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INFLUENCIA DO METODO DE RECUPERACAO OOCITARIA SOBRE OS

PARAMETROS QUANTI-QUALITATIVOS DE OOCITOS BOVINOS

INFLUENCE OF THE RECOVERY METHOD ON THE QUANTI-QUALITATIVE

PARAMETERS OF BOVINE OOCYTES

RESUMO

Os objetivos foram avaliar os parametros quanti-qualitativos de odcitos bovinos apés
recuperacdo usando diferentes métodos de colheita e tipos de émbolo da seringa de aspiragéo.
Assim, dois experimentos foram realizados usando ovérios de fémeas post-mortem. No
primeiro experimento, duas técnicas de colheita oocitaria foram empregadas: aspiracdo de
foliculos (2-8 mm) com agulha 21G e seringa de 5 mL e, fatiamento da superficie ovariana
(slicing). No segundo experimento, foliculos (2-8 mm) foram aspirados usando seringa com
distintos émbolos (borracha vs. plastico). Os complexos cumulus-oécito (CCOs) foram
classificados por critérios morfologicos em grau | e Il (vidveis), Il e IV (ndo viaveis). Em
seguida, CCOs foram corados com o ACB (60 min; 26 uM) e classificados como ACB*
(viaveis) e ACB™ (ndo viaveis). Um total de cinco repeticGes por experimento foi realizado e
os dados analisados pelo teste exato de Fisher (P<0,05). No primeiro experimento, 0 nimero
de od6citos por ovario obtido por slicing foi maior quando comparado a aspiracdo folicular
(14,8 vs. 7,5; P<0,05). Contudo, um maior percentual de CCOs viaveis observado pelo ensaio
de ACB foi obtido a partir da aspiracdo folicular (65,7% vs. 31,0%; P<0,05). No segundo
experimento, nenhuma diferenca (P>0,05) foi observada entre os tipos de émbolos quanto aos
parametros quantitativos. Quanto a qualidade oocitéaria avaliada por critérios morfologicos,

um percentual maior de odcitos viaveis foi recuperado usando émbolo de borracha (75,4% vs.
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58,2%; P<0,05). Em conclusdo, odcitos de melhor qualidade podem ser obtidos a partir da
aspiracdo folicular, especialmente usando seringa com émbolo de borracha.

PALAVRAS-CHAVE: Aspiracdo folicular. Qualidade oocitéria. Slicing.

ABSTRACT

The aims were to evaluate qualitative-quantitative parameters of bovine oocytes after
recovery using different collection methods and piston type from the aspiration syringe. Thus,
two experiments were performed using ovaries from post-mortem females. In the first
experiment, two techniques of oocyte recovery were used: aspiration of follicles (2-8 mm)
with 21G needle and 5 mL syringe, and slicing of the ovarian surface. In the second
experiment, follicles (2-8 mm) were aspirated using syringes with different pistons (rubber
vs. plastic). The cumulus-oocyte complexes (COCs) were classified by morphological criteria
as grade | and Il (viable), 111 and 1V (non-viable). Then, COCs were stained with BCB (60
min, 26 uM) and categorized as BCB" (viable) and BCB" (non-viable). A total of five
repetitions per experiment was performed and the data analyzed by Fisher's exact test
(P<0.05). In the first experiment, the number of oocytes per ovary obtained by slicing was
higher when compared to the follicular aspiration (14.8 vs. 7.5; P<0.05). Nevertheless, a
greater percentage of viable COCs observed by BCB assay was obtained from the follicular
aspiration (65.7% vs. 31.0%; P<0.05). In the second experiment, no difference (P>0.05) was
observed the piston type as the quantitative parameters. As the oocyte quality evaluated by
morphological criteria, a higher percentage of viable oocytes were recovered using rubber
piston (75.4% vs. 58.2%; P<0.05). In conclusion, better quality oocytes can be obtained from
follicular aspiration, especially by using a rubber piston syringe.

KEY-WORDS: Follicular aspiration. Oocyte quality. Slicing.
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INTRODUCAO

Ao longo dos anos, inimeros avangos foram alcangados quanto ao desenvolvimento de
programas relacionados ao uso de biotécnicas aplicadas a reproducdo animal (MACHATY et
al., 2012). Dentre esses avancos, destacam-se aqueles relacionados a producdo in vitro de
embribes (PIVE), especialmente na espécie bovina, que possibilitaram varios beneficios para
o setor cientifico, produtivo e tecnoldgico (DE BEM et al., 2014).

A PIVE compreende varias etapas que consistem desde a recuperacdo de odcitos até o
desenvolvimento in vitro (DIV) dos embrides, na qual cada uma tem influéncia direta no
resultado final. De forma sucinta séo as seguintes as etapas do processo: recuperacéo, selecdo
e maturacdo in vitro de complexos cumulus-oocito (CCOs), capacitacdo espermatica seguida
de fecundacdo in vitro, DIV dos presumiveis zigotos e transferéncia de embries para
receptoras sincronizadas (VARAGO et al., 2008). Em virtude de todas as suas aplicacdes,
varios grupos tém buscando aumentar a eficiéncia da PIVE, visando conhecer os fatores
envolvidos em cada etapa.

Uma vez que o desenvolvimento embrionario esta intimamente relacionado a qualidade
dos odcitos, estudos tém sido realizados a fim de aperfeicoar os sistemas de colheita e
avaliacdo qualitativa dos mesmos (IORIO et al., 2014; OPIELA; KATSKA-
KSIAZKIEWICZ, 2013). Em fémeas post-mortem, a colheita oocitaria € realizada pelas
técnicas de aspiracdo folicular, utilizando agulha acoplada a seringa ou bomba de vacuo, e
slicing, que consiste no fatiamento do cortex ovariano para exposi¢do do liquido folicular
(BERNAL et al., 2014). Ambas as técnicas podem apresentar vantagens e desvantagens
quanto a taxa de recuperacdo e qualidade dos odcitos obtidos (KAKKASSERY et al., 2010).
Além disso, a composicdo dos materiais utilizados durante a colheita também pode diminuir a
qualidade desses gametas, especialmente devido a toxicidade que podem apresentar para a

reproducdo (ENGLAND; ALLEN, 1992; NIJS et al., 2009).
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Assim, a qualidade oocitéria adquirida progressivamente durante a foliculogénese deve
ser conservada durante a recuperacgdo oocitéaria (SILVA et al., 2016). Portanto, os objetivos do
presente trabalho foram avaliar os parametros quanti-qualitativos de o6citos bovinos ap6s

recuperacdo usando diferentes métodos de colheita e tipos de émbolo da seringa de aspiracéo.

MATERIAL E METODOS

Todos os experimentos foram realizados em concordancia com Comité de Etica de Uso
de Animais (CEUA, no. 23091.001069/2015-79). Os reagentes usados foram adquiridos da
Sigma-Aldrich (St. Louis, EUA) e quando necessario o pH das solucdes e/ou meios foi
ajustado para 7,4.

Assim, dois experimentos foram realizados usando ovérios de fémeas adultas, mesticas
e provenientes de abatedouro local. No primeiro experimento, duas técnicas de colheita
oocitaria foram empregadas: aspiracdo folicular e fatiamento da superficie ovariana (slicing).
No segundo experimento, foliculos foram aspirados usando seringa com distintos tipos de
émbolos (borracha vs. plastico).

Para tanto, ovarios bovinos foram transportados ao laboratério em solucdo salina (NaCl,
0,9%) aquecida a 35-370C. No laboratorio, ovarios foram lavados em uma nova solucédo de
transporte e mantidos em banho-maria (370C) para a colheita oocitaria. Entdo, para a
aspiracdo folicular, foliculos de 2-8 mm de didmetro foram aspirados com auxilio de uma
agulha de 21G acoplada a uma seringa de 5 mL contendo solucdo tampao fosfato (PBS). Ja
para o slicing, ovarios foram alocados separadamente em placas de Petri e cortes foram
realizados no cortex ovariano com distancia de aproximadamente 2 mm, utilizando uma
lamina de bisturi e priorizando as regi6es com foliculos de 2—-8 mm.

Apos a colheita oocitaria, o liquido folicular foi examinado sob estereomicroscopio

para a recuperacdo dos CCOs. Em seguida, os mesmos foram classificados por critérios
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morfolégicos em vidveis (pelo menos uma camada completa de células do cumulus e
citoplasma homogéneo) e ndo vidveis (camada incompleta de células do cumulus e citoplasma
homogéneo ou heterogéneo e/ou odcito degenerado), conforme Gongalves et al. (2008).

Para o0 ensaio de azul de crescil brilhante (ACB), os odcitos foram lavados em gotas de
PBS e incubados com ACB diluido em PBS (26 pM) por 60 min a 38,50C. Decorrido 0
tempo, o6citos foram lavados em PBS e sob estereomicroscépio foram classificados em
ACB" (viaveis; coloracdo azul no citoplasma) e ACB’ (ndo viaveis; citoplasma incolor). O
corante ACB é reduzido pela enzima glucose-6-fosfato desidrogenase (G6PDH) de azul para
incolor (ACB’) em oocitos em fase de crescimento. J& em o0citos crescidos, o ACB néo é
reduzido pela G6PDH fazendo com que os odcitos apresentem cor azul no citoplasma (ACB™)
(OPIELA; KATSKA-KSIAZKIEWICZ, 2013).

Para analise dos dados, a taxa de recuperacao oocitaria (odcitos recuperados/ foliculos
aspirados), o namero de odcitos colhidos por ovario e os percentuais de o0citos viaveis
(odcitos viaveis/total de odcitos recuperados) por classificagdo morfologica e ensaio de ACB
foram analisados pelo teste de exato de Fisher, usando o software Graphpad Instat 3.06
(GraphPad Software Inc., La Jolla, EUA). Para cada experimento, pelo menos cinco
repeticdes foram realizadas. Os resultados foram expressos como média e/ou medias

percentuais, sendo considerados significativamente diferentes quando P<0,05.

RESULTADOS E DISCUSSAO
No primeiro experimento, um total de 48 ovarios foi utilizado (24 ovarios/método de
recuperacdo). Destes, 181 e 355 estruturas foram recuperadas por aspiracédo folicular e slicing,
respectivamente. O nimero de odcitos por ovario obtido pela técnica de slicing foi maior
quando comparado a aspiragdo folicular (14,8 vs. 7,5; P<0,05). Diferenca nesse parametro

também foi observado por Wang et al. (2007) para o6citos bovinos (9,6 vs. 5,8). Em geral, a



125

126

127

128

129

130

131

132

133

134

135

136

137

138

139

140

141

142

143

144

145

146

147

148

149

maior recuperac¢do alcancada pela técnica de slicing pode esta associada ao procedimento que
favorece a colheita de odcitos de foliculos com pequeno didmetro que normalmente ndo séo
utilizados na colheita por aspiracdo folicular (SIANTURI et al., 2002).

Quanto a qualidade oocitaria (Tabela 1), nenhuma diferenca foi observada entre as
técnicas de recuperacdo para a qualidade oocitaria avaliada por critérios morfologicos
(P>0,05). Sianturi et al. (2002), estudando esse mesmo pardmetro de avaliacdo oocitaria,
também ndo observaram influéncia dos métodos de recuperacgdo sobre a qualidade de odcitos
bovinos viaveis oriundos de abatedouro (aspiragdo folicular: 27,71%; slicing: 33,78%). Ja
outros autores tém demostrado que CCOs de melhor qualidade podem ser obtidos a partir da
técnica de slicing em comparacdo a aspiracdo folicular (CAROLAN et al., 1994; WANG et
al., 2007).

Além disso, um maior percentual de CCOs viaveis usando o ensaio de ACB (P<0,05)
foi obtido a partir da aspiracdo folicular quando comparado ao slicing. Adicionalmente, um
maior percentual de CCOs nédo viaveis foi obtido a partir do slicing (P<0,05). Esse resultado
pode estar relacionado a capacidade do ACB em corar CCOs mais desenvolvidos (OPIELA;
KATSKA-KSIAZKIEWICZ, 2013), os quais foram obtidos em maior quantidade através da
aspiracao folicular, que permite a selecdo mais eficiente dos foliculos que serdo utilizados. Na
técnica de slicing, os cortes podem atingir regibes que apresentem foliculos de pequeno
didmetro onde os o0citos ndo estdo totalmente crescidos (FAIR et al., 1995; SIANTURE et
al., 2002). Portanto, € possivel afirmar que para a comparacdo entre os métodos de colheita, o
ensaio de ACB foi determinante para a avaliacdo eficiente da qualidade oocitéria.

Atualmente, varios grupos tém utilizado o ensaio ACB a fim de auxiliar a avaliacdo
morfolégica convencional na classificacio de odcitos de melhor qualidade e,
consequentemente, aumentar o sucesso da PIVE (MIRSHAMSI et al., 2013; OPIELA;

KATSKA-KSIAZKIEWICZ, 2013). Normalmente, oocitos ACB™ (considerados viaveis)
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possuem um melhor desempenho nas etapas de maturacdo e fecundagdo in vitro
(MIRSHAMSI et al., 2013), considerando assim o ensaio como eficaz para predizer a
qualidade oocitéria e, no presente estudo, afirmando a aspiracdo folicular como método de
recuperacdo de um maior nimero de odcitos viaveis e, portanto, outra variavel no método de
aspiracdo foi testada, a qual consistiu na comparacdo dos tipos de émbolo da seringa
(borracha vs. plastico).

No segundo experimento, um total de 64 ovarios (32 ovarios /tipo de émbolo) foi
utilizado, perfazendo uma taxa de recuperacdo de 43,7% (203/465) e 40,2% (153/381) e
numero de odcitos/ovario de 6,3 e 5,1 para o émbolo de borracha e plastico, respectivamente.
Nenhuma diferenca (P>0,05) foi observada entre os tipos de émbolos quanto aos parametros
quantitativos.

Quanto a qualidade oocitaria avaliada por criterios morfoldgicos, um percentual maior
de odcitos viaveis foi recuperado usando émbolo de borracha (Tabela 2). Contudo, nenhuma
diferenca foi observada na qualidade de odcitos avaliada pelo ensaio de ACB (P>0,05,
Tabela 2) para émbolo de borracha e plastico, respectivamente. Assim, apesar das seringas
com émbolo de plastico ser inertes, evitando possiveis reacbes com o fluido folicular, a
qualidade dos odcitos foi afetada positivamente pelo émbolo de borracha, utilizando a
morfologia como método de analise da qualidade oocitaria. Tal resultado pode ser atribuido a
maior rigidez do émbolo de plastico, o qual pode ter causado um desprendimento maior das
células do cumulus, promovendo a diminuicdo no percentual de odcitos morfologicamente
Viveis.

Contudo, lorio et al. (2014), usando émbolo de borracha para a obtencdo de estruturas
ovinas para a fecundacdo in vitro, verificaram que com 96 h de cultivo in vitro, o
desenvolvimento embrionario foi interrompido, apresentando sinais de degeneracdo. Essa

interrupgdo pode estar relacionada com o latex encontrado na seringa, o qual pode reagir com
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o fluido folicular e talvez interferir no desenvolvimento embrionério e, que nos primeiros
momentos de recuperacao oocitaria ndo gera danos na qualidade das estruturas.

Estudos anteriores demonstraram que seringas com émbolo de borracha apresentam
efeitos toxicos em testes utilizando espermatozoides (CRITCHLOW et al.,, 1989;
CLAASSENS et al., 2000). Contudo neste estudo, utilizando o ensaio de ACB, a qualidade de
odcitos imaturos ndo foi afetada pela composi¢édo da seringa. Provavelmente o curto tempo de
exposicdo dos odcitos a borracha do émbolo ndo foi capaz de estabelecer o efeito tdxico em

relagdo a seringa sem borracha (ENGLAND; ALLEN, 1992).

CONCLUSOES
Ambos os metodos (aspiracdo folicular e slicing) podem ser utilizados para recuperacéo
de odcitos bovinos oriundos de fémeas post-mortem. Contudo, apesar da maior recuperacdo
oocitaria através da técnica de slicing, o ensaio de azul cresil brilhante mostrou que o6citos
oriundos de aspiracao folicular possuem uma melhor qualidade, parametro importante para a
determinacdo da competéncia oocitaria. Além disso, o tipo de émbolo da seringa ndo afetou a
quantidade de odcitos recuperados; contudo, a aspiracdo folicular usando émbolo de borracha

resultou em um niimero maior de odcitos viaveis de acordo com a avaliacdo morfologica.
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Tabela 1 — Qualidade de o6citos bovinos obtidos por diferentes métodos de recuperagdo e

avaliados por critérios morfoldgicos e ensaio azul de cresil brilhante.

Métodos de Analise morfoldgica Ensaio de azul cresil brilhante
recuperacdo Viaveis N&o viaveis Viaveis Né&o
oocitaria (%) (%) (%) viaveis (%)
Aspiragéo 108/181 73/181 119/181 62/181
folicular (59,7)° (40,3)* (65,7) (34,2)°
241/355 114/355 110/355 245/355
Slicing
(67,9) (32,1) (31,0)° (69,0)°

22 diferem na mesma coluna (P<0,05).

Tabela 2 — Qualidade de odcitos bovinos obtidos por diferentes émbolos de seringa de

aspiracdo folicular (borracha vs. plastico) e avaliados por critérios morfologicos e ensaio de

azul de cresil brilhante.

Analise morfoldgica

Ensaio de azul cresil brilhante

Tipo de émbolo Né&o viaveis
Viaveis (%) N&o viaveis (%)  Viaveis (%)
(%)
Borracha 153 (75,4) 50 (24,6)° 134 (66,0) 69 (34,0)%
Plastico 89 (58,2)" 64 (41,8)° 92 (60,1)° 61 (39,9)°

2 diferem na mesma coluna (P<0,05).
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