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1 INTRODUCAO

A maturacdo in vitro (MIV) é o processo caracterizado por transformacdes
celulares e moleculares do complexo cumulus-oécito (CCO) que se inicia no
momento da coleta do odécito. Com a quebra da vesicula germinativa, ocorre a
retomada da capacidade de realizacdo de meiose, iniciando a maturacdo oocitaria
(Leivas et.al.,2004).

O processo de maturacdo pode ser dividido em crescimento oocitario,
capacitacdo, maturacdo e ativacdo do odécito. Na fase de crescimento ocorre
aumento de tamanho do odcito e organelas, bem como organizacdo através da
sintese de RNA e proteinas. A capacitacdo oocitaria ocorre no foliculo antral e
finaliza a sintese de RNA, mantendo ainda o primeiro bloqueio meidtico. A
maturacao oocitaria abrange a maturacéo nuclear e citoplasmatica. No nucleo ocorre
a reversdo do primeiro bloqueio meidtico e extrusdo do 1° corpusculo polar, com
parada na metéafase Il caracterizando o segundo bloqueio meiético (Gottardi et al.,
2009). No citoplasma, as mitocondrias e complexo de Golgi se redistribuem
ocupando o centro da célula, os granulos corticais migram para a periferia se
aproximando da membrana, os microtibulos e microfilamentos séo reorganizados e
através da modificacdo das juncdes gap as células do cumulus se expandem. Apos
essas transformacdes, o odcito esta em metéafase Il e pronto para ser ativado pela
fecundacéo de um espermatozoide (Marei et al., 2010).

Os eventos que ocorrem durante a MIV séo essenciais para gerar um 00cito
competente a ser submetido a fecundacao in vitro (FIV), e para produzir embrides
gue sejam viaveis para producao e cultivo in vitro (Marei et al., 2010). A MIV é a
etapa inicial e determinante na aplicacédo de biotécnicas reprodutivas, de forma que
se esse processo ndo € bem padronizado e controlado torna-se muito dificil obter
oQcitos viaveis, que sdo essenciais para a reproducdo animal na biotecnologia e
outros areas.

Dada a importancia da MIV o presente trabalho objetivou avaliar os protocolos
de coloracdo de 0Od0citos através de fluorocromos, buscando padroniza-los para
avaliacdo da eficiéncia da MIV durante a manipulacao de odécitos bovinos.

2 METODOLOGIA (MATERIAL E METODOS)
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Abatedouros locais forneceram ovarios bovinos que foram transportados em
recipiente térmico até o Laboratério de Embriologia Molecular e Transgénese do
Centro de Desenvolvimento Técnoldgico da UFPel. Os ovéarios foram lavados em
solucdo salina 0,9% e em seguida colocados em um béquer em banho-maria com
temperatura controlada de 35°C. Os complexos cumulus odcitos (CCO) foram
obtidos pela técnica de aspiracdo folicular. Com o auxilio de seringa de 20mL e
agulha 40 x 12mm o conteudo folicular foi aspirado de foliculos com 2-8 mm de
diametro e entdo dispensado em tubo falcon de 50mL, mantido em banho seco com
temperatura controlada. O liquido folicular foi filtrado e lavado com PBS (phosphate
buffer saline) em filtro coletor de embrides (Nutricell, Campinas-SP), o depdsito
celular filtrado foi colocado em placa de petri para selecao dos CCO em lupa
estereomicroscopica.

Os odcitos foram avaliados visualmente quanto ao nimero de camadas e
grau de compactacdo das células do cumulus, homogeneidade do citoplasma e
integridade da zona pelucida (Gottardi et al., 2009).

Com o total de odcitos selecionados, os grupos foram formados, cultivados
em meio TCM modificado e dispostos em gotas de 60 a 120 uL, submersas em 6leo
mineral. As placas de petri contendo as gotas foram mantidas em estufa a 38,5°C
com 5% de CO,, durante 22 a 24 h. Ao fim do tempo de maturacéo, todos 0s o0citos
foram submetidos a coloracdo de Hoechst 33342 (Sigma), usado para avaliar
maturacdo nuclear. Subsequentemente foram divididos em dois grupos e
submetidos a coloracao Live/Dead Viability/Citotoxicity kit (Invitrogen), usado para
avaliar viabilidade celular; e ROS (diacetato de 2',7' diclorofluoresceina) (Sigma)
para avaliar producédo de espécies reativas de oxigénio em od0citos bovinos. Ao fim
de cada coloracdo os odcitos foram classificados de acordo com a observagao no
microscopio de epifluorescéncia Olympus BX51 em diferentes filtros.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os odcitos corados com Hoescht 33342(n=240) foram classificados em
maturos, imaturos e degenerados, conforme observado na tabela 1. A classificacéo
ocorreu através da identificacdo da extrusdo do 1° corpusculo polar, indicativo de
maturacao oocitaria.

A coloracao de Live/Dead foi realizada com 122 odcitos (n=122). Os od0citos
foram classificados em viaveis e inviaveis através da observacdo do principio da
coloracdo, em filtro de 450 nm. As células coradas em verde indicam membrana
celular integra e acumulam diacetato de fluoresceina no citoplasma. As coradas
emvermelho indicam membrana lesada através da penetracdo do corante iodeto de
propideo na célula (Tab. 1). Um total de 113 odcitos foi utilizado na coloracédo de
ROS. A analise foi realizada através da medicdo visual da intensidade de
fluorescéncia (Fig. 1).

Tabela 1. Resultado das colora¢gdes Hoescht e Live/Dead, com classificagdo previamente
descrita.
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Teste de Coloragéo CCO (%)

Hoescht Imaturos 145 (60,41)
Maturos 64 (26,66)
Degenerados 31 (12,91)
Subtotal 240

Live/Dead Viaveis 93 (76,23)
Inviaveis 29 (23,77)
Subtotal 122

Figura 1. Resultado da coloracdo de ROS. A seta vermelha indica o o6cito com maior producgao
de ROS e a seta azul os o6citos com menor producao.

Figura 2. Resultado da coloracdo Live/Dead. Comparativo entre observagcdo em filtro verde e
vermelho de 450 nm, a seta vermelha indica o odcito inviavel e a seta azul os odcitos viaveis.

A utilizacdo em conjunto destas trés técnicas se mostrou fundamental para
avaliar aspectos técnicos da MIV de CCO bovino, promovendo maior controle e
monitoramento do processo de maturagao Os resultados obtidos neste
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experimento foram semelhantes com os presentes na bibliografia. Protocolos de
coloracdo sdo essenciais na rotina em um laboratorio de embriologia, tendo em vista
que a MIV é essencial para aplicacdo das biotécnicas subsequentes a esta, como
FIV, producéao in vitro (PIV) e cultivo in vitro (CIV) de embrides.

4 CONCLUSAO

As trés coloracdes testadas sao essenciais para verificar se o CCO atingiu
nivel de maturacdo e expansao desejados, o que vai refletir na sua competéncia
para FIV e posterior taxa de clivagem, durante o desenvolvimento embrionario
(Leivas et. al., 2004). As coloragbes aqui testadas podem ser implementa das como
rotina em laboratérios de embriologia, pois ndo apresentam custo elevado e
revelam resultados satisfatorios.
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