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RESUMO

CLASSIFICACAO DE OOCITOS IMATUROS BOVINOS DERIVADOS DE
FEMEAS POST-MORTEM PELO METODO AZUL CRESIL BRILHANTE
(ACB)

A competéncia da producao in vitro de embrides (PIV), tem sido delimitada
pelas condigdes de cultivo in vitro e baixa eficiéncia da qualidade dos odcitos
selecionados para etapa de maturacao in vitro. A utilizacdo do corante Azul
Cresil Brilhante (ACB) junto a selecao morfolégica convencional tem sido uma
escolha de métodos nao invasivos que buscam selecionar oécitos de maior
competéncia. Objetivou-se com o presente estudo selecionar o6citos imaturos
bovinos para a maturagao in vitro (MIV) pelo método Azul Cresil Brilhante
(ACB) em condi¢des de umidade e atmosfera ambiente. O estudo foi conduzido
no Laboratério de producgao in vitro de embrides da Universidade Federal do
Maranh&o - Campus Chapadinha. Os ovarios foram obtidos em abatedouro,
foram puncionados foliculos com didmetro variando de 3 a 12 mm, em seguida
os odcitos foram rastreados e classificados sob estereomicroscopio por
critérios morfoldégicos em quatro graus: Grau | (trés ou mais camadas de
células do cumulus e citoplasma homogéneo), Grau Il (uma ou duas camadas
de células do cumulus e citoplasma homogéneo), Grau lll (camada incompleta
de células do cumulus e citoplasma homogéneo ou heterogéneo) e Grau IV
(células do cumulus com aspecto gelatinoso ou od6cito degenerado com
granulos escuros). Em seguida, os odcitos selecionados foram incubados em
gotas de ACB diluido em PBS sobre placa aquecedora a 38°C por 60
min. Dentro do grupo de oodcitos Gl, o percentual de odcitos ACB+ foi
significativamente maior que o percentual de ACB-. Nos oécitos classificados
morfologicamente como Gll foi encontrado um maior percentual de odcitos
ACB-. O percentual de ACB+ e ACB- foram similares dentro do grupo de CCOs
Glll, e taxa de ACB- significativamente maior grupo GIV. Ao comparar o
percentual de corados e ndo corados entre os graus de classificagdo oocitaria,
verificou-se a taxa de ACB+ foi significativamente maior nos graus | e lll. E
consequentemente os graus Il e IV apresentaram maiores taxas de CCOs
ACB-. Concluiu-se que o método de classificacdo oocitaria ACB, selecionou
o6citos mais competentes (ACB+) classificados em Grau 1, embora nao tenha
sido capaz de selecionar odcitos vidveis classificados em Grau 2.Deste modo o
método de coloragcdo ACB foi atenuado por situagdes adversas de temperatura
e umidade.

Palavras-Chave: bovino de corte, competencia oocitaria, fertilizacao in vitro.



ABSTRACT

CLASSIFICATION OF IMMATURE BOVINE OOCYTES DERIVED FROM
POST-MORTEM FEMALES BY BLUE SHINING CRESIL METHOD (BSCM).

The competence of in vitro embryo production (IVP) has been delimited by in
vitro culture conditions and low efficiency of oocyte quality selected for in vitro
maturation stage. The use of Blue Shining Cresil (BSC) with conventional
morphological selection has been a choice of noninvasive methods that seek to
select more competent oocytes. The objective of this study was to select bovine
immature oocytes for in vitro maturation (IVM) using the Blue Shining Cresil
Method (BSCM) under conditions of humidity and ambient atmosphere. The
study was conducted at the in vitro embryo production laboratory of the Federal
University of Maranh&o - Chapadinha Campus. Ovaries were obtained at
slaughterhouse, follicles with a diameter ranging from 3 to 12 mm were
punctured, and the oocytes were then screened and stereomicroscopically
classified by four-degree morphological criteria: Grade | (three or more layers of
cumulus cells and homogeneous cytoplasm ), Grade Il (one or two layers of
cumulus cells and homogeneous cytoplasm), Grade lll (incomplete layer of
cumulus cells and homogeneous or heterogeneous cytoplasm), and Grade |V
(cumulus cells with a gelatinous appearance or degenerated oocyte with dark
granules). Then, the selected oocytes were incubated in drops of ACB diluted
in PBS on hot plate at 38 ° C for 60 min. Within the group of Gl oocytes, the
percentage of ACB + oocytes were significantly higher than the percentage of
ACB-. In oocytes classified morphologically as Gll were found a higher
percentage of oocytes ACB- . The percentages of ACB + and ACB were similar
within the group of Clls Glll, and rate of CBA- significantly higher GIV group.
When comparing the percentage of stained and non-stained between degrees
of oocyte classification, it was found that the rate of CBA + was significantly
higher in grades | and lll. Therefore, grades Il and IV showed higher rates of
ACB-CCO. It was concluded that the ACB oocyte classification method selected
more competent oocytes (Grade BCA) classified in Grade 1, although it was not
able to select viable oocytes classified in Grade 2. In this way the CBA
coloration method was attenuated by adverse temperature and humidity.

Keywords: Beef cattle, Oocyte competence, in vitro fertilization.
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1. INTRODUGCAO

Na producao in vitro de embrides (PIVE), o advento da aspiragao
folicular guiada por ultrassom OPU (Ovum Pick Up) possibilitou a obtencao de
complexos cumulus o6citos (CCOs) a partir de doadoras vivas (MAPLETOFT e
HASLER, 2005; DENIS, 2008) fato este que impulsionou definitivamente a
PIVE. Entretanto, situagdes como o transporte dos CCOs do local de coleta até
o laboratério, assim como métodos adequados que avaliem a competéncia
desses CCOs, ainda permanecem como desafios e necessitam ser
profundamente compreendidos (BLONDIN, 2017).

A PIVE compreende vérias etapas e cada uma tem influéncia direta no
resultado final. De forma sucinta sdo as seguintes as etapas do processo:
recuperacao, selecdo e maturagéo in vitro de CCOs, capacitacdo espermatica
seguida de fecundacao in vitro, desenvolvimento in vitro dos presumiveis
zigotos e transferéncia de embrides para receptoras sincronizadas (VARAGO
et al., 2008).

Em virtude de todas as suas aplicacbes, varios grupos tém buscado
aumentar a eficiéncia da PIVE, visando conhecer os fatores envolvidos em
cada etapa.

A variavel que mais interfere na maturagéo durante a PIVE é justamente
a qualidade dos odcitos selecionados (ADAMS et al ., 1999).

A selecdo de odcitos realizada atualmente baseia-se em critérios
morfolégicos, mas apesar de mostrar resultados satisfatérios, pode néo
demonstrar a real qualidade do od6cito quanto a competéncia nuclear,
citoplasméatica e molecular (DODE, 2006). Isso demanda busca constante por
métodos ndo invasivos de selegcao de odcitos de maior competéncia, visando a
producdo de embribes de melhor qualidade e maior potencial de
desenvolvimento, uma vez que as condi¢des in vitro ainda estdo muito aquém
daquelas in vivo.

Para a classificagdo dos oécitos, utilizam-se alguns métodos no intuito
de selecionar os melhores para aplicacdo das biotécnicas de producgao in vitro
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de embrides, mas certos pré-requisitos no método de selecdo deveriam ser
atendidos, como: ser método simples e rapido, de baixo custo e de alta
confiabilidade e, acima de tudo, apresentar seguran¢ca em sua utilizagao, ou
seja, nao acarretar prejuizos aos oécitos (GOOVAERTS et al., 2010; BOLS et
al., 2012). Porém, considera-se que, até o momento, nenhuma técnica de
selecdo relna todos esses fatores (TORNER et al., 2008; GOOVAERTS et al.,
2010).

Combinada a selecdo morfologica, a coloragdo pelo corante vital Azul
Cresil Brilhante (ACB) tem sido utilizada como um método nao invasivo para
selecao de odcitos imaturos em diversas espécies (ALM et al., 2005; PUJOL et
al., 2004; WONGSRIKEAOQO et al., 2006, WU et al., 2007), com resultados
positivos em relacdo ao método de selecdo morfolégica quando utilizado
unicamente. Este corante é capaz de detectar a atividade da enzima glicose-6-
fosfato desidrogenase (G6PDH), presente em maior concentragdo em odcitos
em crescimento (ALM et al., 2005).

Com base nestas informacdes, o corante ACB poderia ser utilizado
como uma ferramenta util na busca por maior compreensao dos processos que
ocorrem no interior das células e tornaria possivel distinguir com maior precisao
aqueles odcitos mais competentes para os sistemas de producao in vitro de
embrides.

Dessa forma, o presente trabalho reuniu informacdes com referéncia a
coloracao de odcitos imaturos por meio do teste de ACB, a fim de se investigar

a real eficiéncia do referido método.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 Oogénese e Foliculogénese

A unidade basica estrutural e funcional do ovario de um mamifero é o
foliculo ovariano, pois, habilita dentro da sua estrutura o habitat fundamental
para o crescimento e a maturacao oocitaria (GOSDEN et al., 1993).

A oogénese pode ser considerada como a formagéao do gameta feminino
(VAN DER HURK e ZAO, 2005). A formacdo dos gametas femininos em
bovinos ocorre durante o periodo embrionario, proximo aos 40 dias de
gestacao (RUSSE, 1983). No embrido, as células germinativas primordiais,
localizadas na parede do saco vitelinico, migram para as gbnadas em
desenvolvimento, perdem suas caracteristicas de motilidade e sofrem
extensiva proliferacdo celular e redistribuicdo das organelas citoplasmaticas
transformando-se em oogbnias (SADEU et al., 2006).

Conforme Van de Hurk e Zhao (2005), o odcito primario passa pelas
fases de leptoteno, zigbteno e paquiteno e para em dipléteno da préfase | da
meiose |, na qual permanece retido durante todo o periodo de desenvolvimento
folicular.

A foliculogénese bovina € um processo continuo de crescimento e
atresia dos foliculos ovarianos que se inicia na vida fetal, passa pela puberdade
e continua na vida reprodutiva até a senilidade (NILSSON et al., 2001). Em
ruminantes e primatas, ainda durante a vida fetal, logo apds a formacao do
o0cito, ocorre a formacao do foliculo. Cada foliculo tem seu préprio ambiente
enddcrino individual dentro do ovario, levando a progressdao do
desenvolvimento folicular e seu crescimento de modo assincrénico (FORTUNE
et al., 2000).

O estudo da foliculogénese e os fatores de crescimento folicular séo
necessarios para aperfeicoar a sincronizacdo de estro, transferéncia de

embrides e PIVE, sendo assim importante param se desenvolver alternativas
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de aumento da eficacia das biotecnologias (FAIR, 2003; BASSO et al.,
2002). Em algumas pesquisas, as gonadotrofinas e esteroides presentes no
desenvolvimento folicular e nos CCOs, mostram tais influéncia sobre os fatores
de crescimento (MIHM et al., 2003).

A foliculogénese tém chamado atencao a respeito da biologia celular na
fase de desenvolvimento do foliculo e também no estabelecimento de técnicas
eficientes de isolamento e cultivo in vitro que suportem o crescimento folicular
até o estadio de maturacao (PICTON, 2001).

A medida que o foliculo cresce e o antro é formado, as células da
granulosa se separam em dois subtipos: células do cumulus, intima e
metabolicamente ligadas ao odcito, e células murais, que formam a parede do
foliculo (GILCHRIST et al., 2004).

As camadas celulares e a parede do foliculo vao se diferenciando, onde
o tamanho do foliculo pré-ovulatorio apresenta diametro diferente entre
espécies; bovinos, suinos, equinos e ovinos este didmetro pode variar entre 15-
20 mm, 6-7 mm, 35-50 mm e 8-10 mm, respectivamente (VAN DER HURK e
ZAO, 2005).

O horménio foliculo estimulante (FSH) estimula um grupo de foliculos a
iniciar o desenvolvimento e a maturagdo, sendo esse processo chamado de
recrutamento, posteriormente, os foliculos passam por processos distintos,
como selecao folicular e dominancia folicular respectivamente, onde a selecao
€ processo pelo qual somente um foliculo é escolhido, assim evitando a atresia
até alcangar a ovulagdo e a dominancia € o meio pelo qual um foliculo
selecionado exerce dominancia, fazendo com que o desenvolvimento final dos
demais e o recrutamento de um novo grupo de foliculos nao sejam
completados (DE BEM et al., 1997). Em seguida, apresenta-se uma nova fase
de desvio, onde o foliculo de dominancia cresce mais, fazendo com que o0s
foliculos subordinados nao se formem do ponto de vista funcional e torna-se
dependente do horménio luteinizante (LH) até o processo final de ovulacao
(GUINTER et al.,2001; WU et al., 2000).

2.2. CCOS (complexo cumulus oécitos)
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Pode-se caracterizar o complexo cumulus o6cito (CCQO) como a unidade
funcional dos ovarios. Numerosos substratos energéticos (glicose, piruvato,
lactato, aminoé&cidos) sao disponibilizados para os CCOs quando no interior do
fluido folicular (SUTTON et al., 2003). O gameta feminino e as células
somaticas ao seu redor estdo em intensa interacdo e desta ordem torna-se
inadequado o estudo metabdlico em separado desses dois tipos celulares
(SUTTON et al., 2003).

Os CCOs sao classificados de acordo com a quantidade de camadas na
zona pelucida em Grau 1 (zona compacta, sem alteracbes microscépicas
visiveis e com mais de trés camadas de células do cumulus envolvendo
totalmente a zona pellcida); Grau 2 (constituido de até trés camadas de
células do cumulus envolvendo totalmente a zona pelucida); Grau 3 (odcitos
possuindo areas da zona pellucida totalmente desprovida de células); e Grau 4
(odcitos desnudos, parcialmente desnudos e expandidos, ou seja, desprovidos
de células do cumulus) (GUERRA, 1998).

A qualidade do oécito € determinante para a sua capacidade de se
desenvolver para a fase de blastocisto (BEVERS et al., 2000).

Uma série de modificacbes de sua estrutura e na propria molécula,
ocorrem durante seu desenvolvimento, onde possuem ligagdo direta com o
metabolismo de agucares pela glicose (VASSENA et al., 2003).

Durante o processo de maturagdo do odcito, as células presentes na
zona pellcida possuem algumas funcdes especificas tais como: reducao da
esteroidogénese e aumento na produgéo de acido hialurbénico para a expansao
do cumulus (EPPIG et al.,, 2001). Alguns eventos moleculares ocorrem no
citoplasma durante a maturacao do odcito e se desenvolve aos poucos, sendo
sincronizado com os eventos foliculares (BEVERS et al., 2000).

Os CCOs fazem a regulacdo da maturagdo do odcito que € de suma
importancia e a anulagédo das células do complexo significa o retardamento no
desenvolvimento embrionario (ZHANG et al., 1995; SHIOYA et al., 1998). No
entanto, a quantidade de embrides que se desenvolve a partir do processo de
maturacao e fecundacéao in vitro € menor daquele obtido in vivo, isso porque
apresentam problemas no processo de maturacdo citoplasmatica, também
conhecido capacitacao oocitaria (BERTAGNOLLI et al., 1997).
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A maioria das pesquisas relacionadas com reproducdo bovina obtém
oocitos obtidos de ovarios de animais provenientes de abatedouros, com a
presenga da camada de células do cumulus firme e compacta (COSTA, 1994;
MALARD, 2000).

2.3. Selecao de CCOs para producao in vitro de embrioes (PIVE)

Com relagdo ao desenvolvimento pré-implantagédo, inUmeras evidéncias
demonstram que o potencial de desenvolvimento de embrides produzidos in
vitro depende da qualidade dos odcitos dos quais se originam, influenciando a
qualidade embrionaria (NEMCOVA et al., 2006; VANDAELE et al., 2007), o
estabelecimento da prenhez e o desenvolvimento fetal.

O critério rotineiramente utilizado pela quase totalidade dos laboratérios,
para selecdo de odcitos, esta relacionado a morfologia do complexo cumulus-
o6cito e aspecto do citoplasma, classificados em quatro categorias (Grau | a
IV). Apesar da qualidade do odcito estar diretamente relacionada ao numero de
células do cumulus e ao grau de compactacao destas (MADISON et al., 1992)
0s baixos resultados da técnica podem ser justificados pela baixa qualidade
dos odcitos que séo selecionados para a MIV (maturagéo in vitro), visto que os
critérios morfolégicos utilizados sdo subjetivos e podem apresentar relativa
variagdo quanto a real capacidade de desenvolvimento dessas células (DE
LOQOS et al., 1992).

Vassena et al. (2003) obtiveram melhores taxas de producado de
blastocistos a partir de o6citos obtidos de foliculos coletados no 5° dia do ciclo
estral. Entretanto, apesar da qualidade morfoldégica dos odbcitos ser
positivamente ligada a bons resultados na PIVE, esses autores observaram
que a qualidade morfolégica ndo mudou ao longo da onda folicular e que a
porcentagem de CCOs degenerados aumentou do dia 3 para os dias 5 e 7 do
ciclo. Tal estudo serve como base para revisar os critérios morfoldgicos de
selecdo de odcitos nos laboratérios de PIVE.

Hawk e Wall (1994) observaram que alguns odcitos classificados no
amplo grupo de qualidade “intermediaria-marginal” (células da granulosa
compactas eventualmente aderidas - poucas células cobrindo metade ou toda

a zona pellcida, com citoplasma demonstrando granulos finos de tamanhos
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moderados) possuem potencial de desenvolvimento normal e alguns podem ter
potencial reduzido. Mas, dentro deste grupo, o subgrupo caracterizado por
minima quantidade de células do cumulus apresentou as menores taxas de
blastocistos expandidos.

Segundo Pereira et al. (2007) odcitos classificados como grau |l (uma a
trés camada de células do cumulus) nao apresentam diferenca quanto as taxas
de clivagem de odécitos grau | (mais de trés camadas de células compactas do
cumulus), e apesar do uso de oocitos de menor qualidade aumentar a
producdo total de blastocistos, esta pratica diminui a porcentagem de
blastocistos comparada aos obtidos de odcitos grau |.

Segundo Han et al. (2006) o potencial de desenvolvimento de odcitos
proveniente de foliculos de mesmo tamanho, CCOs de mesma morfologia e
mesmo grau de expansdo de células do cumulus, diferem de acordo com o
nivel de apoptose das CGs. Por outro lado, em mesmo percentual de apoptose
dessas células, a capacidade de desenvolvimento de odcitos varia com o
tamanho do foliculo, morfologia dos CCOs e grau de expansao do cumulus.
Isto sugere que o potencial de desenvolvimento oocitario é determinado pela
interacao de multiplos fatores. Somado a isto, apesar da origem e qualidade do
animal ser desconhecida, oocitos recuperados de ovarios de matadouro sao
comumente utilizados em estudos dos processos de maturacgéo, fertilizagéo,

producéo e criopreservacao de embrides (DIELEMAN et al., 2002).

2.4. Glicose-6-Fosfato Desidrogenase (G6PDH)

A glicose-6-fosfato desidrogenase (G6PDH) é a primeira enzima da via
das pentoses fosfato (PPP) que pelo processo de oxidagcdo da glicose-6fosfato
(G-6P) para glicose- 6 fosfogliconato (6-PG) acaba gerando energia reduzida
na célula através NADPH (Nicotinamida Adenina Dinucleotideo Fosfato)
(CHEUN, 1966).

A G6PDH é sintetizada durante a oogénese quando os odcitos se
encontram em fase de crescimento, demonstrando desta forma sua
importancia na capacidade de desenvolvimento oocitario, esta enzima também
esta envolvida na geracao de ribose-5-fosfato e NADPH, pela via das pentoses
fosfato, assumindo um importante papel numa grande variedade de processos
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celulares, tais como a reducdo da glutationa intracelular, e sintese de
nucleotideos (PAWLAK et al., 2011).

O od6cito metaboliza glicose através da glicolise, da PPP e do ciclo de
Krebs. A glicélise contribui com a producao de ATP e disponibiliza piruvato e
NADPH para oxidacao. Por outro lado, a PPP n&o gera ATP, mas sim NADPH
e ribose para a sintese de RNA e DNA, importantes para a adequada
maturagéo nuclear e citoplasmatica (KRISHER et al., 2007).

Os odcitos bovinos possuem atividade relativamente elevada da G6PDH
(enzima limitante da etapa oxidativa) quando associadas as células do cumulus
(CETICA et al., 2002), sugerindo uma atividade potencial mais elevada da PPP
nos CCOs em comparacao com as células do cumulus individuais.

Segundo Wassarman et al. (1988), grande variedade de proteinas é
sintetizada a partir de oécitos imaturos inclusive a G6PDH, onde ela é ativada
no crescimento oocitario (MANGIA et al., 1975), mas sao deficientes em acgao
em células que ja tenham terminado sua fase de crescimento (WASSARMAN
et al., 1988).

Tsutsumi et al. (1992), observaram que atividade da G6PDH foi menor
durante o processo de maturagdo, sendo observado antes da ovulacdo um
aumento da atividade da mesma, apesar de ndo se entender completamente
como a enzima G6PDH desenvolve todo o seu processo de degradacdo. Alm
et al. (2005), sugeriram que o ACB funcionaria como aceptor de elétrons
durante a oxidacdo da glicose-6-fosfato e reducdo de NADP+ na presenca
suficiente atividade de G6PDH durante via das pentoses fosfato (PPP).

Também se destaca a atividade da G6PDH que ao decorrer do
crescimento do oécito aumenta consideravelmente e demonstra que existe
relacdo entre o didmetro do odécito e a atividade da enzima G6PDH. No
entanto, quando o gameta atinge aproximadamente 85um de diametro a
atividade enzimatica € interrompida, ou seja, 0 o6cito continua aumentando de
volume enquanto que a atividade da enzima (G6PDH) atinge o apice
(ALCOBA, 2007).

Uma alternativa eficaz na selecao de odcitos bovinos € a classificacéo
pela atividade da enzima (G6PDH), com base na coloragcdo por um corante
ACB que pode ser usado para medir a real capacidade de desenvolvimento do
oocito (ALM et al., 2005). Sendo que alguns resultados de pesquisas indicam a
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eficiéncia do corante (ACB) no aumento da producéo de blastocisto durante a
fertilizacéo in vitro (ALM et al., 2005).

2.5. Selecao de oocitos pelo método Azul Cresil Brilhante (ACB)

Na busca por métodos nao invasivos de selecdo de CCOs, o corante
Azul Cresil Brilhante (ACB) tem sido utilizado apds selegdo morfolégica com
resultados positivos quanto a produgao de blastocistos em diversas espécies.

O ACB € um corante vital que é reduzido a uma substéancia incolor pela
da acdao de G6PDH e pode, portanto, ser utilizada para mensuracao da
atividade intracelular desta enzima (ALM et al., 2005). Apesar de ainda nao ser
completamente entendido de que maneira a enzima G6PDH é capaz de
degradar o corante no interior do odcito, tornando seu citoplasma incolor
(Figura 1), Alm et al. (2005) sugeriram que o ACB funcionaria como um aceptor
de elétrons durante a oxidagdo da glicose-6-fostato e redugdo de NADP+ na
presenga de suficiente atividade de G6PDH durante via das pentoses fosfato
(PPP).

Figura 1: Demonstracdo dos oécitos corados (ACB+) e nado corados (ACB-) apos
serem expostos a 60 min ao corante Azul Crezil Brilhante (ACB). Fonte: OTERO et al.,
2017.
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O emprego do corante ACB logo ap6s a selegao morfolégica de odcitos
estd sendo utilizado como alternativa a métodos invasivos de avaliacdo de
qualidade dos mesmos (ALM et al., 2005). Este método facilita a selegdo dos
oocitos completamente desenvolvidos (corados em azul) daqueles em
desenvolvimento (ndo corados) (ROCA et al., 1998).

Alguns estudos tém demonstrado que odcitos imaturos que apresentam
maior didmetro (e menor atividade enzimatica de G6PDH), em bovinos (ALM et
al., 2005; PUJOL et al., 2004) caprinos (RODRIGUEZ-GONZALEZ et al., 2003)
suinos (SHOURBAGY et al., 2006) e camundongos (WU et al., 2007) sao
corados pelo ACB sem alterar a sua competéncia de maturacao e fertilizagao,
constituindo uma ferramenta potencial de selecdo de od6citos mais
competentes.

Alm et al. (2005) verificaram que embrides originados de odcitos corados
(ACB+) apresentaram maior numero de células que os néo corados (ACB-). Da
mesma maneira, o ACB se mostra promissor na selecao de odcitos que seréo
utilizados como receptores de células para a técnica de transferéncia nuclear
de células somaticas (TNCS) em bovinos. Bhojwani et al. (2007) observaram
que o corante se mostrou efetivo e influenciou positivamente as taxas de
blastocisto e numero de células embrionarias de embrides produzidos por
TNCS.

Em bufalas, Manjunatha et al. (2007) verificaram que quanto as taxas de
maturacdo nuclear, de formacdo dos dois pré-nucleos, de clivagem e
blastocisto, os oocitos ACB+ foram mais competentes que os ACB-. Além
disso, a taxa de polispermia em odcitos incolores foi maior que em ACB+,
demonstrando provavel distirbio na fungdo dos granulos corticais em oécitos
ACB-.

Apesar de Alm et al., (2005), Bhojwani et al., (2007) e Manjunatha et al.
(2007) terem obtido maiores taxas de blastocisto em odcitos ACB+ quando
comparado ao grupo controle (apenas sele¢cdo morfoldgica) alguns estudos, no
entanto, ndo tém confirmado tal hipétese. Em odcitos bovinos, Opiela et al.
(2008) encontraram taxas de blastocisto de odcitos ACB+ semelhantes ao
grupo controle. Da mesma maneira, a taxa de eclosdo dos embrides de ambos

0s grupos nao apresentou diferenca. Mota (2008) também nao obteve maiores
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taxas de clivagem e blastocistos bovinos a partir de o6citos ACB+ quando
comparado ao grupo controle.

Em caprinos, Katska-Ksiazkiewicz et al., (2007) também né&o
encontraram otimizacado na selecdao dos CCOs através do corante ACB quando
comparado a selecdo morfolégica. Segundo esses autores, a selecao
morfolégica acurada, por si sO, ja seria capaz de distinguir oocitos mais
competentes.

Apesar do uso do corante ACB logo apds a selecao morfolégica ser
questionavel, quando comparado a selecdo morfoldégica criteriosa,
seguramente todos os trabalhos demonstram que atividade da enzima G6PDH

esta inversamente relacionada a competéncia de desenvolvimento dos odcitos.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Selecionar odcitos imaturos bovinos pelo método Azul Cresil Brilhante
(ACB) para a maturacao in vitro (MIV).

3.2 Objetivos especificos

o Classificar morfologicamente os odcitos encontrados, testando a
eficiéncia do corante ACB;

o Avaliar as taxas de odcitos classificados morfologicamente e
corados em ACB+ e ACB-.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Coletas de Ovarios

O experimento foi realizado no Laboratério de Reprodugcdo Animal da
Universidade Federal do Maranhao - Campus Chapadinha. Os ovarios foram
obtidos a partir de um abatedouro localizado a 16 km da universidade, portanto,
as fémeas se encontravam em fase aleatéria de ciclo estral. Apés o abate e
evisceracao dos animais, os ovarios foram removidos e imersos em solugao
salina (NaCl, 0,9%) acrescido de acrescida de sulfato de estreptomicina (100
mg/L) em temperatura ambiente. Ao término da coleta, os ovarios foram
transportados para o laboratério e o periodo entre o abate e o inicio da
aspiracao nao foi superior a 3 horas.

4.2. Puncao folicular e classificacao morfolégica dos CCOs

No laboratério, os ovarios foram lavados com uma nova solucdo de
transporte e mantidos em banho-maria a 37°C, os foliculos visiveis com
didmetro variando de 3 a 12 mm foram puncionados utilizando uma agulha 20G
acoplada a uma seringa de 5,0 ml. O liquido folicular contendo os o6citos foram
acondicionados em tubos de 10 ml, contendo solugédo tampéo fosfato (mPBS,
Nutricell®) aquecido a 37°C. Ao final da pungdo dos foliculos, um tempo de
cinco minutos foi respeitado para a decantagdo dos oocitos. Posteriormente,
com auxilio da pipeta de Pasteur, o pellet contendo ovécitos foi recuperado e
transferido para uma placa de Petri (90x15mm), e realizada a recuperagao
dos odcitos e transferidos para meio de manutencéo (TQC, Nutricell®) aquecido
a 37°C.
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Figura 2: Imagens ilustrativas dos preparativos para aspiracao folicular (1), ovarios
selecionados para aspiracdo (2), aspiragao folicular (3), liquido folicular aspirado,
selecao dos oécitos (4) e corante ACB diluido em PBS (5).

Em seguida na Figura 3, os oocitos foram classificados sob
estereomicroscépio por critérios morfoldgicos em quatro graus conforme Viana
et al. (2004):

Grau | (irés ou mais camadas de células do cumulus e citoplasma
homogéneo);

e Grau Il (uma ou duas camadas de células do cumulus e citoplasma
homogéneo);

e Grau lll (camada incompleta de células do cumulus e citoplasma
homogéneo ou heterogéneo);

e Grau IV (células do cumulus com aspecto gelatinoso ou odcito
degenerado com granulos escuros);

No experimento, foram utilizados CCOs em todos os graus de
classificacao.
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Figura 3: Classificacao de acordo a camada do cumulus, Graus |, II, lll e IV.

4.3. Classificacao de odcitos pelo método ACB

Imediatamente apos a classificacdo morfoldgica, os odcitos selecionados
foram lavados em gotas 100 uL de mPBS (Nutricell®), e incubados em gotas de
200 yL de ACB (26 uM, Sigma, EUA) diluido em PBS em placas de petri
(60x15mm), uma gota para cada grau de classificagao (Gl, Gll, Glll e GIV)
sobre placa aquecedora a 38°C por 60 min (MANJUNATHA et al,
2007).Decorrido esse tempo, os odcitos foram lavados novamente em gotas 3
de PBS (100 pL), com o objetivo de remover todo o corante dos gametas, e,
visualizados sob estereomicroscopio com magnitude de 50x. Assim, como
ilustrado abaixo na Figura 4 e Quadro 1, o6citos com coloragdo azul em seu
citoplasma foram classificados como ACB+ e considerados viaveis (maior
potencial de desenvolvimento para MIV e PIVE). Ja aqueles com citoplasma
incolor foram classificados como ACB- considerados néo viaveis (OPIELA e
KATSKA-KSIAZKIEWICZ, 2013).
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Figura 4: Imagens de odcitos submetidos a coloracdo com ACB. Odcitos corados
(ACB+) e nao corados (ACB-) (A e B).

Quadro 1: Relacdo do ACB (Azul Cresil Brilhante) em cada etapa de

coloragao.
ACB ACB
+ -
Coloracao Positivo (azul) Negativo (incolor)
Atividade G6PDH Menor Maior
Crescimento (maturacao) Favoravel Desfavoravel
Potencial para PIVE Favoravel Desfavoravel

4.4 Analise estatistica

Os dados foram analisados no software Statistical Analysis System for
Windows SAS® (SAS, 2001). Os resultados foram expressos em médias
percentuais, analisados pelo teste exato de Fisher. O nivel de significancia
adotado para rejeitar HO (hip6tese de nulidade) foi de 5%, isto €, para um nivel
de significancia menor que 0,05 considerou-se que houve diferenca
estatisticamente significativa.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Conforme apresentado na tabela 1, ao avaliar da taxa de corados e néao
corados dentro de cada grupo de classificagdo dos odcitos, observou-se que,
dentro do grupo de odcitos classificados morfologicamente como Gl, o
percentual de odcitos ACB+ foi significativamente maior que o percentual de
ACB- (P<0,05). Odcitos classificados como Gl, provenientes de foliculos que ja
completaram seu desenvolvimento, apresentam menor atividade da enzima
G6PDH (MANGIA e EPSTEIN, 1975; WANG et al., 2012). Sendo assim, o
maior percentual de odcitos com citoplasma azulado neste grupo corresponde
a baixos niveis de atividade especifica da enzima G6PDH.

Alm et al. (2005) e Mota (2008) assim como em nosso estudo, testaram
o corante em CCOs bovinos aspirados de ovarios de animais de abatedouro,
encontram taxas de 58% (ACB+), 42% (ACB-) e 60% (ACB+), 40% (ACB-) em
oocitos classificados morfologicamente como competentes. Resultados
semelhantes também foram encontrados por Manjunatha et al. (2007), que
utiizando odcitos de bufalas submetidos a mesma concentracdo de ACB
(26uM) diluido em mPBS durante o periodo de 90min de exposi¢cao, obtiveram
taxas de 57% de odcitos ACB+ e 43% de odcitos classificados como ACB-
.Diferente do presente experimento, os estudos citados expuseram os CCOs a
solugdo de ACB diluido em mPBS, em estufas incubadoras sob condi¢ées de
atmosfera umidificada e ndo sobre placa aquecedora em condigdes de
umidade ambiental.

De acordo com as taxas descritas e comparadas neste trabalho, a
exposicdo dos CCOs ao ACB em placas de Petri sobre placa aquecedora, ndo
comprometeu a interacdo entre a G6PDH e o corante em odcitos Gl,
classificados como viaveis.
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Tabela 1: Taxa de coloracdo de odcitos expostos ao corante Azul Cresil
Brilhante por 60 min imediatamente apds selegdo morfoldgica.

Classificacao ACB+ (%) ACB- (%) Valor de P
Morfolégica
Gl 26/40(65%) 14/40(35%) 0,0134
Gll 50/123(40,6%)  73/123(59,4%) 0,0049
Glll 59/108(54%) 49/108(46%) 0,2606
GIV 17/57(29,8%) 40/57(70,2%) 0,0001

(P<0,05) representa diferenga estatistica ao nivel de 5% de significancia.

Os odcitos classificados morfologicamente como GIl também séao
considerados viaveis, mas, neste grupo, foi encontrado um maior percentual de
oocitos ACB- (P<0,05, tabela 1).

O grau de classificacao de CCOs pode influenciar na coloracdo ou nao
do odcito, contudo, além do grau de classificacdo, outros fatores podem
também influenciar na eficiéncia do corante, tais como maturidade sexual e
perfil hormonal das fémeas (WU et al., 2007). Podendo ainda estar relacionado
com o diametro dos oécitos (KAUFFOLD et al., 2005), com a heterogeneidade
entre os animais abatidos (CASTANEDA et al., 2013) ou com o didametro dos
foliculos (ALM et al., 2005). Odcitos recuperados de ovarios de animais de
abatedouro sdo heterogéneos, provenientes de foliculos em diferentes estagios
de crescimento e atresia (ROCA et al.,1998.), fato esse ocorrido no
determinado estudo.

O percentual de ACB+ e ACB- foram similares dentro do grupo de CCOs
Glll (P<0,05, tabela 1), e taxa de ACB- significativamente maior grupo GIV
(P<0,05, tabela 1), conforme esperado, uma vez que estes, sdo CCOs
considerados nao viaveis, podendo ser muitas vezes desnudos e/ou
degenerados (VIANA et al., 2004), expandidos, ou CCOs que nao tenha
completado seu crescimento sendo capazes de reduzir o composto azul pela
alta atividade da G6PDH, o que resulta em um odcito de citoplasma incolor
(ALM et al., 2005).
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Podemos considerar que, nos CCOs classificados em grau |, os niveis
e/ou a atividade da G6PDH dos CCOs em PBS néo alteraram ao longo de 1
hora em condi¢coes de atmosfera e umidade sem controle, diferente do que
ocorreu nos CCOs classificados em grau Il. Onde, ao comparar o percentual de
corados e nao corados entre os graus de classificacdo oocitaria, verificou-se a
taxa de ACB+ foi significativamente maior nos graus | e lll (P<0,05, tabela 1). E
consequentemente os graus Il e IV apresentaram maiores taxas de CCOs
ACB- (P>0,05, tabela 1).

Provavelmente, o tempo de exposicao dos CCOs ao ACB fora da estufa
pode ter influenciado nesta menor taxa de coloragao sobre tudo nos odcitos de
grau Il, podendo ocorrer inicio de degeneragdo dos CCOs e alteracdo nos
niveis ou a atividade da enzima G6PDH, considerando que CCOs ACB+
apresentam menor atividade desta enzima, tornando-se corados ao término da
exposicao (ALM et al., 2005).
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6. CONCLUSAO

O método de selecdo oocitdria ACB, selecionou o06citos mais
competentes (ACB+) classificados em Grau 1, embora nao tenha sido capaz de
selecionar odcitos viaveis classificados em Grau 2.Deste modo o método de
coloragao ACB foi atenuado por situa¢des adversas de temperatura e umidade.
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