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INFLUENCIA DOS MEIOS DE ESTOCAGEM DURANTE O TRANSPORTE DE
OVARIOS BOVINOS A 40C SOBRE A RECUPERACAO E QUALIDADE

OOCITARIA

INFLUENCE OF STORAGE MEDIA DURING TRANSPORT OF BOVINE OVARIES AT 40C

ON OOCYTE RECOVERY AND QUALITY

RESUMO

O objetivo foi avaliar os efeitos de meios simples (NaCl a 0,9%, PBS) e complexos
(DMEM e DPBS) na presenca e auséncia de soro fetal bovino (SFB) durante o transporte por
24 h de ovarios a 40C sobre a recuperacdo e a qualidade oocitaria bovina. Para tanto, cinco
experimentos (cinco repeticdes por experimento) foram realizados e ovarios ndo resfriados
foram considerados como controle. Apds a aspiracdo folicular, odcitos foram avaliados
quanto a qualidade por critérios morfolégicos e pelo ensaio de azul cresil brilhante. Ainda,
células dos cumulus de odcitos viaveis foram avaliadas quanto a sua viabilidade pelo azul de
tripan. Todos os dados foram analisados pelos testes de Fisher ou qui-quadrado (P<0,05). No
E1, NaCl permitiu uma maior taxa de recuperacdo em relacdo ao NaCl/SFB (46,0% vs.
39,6%), enquanto que os demais parametros ndo foram alterados. Ja no E2, o SFB em PBS
influenciou positivamente a taxa de recuperacdo (41,2% vs. 32,8%) e a viabilidade celular
(46,3% vs. 41,7%), quando comparado ao PBS. No E3, o SFB em DMEM teve uma
influéncia negativa sobre a taxa de recuperacdo (39,9% vs. 40,7%) e avaliacdo morfoldgica
(59,0% vs. 73,1%). Contudo, a adi¢cdo de SFB ao DMEM se mostrou benéfica a viabilidade
celular (42,0% vs. 34,5%). Em relacdo ao E4, a presenca de SFB em DPBS influenciou
positivamente a viabilidade celular (50,7% vs. 47,0%). Ja no E5, comparando os melhores

grupos [NaCl, PBS/SFB, DMEM, DPBS/SFB], a viabilidade celular mostrou uma maior
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porcentagem em DMEM (54,0%) e DPBS (54,5%), quando comparada a NaCl (48,3%) e
PBS (50,1%). Em conclusdo, a presenga do SFB em meios com alta capacidade de
tamponamento (PBS e DPBS) pode se mostrar benéfica. Contudo, meios complexos (DMEM
e DPBS) resultam num ambiente mais propicio para o resfriamento de ovéarios bovinos.

PALAVRAS-CHAVE: Produgdo in vitro de embrides. Resfriamento ovariano.

Suplementacéo proteica.

ABSTRACT

The aim was to evaluate the effects of simple (NaCl at 0.9%, PBS) and complexes
media (DMEM and DPBS) in the presence and absence of fetal bovine serum (FBS) during
24 h transport of ovaries at 40C on bovine oocyte recovery and quality. Then, five
experiments (five replicates per experiment) were performed and uncooled ovaries were
considered as controls. After follicular aspiration, oocytes were evaluated for quality by
morphological criteria and by brilliant cresyl blue assay. Also, cumulus cells of viable oocytes
were evaluated for viability by tripan blue. All data were analyzed by Fisher's or chi-square
test (P <0.05). In E1, NaCl allowed a higher rate of recovery compared to NaCl/FBS (46.0%
vs. 39.6%), while the other parameters were not altered. Already in E2, FBS in PBS positively
influenced recovery rate (41.2% vs. 32.8%) and cell viability (46.3% vs. 41.7%) when
compared to PBS. In E3, FBS in DMEM had a negative influence on the recovery rate (39.9%
vs. 40.7%) and morphological evaluation (59.0% vs. 73.1%). Nevertheless, the addition of
SFB to DMEM was shown to be beneficial to cell viability (42.0% vs. 34.5%). Regarding E4,
the presence of FBS in DPBS positively influenced cell viability (50.7% vs. 47.0%). Already
in E5, comparing the best groups (NaCl, PBS/FBS, DMEM, DPBS/FBS), cell viability
showed a higher percentage in DMEM (54.0%) and DPBS (54.5%) when compared to NaCl

(48.3%) and PBS (50.1%). In conclusion, the presence of FBS in media with high buffering
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capacity (PBS and DPBS) may show to be beneficial. Nevertheless, complex media (DMEM
and DPBS) result in an environment more favorable to the cooling of bovine ovaries.

KEY-WORDS: In vitro embryo production. Ovarian cooling. Protein supplementation.

INTRODUCAO

A producdo in vitro de embrides (PIVE) apresenta inimeras aplicacGes aos programas
de reproducdo em bovinos, uma vez que 0 seu uso permite a obtencdo de um grande numero
de individuos com elevado mérito genético em um curto periodo de tempo (MACHADO et
al., 2014). Devido as aplicacdes da PIVE, vem se buscando constantemente o aumento da
eficiéncia das suas etapas, as quais sdo: colheita de odcitos imaturos de foliculos antrais,
maturacdo oocitaria in vitro, fecundacdo in vitro, desenvolvimento in vitro, transferéncia
embrionaria e nascimento de crias (VARAGO et al., 2008).

Inicialmente, para a realizacdo da PIVE, a obtencdo oocitaria pode ser realizada a partir
de fémeas vivas (VIANA et al., 2017) ou post-mortem (SANTOS et al., 2016). Esta Gltima
representa uma importante fonte de odcitos, especialmente quando coletados de ovarios de
abatedouros, os quais apresentam ampla disponibilidade, embora algumas vezes encontram-se
distantes dos laboratorios (SANTOS et al., 2017). Dessa forma, durante o transporte dos
ovarios até o laboratorio as celulas podem sofrer apoptose e, consequentemente, causar perda
do material biolégico, bem como diminuicdo da qualidade e viabilidade dos odcitos
(CAVALIERI et al., 2015).

Nesse contexto, torna-se importante o desenvolvimento de metodologias simples para
diminuir as perdas sofridas durante o tempo de transporte dos ovarios. Assim, o resfriamento
de ovarios inteiros em diferentes meios, suplementados ou ndo, surge como uma importante
alternativa para manter a qualidade dos ovarios ate 0 momento do processamento, mantendo

uma boa viabilidade oocitaria (LUCCI et al., 2004). Dentre os meios que podem ser
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utilizados, existem aqueles de composicdo mais simples, como solugdo tampéo fosfato (PBS)
e solucdo de cloreto de sédio a 0,9% (NaCl), bem como meios mais complexos e nutritivos,
como o meio essencial minimo modificado por Dulbecco (DMEM) e solucdo tampdo fosfato
modificada por Dulbecco (DPBS) (BOHLOOLLI et al., 2015). Alguns protocolos trazem ainda
como suplementacdo desses meios uma fonte proteica, como o soro fetal bovino (SFB), a fim
de promover o aumento da viabilidade folicular (RODRIGUES et al., 2010). Contudo, ha
poucas informacdes sobre os efeitos desse tipo de suplementacdo associada ao melhor meio
para o resfriamento. Portanto, objetivou-se avaliar os efeitos de meios simples e complexos na
presenca e auséncia de SFB durante o transporte por 24 h de ovarios a 40C sobre a

recuperacdo e a qualidade oocitaria bovina.

MATERIAL E METODOS

Todos os experimentos foram realizados de acordo com a aprovacdo do Comité de Etica
de Uso de Animais (CEUA, no. 23091.001069/2015-79). Os reagentes e solugdes utilizados
na presente pesquisa foram adquiridos da Gibco-BRL (Carlsbad, EUA).

Cinco experimentos (cinco repeticbes por experimento) foram realizados usando
ovarios de fémeas bovinas adultas, mesticas e provenientes de abatedouro local. Em cada
experimento, ovarios foram distribuidos aleatoriamente nos grupos néo resfriados (controle) e
resfriados a 40C por 24 h na presenca ou auséncia de 10% de SFB, perfazendo trés grupos
para cada experimento. Assim, o experimento 1 (E1) consistiu na avaliacdo da solucdo de
NaCl a 0,9%; o segundo experimento (E2) na avaliacdo do PBS; o terceiro experimento (E3)
na analise do DMEM (Gibco 12800-017); o quarto experimento (E4) na avaliacdo do DPBS
(Gibco 14190) e, finalmente, o quinto experimento (E5) consistiu na comparacdo dos

melhores grupos observados nos experimentos anteriores.
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Antes do transporte e estocagem por 24 h a 40C, ovérios foram recuperados e
selecionados macroscopicamente quanto a presenca de foliculos ovarianos e qualidade
morfolégica (SANTOS et al., 2016). Decorrido o periodo acima e dentro das condi¢cdes
especificadas anteriormente, ovérios foram submetidos a aspiracdo folicular (2-8 mm)
utilizando agulha 21G e seringa de 5,0 mL. Ovarios do grupo controle foram processados
imediatamente ap6s a colheita. O conteudo recuperado da aspiracdo foi visualizado em
estereomicroscopio (aumento de 20x a 40x) e os odcitos foram classificados quanto a sua
qualidade inicialmente pela morfologia convencional, de acordo com o nimero de camadas de
células do cumulus e homogeneidade do citoplasma (GONCALVES et al., 2008): viaveis
(o6citos contendo uma ou mais camadas de celulas do cumulus e citoplasma homogéneo) e
ndo viaveis (oocitos parcialmente ou completamente desnudos com citoplasma homogéneo ou
heterogéneo) (GONCALVES et al., 2008).

Em seguida, a qualidade foi também avaliada pelo ensaio de azul cresil brilhante, ACB
(SANTOS et al., 2016). Esse corante tem a capacidade de selecionar odcitos crescidos através
da atividade intracelular da enzima glicose-6-fosfato desidrogenase (G6PDH). Essa enzima
tem alta atividade em odcitos em fase de crescimento e baixa atividade em od6citos crescidos.
A G6PDH tem a capacidade de reduzir o ACB de azul para incolor, fazendo com que odcitos
em fase de crescimento permanecam sem coloracdo, enquanto que 0s o0citos crescidos
apresentaram uma coloracdo azul em seu citoplasma (SHABANKAREH et al., 2014). Assim,
oocitos foram lavados e incubados em gotas de 300 uL de ACB (26 pM) por 60 min a
38,5°C. Decorrido o tempo, as estruturas foram avaliadas sob estereomicroscopio e aquelas
que apresentaram citoplasma azul foram classificadas como viaveis (ACB™), enquanto as que
ndo apresentaram coloracdo no citoplasma foram consideradas nao viaveis (ACB") (OPIELA

et al., 2008).
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Finalmente, foi realizada a avaliacdo de viabilidade das células do cumulus pelo ensaio
de azul de tripan. Para tanto, odcitos selecionados morfologicamente como vidveis foram
submetidos a desagregacdo mecanica das células do cumulus por sucessivas pipetagens,
resultando em uma suspenséo celular. Posteriormente, a suspensdo foi submetida a coloracéo
com azul de tripan (0,2%) para avaliacdo da viabilidade em camara de Neubauer, onde as
células presentes nos quatro quadrantes externos foram contabilizadas. Assim, células que
apresentaram coloracdo azul foram consideradas mortas e células sem coloracdo foram
consideradas vivas (SANTOS et al., 2006).

Para andlise estatistica, todos os dados foram expressos como medias percentuais de
cinco repeticdes = erro padrdo e analisados usando o software Graphpad Instat 3.06
(GraphPad Software Inc., La Jolla, EUA). Para os dados de taxa de recuperacdo oocitaria
(odcitos recuperados/ foliculos aspirados) e as taxas de odcitos viaveis (o0citos viaveis/total
de odcitos recuperados) por classificacdo morfologica e ensaio de ACB foram analisados pelo
teste de exato de Fisher. J4& os dados de viabilidade das células do cumulus (células
viaveis/total de células contadas) foram analisados pelo teste do chi-quadrado. Diferencas

entre 0s grupos em cada experimento foram consideradas significativas quando P<0,05.

RESULTADOS E DISCUSSAO
No intuito de avaliar os parametros quantitativos e qualitativos de o0citos bovinos
transportados por 24 h a 40C em meios simples (NaCl a 0,9% e PBS) e complexos (DMEM e
DPBS) na presenca e auséncia de 10% de SFB, um total de 532 ovarios foi obtido de fémeas
bovinas post-mortem e distribuidos entre os cinco experimentos: 121 (E1), 108 (E2), 71 (E3),
98 (E4) e 134 (E5). Em cada experimento, os ovarios foram distribuidos aleatoriamente entre

0S grupos experimentais.
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Assim, no primeiro experimento (E1, Tabela 1), observou-se que a quantidade de
odcitos recuperados foi afetada quando a presenca de SFB no meio de resfriamento, onde este
teve uma influéncia negativa na taxa de recuperacao de odcitos imaturos viaveis e nao viaveis,
em que uma maior taxa foi evidenciada no grupo de ovarios resfriados apenas com NacCl
(Tabela 1). Contudo, o resfriamento ndo afetou a qualidade oocitéria e a viabilidade das
células do cumulus em nenhum dos grupos avaliados, independente do meio de estocagem.
Desta forma, o grupo NaCl na auséncia de SFB, que ndo apresentou resultado negativo em
nenhum parametro, foi usado no quinto experimento.

Este resultado pode esta relacionado com o longo periodo de armazenamento em um
meio pobre de nutrientes, que pode levar a uma acidificacdo do liquido folicular, provocando
a ruptura do foliculo, bem como a uma fragmentacdo do DNA dos od6citos recuperados
(WONGSRIKEAO et al., 2005). Além disso, a presenca do SFB em NaCl, mesmo néo
mostrando diferencas nos resultados de qualidade oocitaria, mostrou-se prejudicial a
recuperacdo dos odcitos através da aspiracdo folicular. Contudo, esse resultado ndo indica que
0 SFB ndo tenha uma acao positiva no resfriamento de ovarios em NaCl, mas sim que esses
efeitos somente possam ser visualizados em analises mais especificas dos odcitos, como por
exemplo na taxa de maturacdo ou desenvolvimento embrionario.

No segundo experimento (E2, Tabela 2), inicialmente, o resfriamento afetou os
parametros oocitarios quanto a taxa de recuperacdo e viabilidade das células do cumulus de
odcitos bovinos. Contudo, a presenca de SFB influenciou positivamente tanto na avaliacdo
quantitativa (taxa de recuperagdo), quanto na viabilidade das células do cumulus dos o6citos
imaturos quando comparados ao grupo de ovarios resfriados apenas em PBS. Ja a qualidade
por morfologia e ensaio de ACB foi semelhante em todos os grupos. Santos et al. (2002),
estudando os efeitos da solucdo salina e do PBS na morfologia de foliculos pré-antrais

caprinos, observaram que a composi¢cdo mais rica do PBS forneceu fontes energeéticas e
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nutritivas que sustentaram a viabilidade folicular e oocitaria. Além disso, os componentes do
SFB combinados com o PBS podem ter permitido que uma maior quantidade de células do
cumulus permanecesse viva apés as 24 h de resfriamento, uma vez que baixas temperaturas,
em um meio que oferece um bom aporte nutricional, impede que a membrana das células se
desintegre (LIN et al., 2011). Portanto, o grupo PBS na presenca de SFB foi escolhido para o
quinto experimento.

No terceiro experimento (E3, Tabela 3), o resfriamento afetou a taxa de recuperacao, a
qualidade oocitéria quanto a morfologia e a viabilidade das células do cumulus. Com relacéo
a presenca de SFB, apenas a viabilidade das células do cumulus apresentou resultados
positivos comparando a0 DMEM na auséncia de SFB, sendo a taxa de recuperacdo e
avaliacdo morfoldgica influenciada negativamente pela presenca de SFB. Isso pode ser
explicado pela presenca de fatores de crescimento, aminoacidos, vitaminas e outros nutrientes
presentes tanto no soro quanto no DMEM, que combinados permitiram um ambiente
favoravel para as células que circundam os oocitos (PEREIRA et al., 2015). Ja o ensaio de
ACB foi semelhante entre os grupos avaliados (P>0,05). Assim, o grupo DMEM apresentou-
se melhor em dois parametros e, portanto, foi selecionado para o quinto experimento.

No quarto experimento (E4), o resfriamento afetou a taxa de recuperagdo de o0citos
imaturos bovinos (Tabela 4). DPBS/SFB e DPBS foram semelhantes quanto a taxa de
recuperacdo e qualidade avaliada por morfologia e ensaio de ACB. Contudo, a presenca do
SFB influenciou positivamente a viabilidade das células do cumulus, sendo superior ao grupo
de ovarios resfriados apenas em DPBS. Portanto, o grupo DPBS/SFB foi selecionado para o
quinto experimento. A menor taxa de recuperacdo observada nos grupos resfriados pode ser
explicada pelo longo periodo de resfriamento em baixas temperaturas, que pode ter
influenciado na degeneracdo dos foliculos, dificultando a recupera¢do dos o006citos no

momento da aspiracédo (KIM et al., 2006). Contudo, o bom resultado da viabilidade das
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celulas do cumulus no grupo suplementado com SFB pode esté relacionado a presenga de uma
maior quantidade de nutrientes e da alta capacidade de tamponamento do DPBS, que permite
a manutencdo de enzimas, horménios e pH em faixas fisiologicas, permitindo assim o seu
funcionamento normal e, consequentemente, aumentando a qualidade das células que
circudam o odcito (LIN et al., 2011; BOHLOOLI et al., 2015).

No quinto experimento (E5, Tabela 5), os grupos que obtiveram melhores resultados
nos experimentos anteriores [NaCl, PBS/SFB, DMEM, DPBS/SFB] e um grupo controle
foram comparados entre si. Assim, todos os meios foram semelhantes em relagdo a taxa de
recuperacdo, morfologia e ensaio de ACB (P>0,05). Contudo, o resfriamento afetou a
viabilidade das células do cumulus, onde os grupos de meios complexos [DMEM e
DPBS/SFB] mostraram viabilidade superior aos grupos de meios simples [NaCl e PBS/SFB].
Além disso, os dois grupos com meios complexos mostraram uma maior proximidade com o
grupo controle em relagdo a esse parametro. Anteriormente, Bohlooli et al. (2015)
compararam o efeito do resfriamento em diferentes temperaturas (40C, 250C e 380C) e meios
[solucdo salina normal; PBS; meio de otimizacdo simples K (KSOM); meio Chatot-Ziomek-
Bavister (CZB) e meio Charles Rosenkrans (CR1)], e os resultaram mostraram que a 40C, a
taxa de maturacdo alcancada foi de 81% em relacdo as outras temperaturas de transporte.
Nesse mesmo trabalho, CR1 e 0 KSOM, que tém uma composicdo mais complexa, resultaram
em uma melhor taxa de maturacdo (80,5% e 80,2%, respectivamente) que 0s demais meios,
tendo um efeito significativo também na taxa de ativacdo oocitaria. Além disso, maiores taxas
de embriBes clivados foram encontradas utilizando os meios CR1 (43,6%), KSOM (43,2%) e
CZB (41,1%). Dessa forma, é possivel afirmar que meios complexos tem maior capacidade de
manutencdo dos gametas femininos durante o resfriamento.

Além disso, a auséncia de diferencas estatisticas na taxa de recuperacdo oocitaria e na

morfologia dos odcitos recuperados (Tabela 5) sugerem que as caracteristicas dos foliculos
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permaneceram mesmo apds 24 h de resfriamento na presenca de meios apropriados
(SANTOS et al., 2002; SILVA et al., 2003). Contudo, os meios complexos, suplementados ou
ndo com SFB, que foram testados neste estudo, tiveram maior capacidade de manter a
viabilidade das células do cumulus, mostrando que esse fator é de grande importancia para a
conservagao de ovarios resfriados por logos periodos de tempo. Adicionalmente, a presenca
de fontes energéticas como o piruvato e tampdes na composicdo do DMEM e do DPBS/SFB
pode ter contribuido para esse resultado positivo (BOHLOOLI et al., 2015).

A presenca do SFB em meio com alta capacidade de tamponamento permite um
ambiente mais adequado para manutencdo das caracteristicas de qualidade dos ovarios, uma
vez que longos periodos de armazenamento fora do ambiente in vivo acidificam o liquido
folicular devido a mudancas no metabolismo. Essa acidificagdo pode provocar degeneragédo
do DNA e, consequentemente, perda da viabilidade oocitaria (WONGSRIKEAO et al., 2005).
Assim, meios que tém a capacidade de manter o pH estavel oferecem um melhor ambiente
para 0 armazenamento de ovarios, permitindo assim que as suas células utilizem melhor o
oxigénio e a glicose presentes no meio, bem como mantenham as enzimas e hormoénios em
faixas fisiologicas, garantindo suas funcbes mesmo em condicBes de isquemia por periodos
longos de tempo (SALEHI et al., 2004).

Este é o primeiro estudo a avaliar os efeitos de uma suplementacdo proteica em meios
simples e complexos no resfriamento de ovarios inteiros bovinos por longo periodo de tempo
e mostrou que meios e suplementacdo apropriada contribuem para que a falta de suporte
vascular ndo acarrete em mudancas drasticas de metabolismo que prejudicam parametros de
qualidade oocitaria (MAO et al., 2002). Contudo, em situac6es de necessidade, meios simples
podem ser usados, pois apesar de menos eficientes conseguem conservar a qualidade oocitaria

e a taxa de recuperacao.

10
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CONCLUSAO

O resfriamento a 40C e 0 meio de conservacdo de ovarios bovinos por 24 h pode
influenciar em fatores relacionados a qualidade de odcitos bovinos. A presenca do SFB em
meios com alta capacidade de tamponamento (PBS e DPBS) se mostrou benéfica para a
viabilidade das células do cumulus e a taxa de recuperacdo oocitaria. Contudo, 0 uso de uma
suplementacdo proteica em um meio muito nutritivo (DMEM) ou muito simples (NaCl) néo
demonstrou ser essencial para manter a qualidade dos odcitos. Adicionalmente, pode-se
afirmar que meios complexos como o DMEM e o DPBS proporcionam um ambiente mais

propicio para o resfriamento por 24 h de ovarios bovinos.
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371 Tabela 1 — Avaliacdo quanti-qualitativa de odcitos imaturos bovinos derivados de ovarios

372  resfriados por 24 h em NaCl na presenga e auséncia de soro fetal bovino (SFB).

Taxa de Qualidade oocitaria
Viabilidade das
Grupos recuperagao Avaliacéo Ensaio de
células do cumulus
(n) morfoldgica (n) ACB (n)
43,8 £ 3,6 53,6 £3,4 42,4+5,1 51,3+x24
Né&o resfriado
(192/438)™ (103/192)° (64/151)° (2037/3974)?
46,0 £ 34 67,2+5,2 38,2+48 50,3+24
NaCl
(287/624)" (193/287)° (92/241)* (2125/4221)*
39,6 +44 66,9 +2,4 39,6 +4,1 49,6 +0,5
NaCIl/SFB
(242/611)* (162/242)" (76/192)° (2824/5691)*

373 *": diferem na mesma coluna (P<0,05).
374
375 Tabela 2 — Avaliacdo quanti-qualitativa de odcitos imaturos bovinos derivados de ovarios

376  resfriados por 24 h em PBS na presenca e auséncia de soro fetal bovino (SFB).

Qualidade oocitaria

Taxa de Viabilidade das
Grupos Avaliacdo Ensaio de ACB
recuperacao (n) ceélulas do cumulus
morfoldgica (n) (n)
42,0+5,0 67,5+4,8 40,3+8,1 49,0+2,8
N&o resfriado
(231/550)* (156/231)* (73/181)* (1564/3193)*
328+34 60,0 £ 6,2 42,6 + 3,7 41,7+14
PBS
(155/473)° (93/155)* (49/115)* (1356/3252)°
41,2+21 68,7 4,9 44,4 + 46 46,3 + 3,3
PBS/SFB
(217/527)* (149/217)* (72/162)* (2445/5286)"

377 *": diferem na mesma coluna (P<0,05).
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378

379

380

381

382

383

384

Tabela 3 — Avaliacdo quanti-qualitativa de odcitos imaturos bovinos derivados de ovarios

resfriados por 24 h em DMEM na presenca e auséncia de soro fetal bovino (SFB).

Qualidade oocitaria

Viabilidade das

Taxa de
Grupos Avaliacéo Ensaio de ACB células do
recuperacao (n)
morfoldgica (n) (n) cumulus
33,050 60,4 £ 8,9 36,6 + 9,6 51,7+3,2
N&o resfriado
(227/687)* (137/227)* (64/175)* (1392/2691)*
30,1+4,3 73,1+4,7 29,0+£129 34,5+88
DMEM
(193/642) (141/193)° (42/145) (1844/5349)°
22,5+ 17 59,0+7,1 33,9+84 42,0+8,2
DMEM/SFB
(161/714)° (95/161) (42/124) (1256/2987)"

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

Tabela 4 — Avaliacdo quanti-qualitativa de odcitos imaturos bovinos derivados de ovarios

resfriados por 24 h em DPBS na presenca e auséncia de soro fetal bovino (SFB).

Taxa de Qualidade oocitaria Viabilidade das
recuperacao Avaliacdo Ensaio de ACB celulas do
Grupo
(n) morfoldgica (n) (n) cumulus
53,2+6,5 60,5+4)9 44,7+ 3,5 50,8 0,9
Né&o resfriado
(291/547) (176/291)* (105/235)* (2108/4146)?
40,7 £ 6,6 56,8 + 8,6 414+44 47,0+ 39
DPBS
(199/489)° (113/199)* (70/169) (1191/2533)°
39,927 63,0+ 6,4 37,2+4,0 50,7 £5,2
DPBS/SFB
(162/406)° (102/162)* (45/121)? (1716/3386)°

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

17



385 Tabela 5 — Avaliacdo quanti-qualitativa de odcitos imaturos bovinos derivados ovarios

386  resfriados por 24 h em diferentes meios e/ou solugdes.

Qualidade oocitaria Viabilidade
Taxa de
Grupo Avaliacéo Ensaio de ACB  das células do
recuperacao (n)
morfoldgica (n) (n) cumulus
39,8 +6,8 60,4 £ 4,8 42,6 + 88 62,7+ 3,1
N&o resfriado

(192/482)* (116/192)* (60/141)* (2265/3612)*

46,5 + 8,3 74,3+6,8 44,3+12,4 48,3+ 4,3

NaCl

(140/301)* (104/140)* (47/106)* (1288/2665)°

534144 66,3 +5,9 47,5+ 6,4 50,1+2,6

PBS/SFB

(163/305)* (108/163)* (58/122)* (1349/2690)°

42,5+39 40,4 +4,1 54,0+ 45

DMEM 65,5 + 4,3 (95/145)*

(145/341)* (42/104)* (1674/3100)"

36,5+7,0 67,5+4,6 42,3124 545+28

DPBS/SFB

(157/430)* (106/157)* (47/111)° (2199/4031)"

387 2P diferem na mesma coluna (P<0,05).

388
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