de  uniformidade  nas  respostas ao taimento

superovulatorio. Pma vez gue o infcio dooracmmento superovulatario ocorre en momentos

desconhecidos do o ciclo estral. isto pode ser um dos [Btores que acaretam nesta alty



variabilidade (MAFFILE ¢t all 2003). Embora variabilidade seja observada também em
animais de produgdo (HATIND 1992). deve-se ressaltar que os horménios indutores da
superovulagdo. nestas espéeies. sio aplicados em momentos canhecidos dao cieka esteal o U o

protocolo adotado dilere completamente do preconizado em pequenos roedores.

A eCGL por apresentar uma longa meia vida e uma alta atividade LH em sido ineriminada
como uma das grandes responsaveis por esta variabilidade. Opavsky ¢ Armsrong (1989
descreveram que baixas taxas de ovulagdo observadas sdo sugestivo da alta atividade 111
nerente a molécula da eCG. Estudos anteriores reforcam esta tese. onde se obseryvou
ovulagdes na segunda ¢ tereeira noile pas-aplicagdo da hCG. Por outre lado. observacdes
realizadas por Watson et al. (1983) indicaram a existéneia de ovulacdes precoces em ratos. em
resposta a aplicagdio de 40UT da eCG ¢ que ovulagaes podem veorrer aradualmente em um
consideravel periodo de tempo. A hCG apresenta afinidade por reeeprores de 1L
apresenmando atividade hioldgica semelhame a este. porém com poténcia sets vezes superior
ao LHL I:sta caracteristica aliada a sua maior meia vida tem promovide eleitos indesejados

quando combinada com a eCG.

Istudo realizado por VIANA et al. (2000) (dados nlo publicados) levantou questivmamentos
sobre a real capacidade deste protocole de superovutagiio sobre a producio de niumero
signilicamente maior de embrides vidveis. Em seu estudo. comparando o ntimero de embrides
vidveis abtidos de fénteas superovuladas ¢ o nimero de camundangos nascidos. nio abservou

aumento naquele guando se utlizou ¢ combinagiio eCG - hCG para superoy ulacio.

o luncdo da variagdo cncontrada neste estudo ¢ em estudos anteriores conduzidos em nosso
laboratdrio, tentau-se substitaic a hCG pelo LH visando a oblengiio de uma resposta mais
efetiva ¢ [10:1}0}:1&11621. Pode-se canstatar que a utilizacdo do LI exdgeno para promover a
superovulagdo em @meas murinas doadoras de embrides ¢ uma pratica relathvamente
incomum nesty espéeie. Isto resulta em um infimoe acervo bibliografico contendo dadas sobre
a melhor dose-resposta dessa gonadotropina hipofisdria sobre a induciio da ovulaciio em
camundonigas. Segundo Gomez et al. (2000). a dose de 10U de LH resultou em melhoria da
inducio de ovulagio em ratas. simultancamente prevenindo a hipermeabilidade vascular ¢ da

expressio do fator de crescimento endotelial vascular nas células ovarianas. Em adiciio. o



autores desse experimento concluiram que entre as doses utilizadas. baixas concentracdes de
LIT sfo mais cfetivas para promover una melhor indugiio de ovulacio. Greve of al. (1983 ¢
Callesen et al. (1986} também obtiveramy melhores resubtados. com fémeas bovinas, em
preparagdes com buixa concentragcio de LHL concluindo que. altay concentragdces de L para
pramoever ovulagdo em I¢omeus superovuladas causam ovulacio prematura ou Tuteinizaeio de
foliculos  ocasionando.  canseqlientemente.  em  baixa  resposta superovulutoria.
Adisionalmente. segundo Picazo. 1996 em ovelhas, a administracdo do LIl induziu um

stgnificante aumento na freqiiéneia de maltiplas ovulacdes.

No presente estudo. ndo se observou variaciio na resposta quando se utilizou diterentes doses
de Ll com exceglio no nimero de embrides vidveis obtidos das [émeas que responderam. Os
ohjcli\-'ns.primz’lrios deste estudo eram o de obter a melhor dose resposta ¢ a diminuicio da
variabilidade.  Com base nos resultados  obtidos. observousse  claramente que a al
variabilidade apresentada em estudos conduzidos em nosso laboratorio ¢ por outros autores
ndo foi diminuida pela substituicdo da hCG pelo LHL Este resultade indica que Fatores outros

¢ ndo o hCG apresentam papet primordial nesta vartabilidade.

A proporgio de embrides que desenvolveram in vitro variou com a dose de 11 ¢ a hUG
{controle). A dose de 0.06 de LI refletiv de [orma positiva no nimero de embrides vidvels
obtido das fémeas que responderam. A proporedo de embrides que desenvalveram em FBmeas
tratadas com G 10mg de L foi inferior aos demais tratamentos. inclusive o contrale.
sugerindo que a competéneia de desenvolvimento foi influenciada pelo aumento da dose de
LIT. Fem sido reportado que tratamento com gonadotrofinas exdgenas aumenta a {regiéneia
de anormalidades cromossémicas ¢ ¢ possivel que iste leve ao menar desenvolyimento
embrionario (Lrizeid ¢ Storengs 2001 Van der Auwera ¢ DT ooghe, 20010 Fmbora este
estudo ndo tenha avaliado o efeito de tratimentos sobre o ndmers de cdlulas prosentes no
blastoersta. estudos realizados por Ldward et al. (2005 e camundongos tem demonstrada
que a eCG em alla dose diminui o nimero de células presentes ¢ que esle eftite scja
provavelmente devido a atividade LI presente na molécula daguele hormanio. Assim sendo,
¢ de se esperar que aplicacdes de LT em altas doses apresentem o mesmao efeito, Ainda.
scaundo estes autores, diferentes mecanismos ainda ndo completamente clucidados pode

interferir nesta reducio.
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5.6. CONCLUSAQO
A administracio de 0.00me de LI para a superovulagdo de [émeas doadoras de embrices
levau a mclhoria na qualidade ¢ no desenvalvimento i vitro dos embrides murinos. além de
incrementar os resullados gquanto a indugio da ovulacio em camundongas doadoras de
embrides,
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