ARTICULO ORIGINAL

Rev Colombiana Cienc Anim 2017; 9(Supl 2):345-354.

0 REVISTA COLOMBIANA
WEEPF _ DECIENCIA ANMAL

DOI: 10.24188/recia.v9.n2.2017.617

Maturagao nuclear in vitro de ovécitos bovinos selecionados pelo

método azul cresil brilhante

In vitro nuclear maturation of bovine oocytes selected by the brilliant cresyl

blue method

Maduracion nuclear in vitro de ovocitos bovinos seleccionados por el método

azul cresil brillante

Otero A Rafael” Ph.D, Da Costa P Eduardo?Ph.D, Pereira M Emilio® Ph.D.

"Universidade de Sucre. Facultad de Ciencias Agropecuarias, Departamento de Zootecnia.
Grupo de Investigacion Mejoramiento y Reproduccion Animal Sincelejo, Colombia.

2Universidade Federal de Vigosa, Departamento de Medicina Veterinaria, Vicosa, Minas Gerais, Brazil.

SUniversidade Federal de Uberlandia, Departamento de Medicina Veterinaria, Uberlandia, Minas Gerais, Brazil.

Keywords:

Abstract

Ovocytes;
Brilliant Cresyl Blue;
In vitro maturation.

Palavras-chave:

The objective was to investigate in vifro nuclear maturation of bovine oocytes
selected by Brilliant Cresyl Blue (BCB) after maintenance in Talp-Hepes medium.
Cumulus oocyte complexes (COCs) obtained from slaughterhouse ovaries were
randomly assigned to 6 treatments. |. As a percentage of oocytes that presented
nuclear configuration of Ml (Metaphysis 1) at the end of IVM, T3 and T5 were higher
thanT1, T2and T4 (p <0.05). As for the ability of oocytes to complete IVM, expressed
by competence in reaching Ml (Metaphysis I1), T1, T2, and T4 treatments presented
a higher percentage of Ml than T3 and T5 (p <0.05). Of the oocytes submitted to
IVM, T1 had a lower percentage of degenerates than T2, T3, T4, T5 (p <0.05). It
was concluded that the ability of staining of oocytes by BCB did not change after
maintenance of CCOs for 5 hours in Talp-Hepes and that BCB dye showed to be
effective in the selection of more competent oocytes after maintenance of CCOs
for 5h in Talp-Hepes.

Resumo

Ovdcitos;
Azul cresil brilhante;
Maturacao in vitro.

INFORMACION

Recibido: 21-05-2017;
Aceptado: 09-10-2017.
Correspondencia autor:
rafael.otero@unisucre.edu.co

Objetivou-se investigar a competéncia in vitro da maturagéo nuclear
de ovdcitos selecionados pela técnica do corante Azul Cresil Brilhante
(ACB), ap6s manutengao em meio Talp-Hepes. Complexos cumulus
ovacito (CCOs) foram obtidos de ovarios de matadouro e distribuidos
aleatoriamente em 6 tratamentos. Quanto percentual de ovécitos que
apresentaram configuragao nuclear de MI (Metafise 1) ao término da
MIV, notou-se que T3 e T5 apresentaram-se superiores ao T1, T2 e T4
(p<0,05). Quanto a capacidade dos ovécitos de completarem a MIV,
expresso pela competéncia em atingirem Ml (Metafise Il), observou-se
que os tratamentos T1, T2, T4 apresentaram maior percentual em Ml que
T3 e T5 (p<0,05). Dos ovécitos submetidos a MIV, T1 apresentou menor
percentual de degenerados que T2, T3, T4, T5 (p<0,05). Concluiu-se
que a capacidade de coloragédo de ovécitos por ACB nao alterou apos
manutencdo dos CCOs por 5 horas em Talp-Hepes e que o corante
ACB mostrou-se eficaz na selecdo de ovocitos mais competentes apos
manutengédo de CCOs por 5h em Talp-Hepes.
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Introdugao

Na producao in vitro de embrides (PIVE), o advento
da aspiragéo folicular guiada por ultrassom
(OPU-Ovum Pick Up) possibilitou a obtencao
de complexos cumulus ovécitos (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 COCs, ainda
permanecem como desafios e necessitam ser
profundamente compreendidos (BLONDIN, 2017).

Meios de manutencao/transporte de COCs
utilizados, assim como o pH e a temperatura
destes influenciam os resultados de produgao
de embrides (TWAGIRAMUNGU et al., 1998;
SCHWARTZ et al., 1998; LEIVAS et al., 2004;
KONRAD et al., 2013). Outro fator demonstrado
interferir negativamente na PIV é a baixa
qualidade dos ovécitos selecionados para a
maturacéo in vitro (MIV) (MACHATKOVA et al
2004; DESSIE et al. 2007). Tal fato compromete
a fertilizacdo ou limita o desenvolvimento
embrionario, principalmente durante as primeiras
clivagens até a ativagdo do genoma embrionario
(GANDOLFI e GANDOLFI, 2001).

Aspectos morfolégicos de selecdo de ovécitos
sdo utilizados rotineiramente em laboratérios,
na qual o nimero de camadas de células do
cumulus, grau de compactagéo destas (MADISON
et al., 1992), e o aspecto do citoplasma (HAWK
e WALL, 1994) sdo pardmetros adotados na
avaliagdo. No entanto, o baixo percentual de
ovécitos que atingem o estadio de blastocisto in
vitro, demonstra que tal selec¢éo visual é subjetiva,
nao demonstrando a real competéncia dos CCOs
utilizados (DE LOOS et al., 1992; DESSIE et al.
2007). Nao obstante, as técnicas de selegédo dos
gametas competentes devem cumprir alguns pré-
requisitos: serem simples e rapidas, de baixo custo
e alta confiabilidade e, acima de tudo, ndo serem
téxicas para os ovécitos e as células somaticas
que o circundam (GOOVAERTS et al., 2010; BOLS
et al., 2012, CONZATTI, 2013).

Neste contexto, o corante Azul Cresil Brilhante
(ACB) tem sido empregado amplamente como
método de selegdo morfolégica de CCOs, na
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tentativa de otimizar a selecdo de ovdcitos
imaturos mais competentes para a PIVE,
sendo descrito sua utilizagdo com sucesso em
véarias espécies (RODRIGUEZ-GONZALEZ, et
al., 2002, 2003; PUJOL, et al., 2004; ALM et
al.,2005; WONGSRIKEAO et al., 2006; KATSKA-
KSIAZKIEWICZ et al., 2007; MANJUNATHA et
al., 2007; RODRIGUEZ et al., 2009; MOTA et al.,
2010; PEREIRA et al., 2013; TABANDEH et al.,
2012; CASTANEDA et al., 2013; SU et al., 2012;
MIRSHAMSI et al., 2013; BUDNA et al. 2017).

Ao longo da oogénese, RNAs e proteinas se
acumulam no interior do ovdcito (FAIR et. al. 1995),
como a Glicose-6 fosfato desidrogenase (G6PDH)
(CETICA et al., 2002). A G6PDH participa da via
das pentoses fosfato no metabolismo de glicose,
fornecendo NADPH (um redutor intracelular)
e Ribose (substrato para a sintese de &cidos
nucléicos) importantes para o crescimento
celular (TIAN et al 1998). A enzima G6PDH
apresenta maior atividade em ovoécitos em
crescimento quando comparada aqueles ovécitos
que atingiram seu crescimento final (MANGIA e
EPSTEIN, 1975). Dada a capacidade da enzima
G6PDH degradar o corante ACB e o padrao
metabdlico descrito, tem sido possivel selecionar
ovocitos imaturos bovinos mais competentes,
de citoplasma azul (ACB+), daqueles, menos
competentes de citoplasma incolor (ACB-)
(PUJOL et al., 2004; ALM et al., 2005; OPIELA
et al., 2008; MOTA et al., 2010). Ovécitos ACB+
tem demonstrado maior didmetro (ALM et al.,
2005; PUJOL et al., 2004), maior volume, maior
nuamero de copias de DNAmt (DNA mitocondrial)
(EL SHOURBAGY et al., 2006) e maiores taxas
de maturagao nuclear in vitro (ALM et al., 2005;
MANJUNATHA et al., 2007; PRAXEDES et al,
2014) que ovécitos ACB-.

Devido tais circunstancias, o corante ACB
poderia ser utilizado como uma ferramenta de
auxilio a selegao de COCs depois de prolongado
periodo de manutencao/transporte. Desta forma,
tornaria possivel distinguir com maior precisao
aqueles ovocitos mais competentes para os
sistemas de produgéo in vitro de embrides. O
objetivo do trabalho foi de avaliar a competéncia
de maturacao nuclear in vitro de COCs bovinos
imaturos selecionados por ACB, apds 5h de
manutengao destes em meio Talp-Hepes.
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Material e métodos

Coleta e selegdao dos ovécitos. Ovarios de
fémeas mestigas (Bos Taurus x Bos Indicus)
foram coletados em frigorifico imediatamente apds
abate dos animais. Apds coleta os ovdcitos foram
transportados em garrafas térmicas em solugao
fisiolégica (NaCl 0,9%) acrescida de sulfato
de estreptomicina (100mg/L), em temperatura
variando de 35 a 38°C em um periodo maximo
de duas horas.

No laboratério, os foliculos ovarianos de 2 a 8
mm de didmetro foram puncionados a partir de
seringas de cinco mililitros acopladas de agulha 30
x 8 (21G) e o liquido folicular contendo os ovdcitos
foi depositado em calices cénicos mantidos
dentro do banho-maria a 37°C. Apds o periodo de
decantagéo de cinco minutos, o pellet contendo
ovocitos foi recuperado e transferido para uma
placa de Petri.

Os ovécitos recuperados foram selecionados
com auxilio de um microscépico estereoscépico
(aumento 40x) e classificados morfologicamente,
de acordo com COSTA et al. (1997a). Apenas os
ovocitos imaturos classificados como cumulus
compacto e com até trés camadas de células do
cumulus foram selecionados para o experimento.

Coloragao por ACB. Os CCOs submetidos
a coloragao foram expostos por 60 minutos a
solugéo de 26um de ACB (B-5388, Sigma, USA)
diluidos em meio Talp Hepes. A exposicao dos
CCOs a solucao de ACB foi realizada em placas
Nunc® (Nunc A/S; Cat.176740) sobre placa
aquecedora a 37°C. Ao término do periodo de
exposi¢cao os CCOs foram lavados duas vezes
em meio Talp Hepes e posteriormente divididos
em dois grupos de acordo com a coloragédo do
citoplasma dos ovdcitos. Ovécitos apresentando
citoplasma azul foram classificados como ACB+
€ aqueles demonstrando citoplasma incolor foram
classificados como ACB-.

Maturagéao in vitro dos ovécitos. O meio de
maturagao in vifro dos ovécitos foi constituido
por TCM 199 acrescido de 10% de SVE (soro de
vaca em estro) e 10 yg/mL de FSH (Horménio
Foliculo Estimulante). A maturagéo foi realizada
em placas Nunc® de quatro pocos, contendo
aproximadamente 20 ovdcitos em 400 pL de meio
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de maturacdo em cada pogo, em temperatura de
38,5°C, com 5% de CO,, 95% de ar atmosfeérico
e 95% de umidade em estufa incubadora. Os
ovocitos foram cultivados nestas condi¢cdes de
temperatura e atmosfera durante 24 horas. Apés
este periodo foram submetidos a avaliacéo da
taxa de maturacao nuclear.

Delineamento experimental. Um total de
515 ovoécitos imaturos foi distribuido em
seis tratamentos. No T1 (testemunha) apds
a decantacao e selegcao, os ovécitos foram
imediatamente submetidos ao procedimento
de maturagao in vitro, conforme descrito
anteriormente. O restante dos ovdcitos foram
mantidos em Talp-Hepes sobre placa aquecedora
a 37° em condi¢des atmosféricas do ambiente,
por dois tempos diferentes, zero e cinco horas.
Ao termino do periodo de manutengao, os COCs
foram submetidos a coloragcdo por ACB por um
periodo de 60 minutos. No tempo zero hora, os
ovocitos foram expostos diretamente ao corante
ACB. No tempo cinco horas, apés o término do
periodo de exposicao, os ovacitos foram expostos
durante 60 minutos ao corante ACB. Apds o
periodo de coloragdo organizou-se os seguintes
tratamentos: corados zero hora (T2), ndo corados
zero hora (T3), corados cinco horas (T4) e ndo
corados cinco horas (T5). Um outro grupo (T6),
os ovocitos foram mantidos em Talp-Hepes por
5 horas e submetidos imediatamente a MIV.
Em seguida ovdcitos de cada tratamento foram
submetidos a maturacgao in vitro para posterior
avaliagédo da taxa de maturagdo nuclear. Foram
realizadas trés repeticdes para cada tratamento.

Avaliagcdo da miv. Para avaliacdo da taxa de
maturacao, os ovocitos de todos os tratamentos
foram submetidos ao procedimento de remocéao
do cumulus oophorus (COSTA et al., 1997b).
Posteriormente, foram hipotonizados, fixados em
l&mina e corados com orceina a 2%, segundo
COSTA et al. (1997c). A leitura das laminas foi
realizada em microscépio 6ptico, com aumento
de 1.000X em imersao, para se avaliar o estadio
do ciclo celular meiético. Os ovdcitos foram
classificados, de acordo com a configuragédo dos
cromossomos, em metéfase Il (MIl), metafase |
(MI), cromatina condensada em grumos (CCG)
ou sem configuragdo cromossémica (SCC).
Foi considerado como maturado nuclearmente
0s ovécitos que apresentasse configuragéo
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cromossOmica nuclear em metafase Il e, estruturas
que apresentassem o primeiro corpusculo polar.
As taxas de maturagéo nuclear foram comparadas
em tabelas de contingéncia e analisadas pelo
teste de qui-quadrado a 5% de probabilidade
(SAMPAIO, 2002).

Resultados e Discussao

Ovécitos considerados corados (ACB+)
apresentaram coloragéo citoplasméatica azul,
enquanto ovécitos classificados como néo
corados (ABC-) apresentavam coloragédo de
citoplasma sem a presencga de alteragdo, como
demonstrado na Figura 1.

Figura 1. Demonstragéo dos ovdcitos corados (ACB+)
e ndo corados (ACB-) apds serem expostos a 60 min
ao corante Azul Crezil Brilhante (ACB). Fonte: Arquivo
dos autores

Os resultados referentes as taxas de ovocitos
ACB+ e ACB-, expostos ao ACB (por 60 minutos)
imediatamente apods sele¢do morfoldgica ou apds
cinco horas de manutencao em Talp Hepes,
encontram-se dispostos na Tabela 1.

Tabela 1 - Taxa de coloragao de ovdcitos expostos ao
corante ACB por 60 min imediatamente apds selecédo
morfoldgica ou apds cinco horas de manutengdo em

Talp-Hepes

Grupo Nuamero de o (9
experimental Ovécitos ACB* (%) ACB- (%)
G1 211 114(54,0) 97(46,0)°
G2 219 129(58,9)2 90(41,1)°

Grupo 1 - Ovdcitos expostos ao corante ACB logo
apos selegcao morfolégica

Grupo 2 - Ovécitos expostos ao corante ACB apos
periodo de cinco horas em Talp-Hepes

Letras iguais na mesma coluna indicam valores
semelhantes (p>0,05) pelo teste de qui-quadrado.

No presente trabalho a taxa de ovdcitos ACB+ e
ACB- quando expostos a solugdo de coloragao
por uma hora, foram semelhantes as taxas
encontradas por MANJUNATHA et al. (2007).
Estes autores, apesar de trabalharem com
ovocitos de bufalas, submeteram os CCOs a
mesma concentracao de ACB (26uM) diluido em
mPBS e durante o periodo de 90min de exposigao,
em condigbes de incubagdo, encontrando taxas
de 57% de ovocitos ACB+ e 43% de ovdcitos
classificados como ACB-, valores préximos aos
encontrados neste trabalho. Ao testarem o corante
em CCOs bovinos, aspirados de ovaérios de
animais abatidos, ALM et al. (2005) e MOTA (2008)
encontram taxas de 58% (ACB+); 42% (ACB-)
e 60% (ACB+); 40% (ACB-), respectivamente,
valores também similares aos apresentados
neste experimento. Adicionalmente, BHOJWANI
et al. (2007) buscando utilizar esta técnica para
selecionar ovécitos ACB+ imaturos bovinos
para a producédo de embrides, pela técnica de
Transferéncia Nuclear de Células Somaticas,
obtiveram 59,4% de ovécitos ACB+ e 40,6% de
ovécitos ACB-.

Diferente do presente experimento, os trabalhos
até aqui citados expuseram os CCOs a solugao de
ACB diluido em mPBS, em estufas incubadoras
sob condi¢cdes de atmosfera umidificada e nao
sobre placa aquecedora em condigdes de umidade
ambiental. De acordo com as taxas descritas
e comparadas neste trabalho, a exposi¢cao dos
CCOs ao ACB em placas Nunc® sobre placa
aquecedora (sem controle de umidade), nao
comprometeu a interagdo entre a G6PDH e o
corante, visto que, as taxas de coloragédo foram
semelhantes. Outro fator de variagao é o tempo
de exposi¢ao dos ovdcitos ao corante. Dentre os
estudos encontrados, nota-se que MOTA (2008)
manteve os CCOs por apenas 60 min, diferente
de MANJUNATHA et al. (2007), BHOJWANI et al.
(2007) e ALM et al. (2005) que incubaram por 90
min. No entanto, é possivel afirmar que os 60 min
de exposigcdo dos CCOs ao ACB sao suficientes
para que os ovocitos mais competentes se tornem
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corados de azul, possibilitando a referida selecao
bioquimica.

Com relagédo aos ovdécitos mantidos por cinco
horas em Talp Hepes, simulando transporte
do campo para o laboratério, e em seguida
expostos ao corante, ndo verificou-se diferenca
(p>0,05) nas taxas de ACB+ e ACB- quando
comparadas a coloragédo imediatamente apos
selegdo morfoldgica (Tabela 1).

Diante destes achados, sugere-se que o corante
ACB foi capaz de selecionar os ovoécitos mais
competentes (ACB+) mesmo apds longo periodo
(5 horas) em condi¢des de transporte simulado.
Provavelmente, os niveis e/ou a atividade da
G6PDH dos ovécitos em meio Talp-Hepes nao
alteraram ao longo das cinco horas, € uma vez que
as estruturas estavam continuamente expostas
ao corante a enzima foi capaz de degradar o
ACB da mesma maneira de quando & exposto
imediatamente.

LEIVAS et al. (2004) concluiram que o transporte
de ovécitos em meio TCM-HEPES por periodos
de até 12 horas a 39° C nao determinaram
decréscimo nas taxas de desenvolvimento
embrionario in vitro bem como no namero de
células de blastocistos eclodidos. De acordo com
MONTAGNER et al. (2000) a adicao de Hepes
aos meios de maturacao de ovdcitos (TCM-199
modificado) e desenvolvimento embrionario
(KSOM modificado) minimiza a variagao de
pH, diminuem a variabilidade dos resultados e
incrementam os indices de blastocistos.

Dessa forma, o periodo de apenas cinco horas de
simulacgao de transporte, somado as propriedades
de manutencdo da viabilidade do gameta
proporcionadas pelo tampao Hepes, mantiveram
0s CCOs em condigdes bem semelhantes aqueles
ovocitos imediatamente expostos ao ACB. A partir
do exposto, pode-se afirmar que o corante ACB
se mostrou eficaz na selegao de ovécitos bovinos
imaturos, mesmo quando os mesmos foram
submetidos a periodos prolongados de transporte
simulado.

WONGSRIKEAO et al., (2006) ao testarem a
dupla exposicao de CCOs suinos observaram
que todos os ovdcitos classificados como ACB+
ao inicio da MIV também exibiram o citoplasma
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corado apds exposi¢ao ao corante depois de 44h
de MIV. Apesar dos autores utilizarem espécie
distinta e meio de cultivo suplementado com
outros fatores (objetivando a maturagao nuclear
in vitro), impossibilitando assim a comparagéo
direta com o meio Talp Hepes, o fato dos ovdcitos
ACB+ continuarem classificados como ACB+
apo6s 44h corrobora com os achados do presente
experimento, de que, a taxa de ovécitos ACB+
apos zero ou cinco horas em Talp Hepes continua
semelhante.

Neste trabalho, foi também avaliada a capacidade
de maturacéo in vitro de ovdcitos a partir da
selegcado dos CCOs corados ou nao apos selecao
morfolégica ou apds cinco horas de manutengéo
em Talp Hepes. Os resultados encontram-se
sumarizados na Tabela 2.

Tabela 2. Maturagdo nuclear in vitro de ovocitos ACB+ e
ACB- selecionados apos exposi¢do imediata ao corante
ou apos cinco horas de manutengéo em Talp Hepes.

Tratamentos N MI(%) Ml (%) Dege('lz)’a“s
T1-Controle 105 16 (15,2)* 82 (78,1) 7 (6,7)
T2-ACB+ 98 5(51)p 72(735F 21 (21,4)
T3-ACB- 94 29 (30,9 36(382)° 29 (30,9)
T4- ACB+ (5h) 103 10 (9,7)® 68 (66,07 25 (24,3)°
T5-ACB- (5h) 81 24 (29,7 30 (37,0 27 (33,3)

Valores com letras sobrescritas diferentes na mesma coluna indicam diferengas
(p < 0,05) pelo teste do qui-quadrado.

Aproximadamente 70-80% dos CCOs bovinos
submetidos aos sistemas de maturagao in vitro
atuais, atingem o estadio de MIl da meiose (ALM et
al., 2005; DODE e ADONA et al., 2001). De acordo
com os resultados obtidos neste experimento,
observa-se que a taxa de maturagao nuclear
de ovdcitos ACB+ foi superior aqueles ACB-,
independente do momento em que foram expostos
ao corante. Entretanto, os ovdcitos do grupo ACB+
(zero ou cinco horas) nao apresentaram maior
capacidade de maturagao quando comparado
ao grupo controle. Esses resultados corroboram
os achados de ALM et al. (2005), os quais
também obtiveram maior percentual de ovdcitos
ACB+ (72,5%) em MIl comparado aos ovécitos
ACB- (58,1%). Semelhantemente estes autores
também nao verificaram maior taxa de maturagao
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de ovocitos ACB+ quando comparado ao grupo
controle. MANJUNATHA et al. (2007) obtiveram
maior percentual de maturagao in vitro a partir de
ovocitos bubalinos ACB+ (82,6%) comparado aos
classificados como ACB- (59,2%). No entanto,
ovocitos ACB+ também apresentaram o mesmo
percentual de maturagdo que o grupo controle.

O percentual de maturagao nuclear in vitro de
CCOs pode variar principalmente em funcao do
didmetro dos ovdcitos (OTOl et al., 1997; YONG et
al.,1997; FAIR et al., 1995). CHRISTMANN et al.,
(1994) sugeriram que ovdcitos em crescimento,
ainda nao possuem capacidade de ativar o
complexo fator promotor de mitose (MPF) devido
a presenca de inibidores no ooplasma do gameta.
De fato, ANGUITA et al. (2007) observaram que
ovocitos de maior didmetro apresentaram maior
atividade de MPF ao término da MIV. Além
disso, FAIR et al. (1995) argumentaram que
ovaocitos bovinos apresentando didmetro <100
gm ainda ndo possuem completa capacidade
para transcricao e tradugcao de importantes
mMRNAs necessarios para a sinteses e ativagao
de proteinas requeridas para o rompimento
do envelope nuclear. Segundo esses autores,
ovacitos bovinos adquirem completa competéncia
meidtica quando apresentam cerca de 110um.

Trabalhando com ovdcitos de novilhas (7-11
meses), PUJOL et al., (2004) verificaram que
ovocitos ACB+ (incluindo a zona pelucida)
apresentam maior didmetro médio (152,6 ym) que
0s ACB- (147,0 um). Maior didmetro de ovécitos
ACB+ também ja foi confirmado em porcas (ROCA
et al. 1998) e cabras pré-puberes (RODRIGUEZ-
GONZALEZ et al., 2002). Considerando que,
ovécitos ACB+ apresentam menor atividade da
enzima G6PDH (ALM et al., 2005) tornando-se
corados ao término da exposigéo e que apresentam
em média maior didmetro que os aqueles ACB-
, verifica-se que os ACB+ apresentam maior
competéncia para a retomada da divisdo meidtica,
fato este confirmado no presente experimento. O
presente estudo identificou que maior nimero de
ovdécitos classificados como ACB- apresentaram
a configuragdo nuclear de Ml ao término das 24
horas de MIV, comparado ao tratamento controle
e aos ovocitos ACB+. Tal resultado demonstra
que ovoécitos ACB- apresentam atraso e/ou
incapacidade de completarem a divisdo meidtica.
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EL SHOURBAGY et al. (2006) demonstraram
que ovocitos suinos ACB- apresentam menor
numero de cépias de DNAmt do que os ACB+.
Ainda, WU et al., (2007) trabalhando com ovdcitos
de camundongas, observaram que ao término
da MIV, os ovdcitos ACB- apresentaram um
padrao de distribuicdo mitocondrial mais difuso
no citoplasma e nao proximo a placa metafasica
como aqueles ACB+. Tais trabalhos demonstram
que a incompeténcia citoplasmatica de ovdcitos
ACB- pode comprometer diretamente a maturagao
nuclear.

No presente estudo foi possivel notar que ovocitos
submetidos ao corante ACB, independente da
classificagdo, apresentaram maiores taxas de
degeneracao ao término da MIV, comparado
ao tratamento controle (ndo exposto ao corante
ACB). Segundo ALM et al., (2005) a exposicao dos
ovécitos ao ACB por 90 min ndo esta associada
a alteragdes na configuragao das cromatinas. No
trabalho supracitado verificou-se que 12,5% dos
ovacitos apresentaram sinais de degeneragéo logo
apos aspiracao dos foliculos, e ao término dos 90
min em solu¢do de ACB foi encontrado 15,7% de
ovécitos apresentando sinais de degeneracéo,
caracterizados por cromatina picnética em varios
estdgios da meiose ou cromatina degenerada
e dispersa pelo ovdcito. Da mesma forma, ao
avaliar os mesmos parametros apos a MIV, ALM
et al.(2005) observaram que 14,6% de ovocitos
expostos ao ACB mostraram-se degenerados
€ ao passo que apenas 5,7% se apresentaram
degenerados para o grupo controle (MIV logo
apés selegao morfoldgica, sem exposigdo ao
corante). Apesar da concentragdo minima
para coloragdo de 26uM de ACB estar sendo
enfatizada na maioria dos trabalhos, confirmada
por MANJUNATHA et al., (2007), e ndo apresentar
efeitos deletérios ao embrido (TIFFIN et al., 1991),
KATSKA-KSIAZKIEWICZ et al. (2007) observaram
que do pool total de CCOs de cabras expostos
ao ACB, 3,6% do total apresentaram sinais de
degeneracgéao no citoplasma.

De acordo com os autores alguns ovécitos
poderiam ser mais sensiveis ao ACB apresentando
caracteristicas apoptoéticas. Outra razao
que poderia justificar elevacdo das taxas de
degeneragdo é o tempo de exposicao a este
corante em condi¢des que ndo sejam totalmente
propicias para a maturacdo do ovécito. A falta

350



REVISTA COLOMBIANA
OE CIENCIA ANIMAL

HEl ;-éﬂ

de nutrientes essenciais para a completa
maturagao nuclear e citoplasmatica dos ovocitos
e possivelmente um reinicio da meiose precoce,
em razao da retirada da estrutura do ambiente
folicular, poderiam representar causas provaveis
de degeneragdo a ovdcitos expostos por um
tempo prolongado a solugdes corantes.

Portanto, a partir do presente estudo esclareceu
duas possibilidades bastante pertinentes.
Primeiramente, mesmo que outros parametros
como a competéncia para o desenvolvimento
embrionario e a qualidade dos embrides nao
tenham sido analisados, verificou-se que a
selecdo nao invasiva de CCOs via corante ACB,
selecionando ovécitos de maior competéncia
meidtica, & possivel na auséncia de condi¢des
atmosféricas controladas. Adicionalmente, a
constatagao de que os ovocitos ainda apresentam
capacidade de coloragao através do ACB
mesmo apos cinco horas em Talp Hepes, abre
possibilidades para que a selegao bioquimica
de CCOs possa ser empregada, mesmo apos
longo periodos compreendidos entre aspiragcéo
€ o inicio dos procedimentos de cultivo in vitro.
Neste sentido, mesmo na auséncia de estufas
incubadoras, os CCOs poderao ser submetidos
a coloragao por ACB sobre placa aquecedora
ou mesmo serem submetidos ao teste de

, etal.

coloracao durante o transporte para o laboratério
em periodo de 5 horas, no intuito de selecionar
bioguimicamente as estruturas mais viaveis e
possivelmente mais competentes.

Este estudo precursor abre iniUmeras possibilidades
futuras para comprovacgao cientifica da eficiéncia
da utilizacdo de uma classificacdo quimica para
complexos cumulus oophorus que sao utilizados
no processo de PIVE de embrides bovinos. Tal fato
viria de encontro a necessidade extremamente
pertinente de utilizacdo de métodos menos
subjetivos e mais precisos para classificagao dos
gametas femininos.

Conclusoes

A capacidade de coloragao de ovécitos por ACB
nao se altera apés manutengcéo dos mesmos por
cinco horas em meio Talp-Hepes.

A competéncia de ovdcitos ACB+ em atingir o
estadio de MIl é maior que ovdcitos ACB-, mesmo
apos cinco horas de manutengao dos CCOs em
meio Talp-Hepes.
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