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RESUMO

Dentre as biotécnicas voltadas a reproducdo de bovinos, a producgdo in vitro de embrides
(PIVE) é amplamente utilizada por proporcionar inimeras vantagens para a produtividade
desses animais. Contudo, alguns fatores podem prejudicar a sua eficiéncia, como a qualidade
dos odcitos, que muitas vezes sdo oriundos de ovarios de abatedouros. Estes na maioria das
vezes se encontram distantes dos laboratorios, levando a necessidade de estabelecimento de
meios e suplementagdes capazes de manter as caracteristicas de qualidade oocitaria durante o
transporte dos ovarios por longos periodos. Assim, o objetivo foi avaliar a influéncia da
presenca de 10% de soro fetal bovino (SFB) em meios simples [solugéo salina 0,9% (NaCl) e
solucdo tampdo fosfato (PBS)] e complexos [meio essencial minimo modificado por
Dulbecco (DMEM) e solugédo tampéo fosfato modificada por Dulbecco (DPBS)] durante o
resfriamento de ovarios por 24 h. Para tanto, cinco experimentos foram realizados
comparando diferentes meios: (E1) NaCl + SFB vs. NaCl vs. ndo resfriado (controle); (E2)
PBS + SFB vs. PBS vs. controle; (E3) DMEM + SFB vs. DMEM vs. controle; (E4) DPBS +
SFB vs. DMEM vs. controle; (E5) melhores grupos dos experimentos anteriores. Para o
resfriamento, ovarios foram armazenados a 4-6°C por 24 h. Todos os ovarios foram
submetidos a aspira¢do folicular e os o6citos recuperados foram classificados de acordo com a
morfologia em viaveis e ndo viaveis. Além disso, a qualidade também foi avaliada pelo ensaio
de azul cresil brilhante (ACB) e os odcitos classificados em ACB”™ (vidveis) e ACB™ (ndo
viaveis). Para a avaliacdo da viabilidade das CCs, oo6citos viaveis foram submetidos a
desagregacdo mecanica, a suspensdo celular foi corada com azul de tripano (0,2%) e células
visualizadas em camara de Neubauer. Assim, células vivas (incolor) e mortas (azul) foram
contadas. Para analise estatistica (P < 0,05) foram utilizados teste exato de Fisher e teste de
chi-quadrado (viabilidade das CCs), sendo que em cada experimento foram realizadas cinco
repeticGes. Apos a realizacdo de todos os experimentos, observou-se que o processo de
resfriamento pode influenciar tanto em parametros quantitativos quanto qualitativos. Assim,
no E1, o meio constituido apenas por NaCl permitiu melhor taxa de recuperacdo de o6citos
em relacdo ao meio NaCIl/SFB (46,0% + 3,4 vs. 39,6% =* 4,4), enquanto 0s outros parametros
ndo foram diferentes entre os grupos. Ja no E2, a presenca de SFB em PBS influenciou
positivamente a taxa de recuperacdo de odcitos imaturos (41,2% + 2,1 vs. 32,8% + 3,4) e a
viabilidade das CCs (46,3% + 3,3 vs. 41,7% * 1,4), quando comparado ao grupo de ovarios
resfriados apenas em PBS. No E3, a presenca do SFB teve uma influéncia negativa sobre a
taxa de recuperacao de odcitos imaturos (39,9% + 2,7 vs. 40,7% =+ 6,6). Contudo, a adi¢do do
suplemento proteico ao DMEM se mostrou benéfica a viabilidade das CCs (42,0% + 8,2 vs.
34,5% + 8,8). Além da taxa de recuperacdo, na avaliacdo morfolégica o grupo armazenado
apenas em DMEM apresentou maior taxa de odcitos viaveis em comparacdo ao DMEM com
SFB (73,1% * 4,7 vs. 59,0% £ 7,1). Em relacdo ao E4, foi observada diferenca entre os
grupos resfriados apenas quanto a viabilidade das CCs, onde a presenca de SFB em DPBS
influenciou positivamente (50,7% % 5,2 vs. 47,0% + 3,9). J& no E5, comparando os melhores
grupos dos experimentos anteriores [NaCl vs. PBS + SFB vs. DMEM vs. DPBS + SFB vs.
controle], a viabilidade das CCs mostrou uma maior porcentagem nos meios complexos
DMEM (54,0% + 4,5) e DPBS (54,5% + 2,8), quando comparada aos meios simples NaCl
(48,3% * 4,3) e PBS (50,1% = 2,6). Em concluséo, a presenca do SFB em meios com alta
capacidade de tamponamento (PBS e DPBS) pode se mostrar benéfica. Contudo, meios
complexos, como o DMEM e o DPBS, proporcionam um ambiente mais propicio para o
resfriamento por 24 h de ovarios bovinos.

Palavras-chave: produgdo in vitro de embrides. Suplementacdo proteica. Recuperacao
oocitaria. Qualidade oocitéaria.
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1. INTRODUCAO

Até a década de oitenta, a producédo in vitro de embribes (PIVE) por fecundacao in
vitro (FIV) restringia seu sucesso em apenas algumas espécies mamiferas, como leporinos
(CHANG, 1959), murinos (camundongos: WHITTINGHAM, 1968 e ratos: TOYODA;
CHANG, 1974) e humanos (STEPTOE; EDWARDS, 1978). J4 em bovinos, apenas em 1982,
ocorreu 0 nascimento e o desenvolvimento normal do primeiro bezerro através do
procedimento de fecundacdo e cultivo in vitro de embrifes, sendo 0s 00citos maturados
obtidos ainda de técnicas in vivo (BRACKETT et al., 1982). Desde entdo, 0S processos
envolvidos na PIVE bovina foram cada vez mais estudados e esclarecidos, até que em 1990
nasceram 0s primeiros bezerros normais resultantes de od6citos bovinos maturados,
fecundados e cultivados totalmente in vitro (FUKUDA et al., 1990). A partir disso, a PIVE
em bovinos tem se apresentado em um crescente desenvolvimento, o qual vem despertando
também interesse de produtores brasileiros. Esse fato se deve principalmente a posicéo atual
do rebanho nacional, que conta com aproximadamente 218,20 milhGes de cabecas de gado,
caracterizando o Brasil como o primeiro pais que mais exporta carne bovina no mundo
(IBGE, 2016; ABIEC, 2017). As caracteristicas intrinsecas favoraveis do clima e dos
rebanhos nacionais também sdo fatores que justificam o grande uso da PIVE, levando o Brasil
a ocupar uma posicao de lideranca nesse campo (LIMA et al., 2014).

Nesse contexto, a PIVE proporciona inlmeras vantagens aos programas de reproducao
animal (MACHATY et al., 2012). Dentre essas vantagens pode ser citado o melhor
aproveitamento de matrizes de elevado mérito genético (MACHADO et al., 2014), o aumento
do numero de crias por fémea (PALHANO, 2008), a utilizacdo de fémeas pré-puberes, senis
ou em inicio de gestacdo (SCANAVEZ et al., 2013), o uso de animais com subfertilidade
adquirida (DODE;RUMPF, 2002), além do auxilio em técnicas como a clonagem por
transferéncia nuclear de células somaéticas (TNCS), injecdo intracitoplasmatica de
espermatozoides e transgénese (RUMPF, 2007). Além disso, através das etapas que envolvem
essa biotécnica é possivel estudar os fendmenos biol6gicos que ocorrem durante o
desenvolvimento embrionario pré-implantacional (GONCALVES et al., 2007).

Para a PIVE, algumas etapas sdo comumente realizadas, sendo elas a colheita, selecdo
e maturagéo in vitro (MIV) de odcitos, FIV, desenvolvimento in vitro (DIV), transferéncia
embrionaria e nascimento de crias viaveis (VARAGO et al., 2008). Embora essas etapas
estejam esclarecidas, poucos trabalhos relatam os efeitos sofridos pelos odcitos durante o

transporte dos ovarios inteiros até 0 momento da colheita oocitaria. Geralmente, 0s ovarios
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sdo obtidos em abatedouros e levados aos laboratdrios para o processamento (SANTOS et al.,
2017). Contudo, algumas vezes os locais de colheita dos ovérios se encontram distantes dos
laboratdrios, podendo levar a um longo periodo de transporte até 0 momento da recuperacéo
oocitaria (BOHLOOLI et al., 2015). Esse tempo pode causar perdas na viabilidade e
qualidade dos odcitos por se encontrar em um ambiente completamente diferente daquele
encontrado in vivo (CELESTINO et al., 2007).

A fim de minimizar as perdas sofridas durante o tempo de transporte e
armazenamento, o resfriamento ovariano em diferentes meios, suplementados ou néo, pode
ser utilizado (LUCCI et al., 2004). Dentre os meios, podem ser utilizados aqueles de
composi¢do mais simples, como solucdo tampéo fosfato (PBS) e cloreto de sédio a 0,9%
(NaCl), bem como meios mais complexos e nutritivos, como 0 meio essencial minimo
modificado por Dulbecco (DMEM) e solucdo tampdo fosfato modificada por Dulbecco
(DPBS) (BOHLOOLI et al., 2015). Alguns protocolos trazem ainda como suplementagéo
desses meios a presenca de fonte proteica, como o soro fetal bovino (SFB), a fim de promover
0 aumento da viabilidade de foliculos ovarianos (FIGUEIREDO et al., 2007; RODRIGUES et
al., 2010). O SFB é um suplemento proteico amplamente utilizado em meios de cultivos de
tecidos e células e quando presente nesses meios promove o crescimento celular in vitro e
matem a viabilidade das células devidos os seus componentes, tais como fatores de
crescimento, hormonios, carboidratos, entre outros (PICTON et al., 2008). Assim, a sua
utilizacdo no meio de resfriamento de ovarios bovinos pode fornecer um aumento da
viabilidade das células foliculares e aumentar assim a viabilidade oocitaria. Portanto, o
objetivo do presente trabalho foi avaliar a suplementacéo de 10% de SFB em meios simples
[NaCl, PBS] e complexos [DMEM e DPBS] para o resfriamento de ovarios inteiros sobre o0s

parametros quantitativos e qualitativos de odcitos imaturos bovinos.
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2. FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1. ASPECTOS ECONOMICOS E CIENTIFICOS DA PRODUCAO IN VITRO DE
EMBRIOES (PIVE) BOVINOS NO BRASIL

A bovinocultura é um dos principais destaques do agronegécio brasileiro no cenario
mundial. Atualmente, o Brasil possui o segundo maior rebanho efetivo do mundo, com mais
de 200 milhdes de cabegas. Além disso, de 2004 a 2014, o Brasil assumiu a lideranga nas
exportacGes, com um quinto da carne comercializada internacionalmente e vendas em mais de
180 paises. Em 2016, embora o rebanho efetivo de bovinos tenha aumentado, com a marca
recorde de 218,20 milhdes de cabecas, houve uma diminui¢do do abate da espécie, o que
resultou em uma queda das exportagdes, passando 0 pais a ocupar a terceira posicdo no
ranking mundial dos exportadores de carne bovina (IBGE, 2016). Devido a essa posi¢do, 0
Brasil vem investindo cada vez mais em biotecnologia animal aplicada para a espécie bovina.

Dentre esses investimentos, as tecnologias de reproducdo assistida tém ganhado
destaque por proporcionarem novas oportunidades para produtores, particularmente na
industria de laticinios e carnes, uma vez que essas técnicas tem a capacidade de superar a
infertilidade e aumentar a produtividade de animais com elevado mérito genético (RUMPF,
2007; LIMA et al., 2014). Assim, busca-se constantemente o aperfeicoamento das
biotecnologias voltadas para reproducdo dessa espécie, tais como melhorias nas etapas que
envolvem a inseminacdo artificial, a transferéncia de embrides e a producdo in vitro de
embrides (PIVE) por fecundacgdo in vitro (FIV), visando um aumento da eficiéncia de cada
técnica (GALLI et al., 2003). Dentre essas tecnologias, a PIVE ganha destaque por ser capaz
de aumentar expressivamente e com maior velocidade o nimero de descendentes de interesse
comercial, reduzindo assim os custos de producdo e gerando um maior ganho cientifico e
econémico na producdo de bovinos (CAVALIERI et al., 2015; TRINDADE et al., 2016).

No Brasil, a utilizacdo de maneira comercial da PIVE teve inicio em 1998, onde se
buscou conhecer os parametros anatémicos, fisiol6gicos e metabdlicos das principais racas
existentes no pais, levado ainda na década de 90 ao estabelecimento de protocolos padrdes
que visaram melhorar a eficiéncia da PIVE e ajudaram a impulsionar a pesquisa (LIMA et al.,
2014). Desde entdo, o Brasil obteve um imenso sucesso na utilizacdo da PIVE para fins
comerciais, destacando o pais como o maior produtor mundial de embribes bovinos por FIV,
usando a aspiracdo folicular in vivo (MACEDO, 2006; IETS, 2014), tornando-se referéncia no

uso dessa biotécnica (MELLO et al., 2016). Apesar da queda do numero de embrides
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produzidos em 2015 com relacdo ao ano de 2014, o Brasil ainda tem grande potencial para
aumentar a sua producéo e exportacdo de embrides bovinos, uma vez que o tamanho e a
qualidade do rebanho nacional e o aumento das melhorias nas tecnologias empregadas sdo
correntes crescentes na agropecudria brasileira (VIANA et al., 2017). Nesse contexto, a PIVE
vem se mostrando uma Otima alternativa no uso de gametas bovinos e isso pode ser notado
pela grande quantidade de laboratérios particulares com dominio da técnica e os altos pregos
dos animais obtidos em ambito nacional e internacional. Desse modo, as etapas da PIVE vém
sendo melhoradas a cada ano e como resultado, avangos consideraveis ja foram obtidos,
tornando-a a técnica mais incorporada aos sistemas de producéo e reproducdo (CAVALIERI
etal., 2015).

De um modo geral, o desenvolvimento da PIVE sé foi possivel devido a anos de
pesquisas em diferentes areas da biotecnologia e da fisiologia, onde se destaca o estudo da
funcdo, desenvolvimento e metabolismo de gametas e embries, utilizagdo da
ultrassonografia, desenvolvimento de farmacos seguros e efetivos para a manipulacdo
hormonal e otimizacdo de meios de cultivo eficientes e especificos (VARAGO et al., 2008;
LIMA et al., 2014). Com base nesses avancgos, a espécie bovina é frequentemente utilizada
como modelo experimental para estudar a funcdo ovariana e embriogénese, uma vez que 0
sistema reprodutivo e os embrides apresentam algumas caracteristicas semelhantes aos
humanos, como o padrdo de metabolismo energético e o didmetro dos embrides (ADAMS et
al., 2012). Além disso, o desenvolvimento da PIVE auxilia em outras biotécnicas reprodutivas
sofisticadas, como a clonagem por transferéncia nuclear de células somaticas (TNCS) e
transgénese (GONCALVES et al., 2007).

2.2. ETAPAS DA PIVE EM BOVINOS

A PIVE implica na realizacdo de algumas etapas principais: colheita e selecdo de
odcitos imaturos, maturacdo oocitaria in vitro (MIV), FIV com espermatozoides previamente
selecionados e capacitados e desenvolvimento in vitro (DIV) dos embrifes até o estagio de
blastocisto quando estardo aptos para serem gestados ou criopreservados (VARAGO et al.,
2008). Cada uma dessas etapas apresenta variagdes de acordo com o protocolo utilizado e os
objetivos a serem alcancados, influenciando diretamente no resultado final.

A etapa de colheita oocitaria representa grande importancia para a PIVE, pois €é
responsavel pela recuperacdo de estruturas em ampla quantidade e com boa qualidade para

garantir um maior nimero de embrides vidveis ao final da técnica. Esta etapa consiste



21

basicamente na aspiracdo ou exposicdo do fluido folicular contendo o odcito, que se encontra
no interior de foliculos ovarianos (MACHATY et al.,, 2012). Assim, inicialmente, é
importante definir a origem dos o0citos, que podem ser obtidos a partir de ovarios de fémeas
post-mortem oriundas de abatedouro ou de fémeas estimuladas hormonalmente. Contudo, a
utilizacdo de fémeas de abatedouro tem grande importancia pela grande disponibilidade de
ovarios, permitindo assim uma obtencdo mais facil e em maior quantidade de odcitos
(GONGCALVES et al., 2008).

Quando se trata de ovarios de abatedouro, 0 passo seguinte é o transporte dos ovarios
ao laboratério, que normalmente é realizado em solugdo salina (35-37°C) acrescida de
antibiodticos, ndo ultrapassando o tempo de 3 h (MORENO et al., 2015). Contudo, quando
existe uma grande distancia entre o abatedouro e o laboratério, resultando em um tempo de
transporte maior, pode ser necessaria a utilizacdo de temperaturas mais baixas para a
conservacao mais adequada das estruturas (CELESTINO et al., 2007). Em todas as situacdes,
com a chegada dos ovérios ao laboratério, pode ser realizada a aspiracao folicular utilizando
agulha hipodérmica conectada a uma seringa ou uma bomba de vacuo ou fatiamento ovariano
(slicing) (SOUZA-FABJAN et al., 2014). Na técnica de slicing € possivel recuperar grandes
quantidades de odcitos; contudo, a sua competéncia pode ser baixa, pois ocorrer a formagéo
de muitos fragmentos teciduais que dificultam a identificacdo e o isolamento dos odcitos,
além de ser um procedimento mais demorado. J& a aspiracdo folicular se mostra um método
eficiente, rapido e de facil execucdo que consegue resgatar uma quantidade consideravel de
odcitos com boa qualidade morfoldgica, sendo amplamente utilizada nos programas de
reproducdo animal (CROCOMO et al., 2012; SANTOS et al., 2016). Ap6s o procedimento de
recuperacdo, oocitos devem ser classificados quanto a qualidade de acordo com sua
morfologia citoplasmatica e nimero de camadas de células do cumulus (CCs; Figura 1,
GONCALVES et al., 2008). Nesse sentido, somente odcitos graus | e Il tém maior qualidade
e devem ser utilizados para as etapas subsequentes da PIVE, enquanto que os graus Il e IV
séo descartados em virtude de sua baixa qualidade.

As células do cumulus sdo células somaticas que circundam o od6cito e estdo ligadas a
ele através das juncdes GAP. A ligacdo dessas células com o odcito é de fundamental
importancia para seu bom funcionamento, uma vez que as substancias produzidas por essas
células tem participacdo importante no crescimento e maturacdo do o0cito in vivo e in vitro
(LANDIM-ALVARENGA; MAZIERO, 2014). Além disso, as CCs sdo de fundamental
importancia para a protecéo estrutural, no processo de ovulacdo, na estimulagdo do transporte

de aminoacidos e na biossintese de esteroides, no processo de fecundacdo e no inicio do
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desenvolvimento embrionario (BERTAGNOLLI et al., 2004; CHAGAS et al., 2014). Dessa
forma, a avaliacdo da viabilidade das CCs se mostra um parametro importante na analise da
qualidade oocitaria, para aumentar a eficiéncia da PIVE no que diz respeito ao
estabelecimento de meios e protocolos (GONCALVES et al., 2008). Para tanto, tem sido
utilizando o corante azul de tripano que tem a capacidade de atravessar membranas que

estejam danificadas, marcando as células de azul, enquanto células vivas permanecem sem
coloracdo (PEREIRA et al., 2010).
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Figura 1: Classificacdo morfologica de odcitos imaturos bovinos (GONCALVES et al., 2008,

com adaptac6es). (A) Grau I: odcito contendo trés ou mais camadas de CCs e citoplasma
homogéneo; (B) Grau Il: odcito contendo uma ou duas camadas de CCs e citoplasma
homogéneo; (C) Grau Ill: o6cito parcialmente desnudo e citoplasma homogéneo ou
heterogéneo; (D) Grau IV: odcito desnudo ou degenerado e citoplasma heterogéneo. Fonte:

Laboratorio de Biotecnologia Animal, da Universidade Federal Rural do Semi-Arido.

Em soma, ensaios colorimétricos podem ser empregados como métodos auxiliares na
selecdo oocitaria. Nesse contexto, o ensaio com o corante azul cresil brilhante (ACB) pode ser
utilizado para selecionar odcitos com crescimento finalizado, que apresentam um melhor
desempenho nas etapas de MIV e FIV (SANTOS et al., 2016). Essa selecdo € realizada
através da atividade intracelular da enzima glicose-6-fosfato desidrogenase (G6PDH). Essa
enzima esta relacionada com o metabolismo dos 04citos e é sintetizada em grande quantidade
em odcitos em fase de crescimento e em menor quantidade em odcitos crescidos. A G6PDH
tem a capacidade de reduzir o ACB de azul para incolor nos o6citos em fase de crescimento,
fazendo com que estes permanegam sem coloracdo apds a exposic¢do por determinado tempo
ao corante, enquanto que os o0citos crescidos apresentaram uma coloragdo azul em seu
citoplasma, em virtude da baixa atividade da G6PDH (CAIXETA; DODE, 2010;
SHABANKAREH et al., 2014). O tempo de exposi¢do dos o6citos ao ACB pode variar de 60
a 90 min, contudo um tempo de 60 min é suficiente para selecionar estruturas viaveis que
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podem ser utilizadas nas etapas seguintes da PIVE, ndo prejudicando o desenvolvimento
embrionario (BORGES et al., 2014).

Finalmente, apds a colheita e selecdo/classificacdo das estruturas, 0s 00citos
necessitam passar pelo processo de MIV para adquirir competéncia meidtica para a
fecundacdo. Dessa forma, as condic¢des de cultivo devem favorecer a nutri¢cdo e estimular o
desenvolvimento oocitario, bem como fornecer uma atmosfera adequada. Segundo Mello et
al. (2016), o meio mais utilizado para a MIV é o meio de cultivo tecidual — TCM 199 (Tissue
Culture Medium) tamponado com bicarbonato de sédio e acrescido de soro fetal bovino
(SFB), antibidticos, piruvato de sodio, horménios e antioxidantes. Para manutencdo da
atmosfera, normalmente utiliza-se incubadora com 5% de CO, com temperatura de 38,5°C e
umidade controlada. Para a espécie bovina, o tempo de MIV pode variar de 18 a 24 h, sendo
em seguida avaliada a taxa de maturacdo (CHAVES et al., 2010).

Apo6s a MIV e selecdo dos o6citos maturados, os mesmos sdo co-incubados com
espermatozoides frescos ou criopreservados previamente capacitados para a FIV em meio que
favorece a fecundacdo mais rapida e eficiente (VARAGO et al., 2008). O meio mais utilizado
para a FIV é o Tyrode-Albumina-Lactato-Piruvato (TALP) suplementado com fonte proteica.
Normalmente, essa etapa é realizada por 18 a 20 h, ocorrendo nas mesmas condicdes
atmosféricas da MIV (MACHATY et al., 2012). Posteriormente, 0s presumiveis zigotos sdo
submetidos a DIV em meio fluido sintético do oviduto (SOF) até atingirem a fase de

blastocisto quando poderao ser transferidos para fémeas receptoras ou criopreservados.
2.3. IMPORTANCIA TECNICA DO RESFRIAMENTO OVARIANO

Os ovarios de mamiferos sdo estruturas pares que tem fungdes enddcrinas e exocrinas.
A primeira funcdo envolve a producdo de estrogenos e progesterona e a outra funcdo esta
relacionada com a liberacdo de odcitos maturados aptos para a fecundagdo (CHACUR et al.,
2006). Morfologicamente, ovarios bovinos sdo constituidos de duas regides: a medular e a
cortical. A regido medular é localizada mais internamente, sendo altamente vascularizada,
proporcionando nutricdo e sustentacdo do ovério. Ja o cortex compreende a regido logo
abaixo do epitélio germinativo, onde se encontram os foliculos ovarianos em diferentes
estagios de desenvolvimento, corpos luteos, albicans e hemorragicos (FAUSTINO et al.,
2011).

Para fins de pesquisa, a principal fonte de ovarios para a PIVE é o abatedouro, que

muitas vezes se encontram em lugares distantes dos laboratorios, sendo necessario um
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armazenamento desses ovarios por curtos ou longos periodos até a chegada aos laboratorios.
Assim, durante o transporte, ocorre uma oclusdo do fluxo sanguineo que reduz o suprimento
de oxigénio e energia para 0s ovarios e coloca-0s sob condi¢cbes de isquemia e impede a
reoxigenacdo. Essa falta de oxigénio nos tecidos resulta em uma mudanga do metabolismo
aerébico para o anaerobio, ocasionando um actmulo de &cido latico e éacido fosfdrico,
diminuindo assim o pH do liquido folicular. Além disso, o impedimento da reoxigenacao gera
radicais livres de oxigénio que reagem com proteinas, lipideos e DNA, resultando em
inativacdo de enzimas, peroxidacdo dos lipidios da membrana e alteragdes genéticas
(WONGSRIKEAO et al., 2005). Essas condi¢Bes estimulam ainda as células a sofrer
apoptose, o que leva a uma perda do material bioldgico ovariano, bem como a diminuicdo da
qualidade e viabilidade dos odcitos que serdo utilizados na PIVE (CAVALIERI et al., 2015).
A esse respeito, o desenvolvimento de protocolos de conservacdo de ovarios € de
fundamental importancia, preferencialmente quando se trata de um sistema pratico, de baixo
custo, de facil execucdo e que permita uma interacdo entre os foliculos e as células do ovario,
assegurando assim a viabilidade dos odcitos (BLONDIN et al., 1997; RODRIGUES et al.,
2010). Nesse contexto, a técnica de resfriamento ovariano se mostra como uma ferramenta
para melhorar as condicfes de transporte e armazenamento de ovarios, visando a manutencéo
de suas estruturas até a manipulaco in vitro. Essa técnica permite que as células permanegam
com uma baixa taxa metabolica durante um determinado periodo de armazenamento,
atrasando o acumulo dos &cidos e 0s processos apoptoticos, uma vez que o metabolismo e as
enzimas funcionam com maior eficiéncia a temperatura corporal (CELESTINO et al., 2007).
Portanto, a diminuicdo da temperatura de transporte dos ovarios, evita a apoptose das células
da granulosa, permite uma manutencdo estavel do pH do fluido folicular e diminui 0 numero
de odcitos com fragmentacdo no DNA, podendo essas estruturas serem resgatadas e continuar
0 seu desenvolvimento normal ap6s longos periodos de armazenamento (WONGSRIKEAO et
al., 2005). Um estudo avaliando o efeito do tempo e da temperatura de transporte de ovarios
bovinos sobre a taxa de maturacdo, taxa de blastocisto e desenvolvimento embrionario foi
realizado e mostrou que 20°C por 24 h ndo afetou a taxa de maturacdo e nem o
desenvolvimento embrionario, quando comparado a ovarios ndo resfriados (MATSUSHITA
et al., 2004). Ja Garcia-Alvarez et al. (2011) usando temperaturas ainda mais baixas (5-8°C)
para resfriar ovarios de veado vermelho ibérico (Cervus elaphus hispanicus) evidenciaram um
maior numero de embriBes clivados apds 48 h derivados de ovarios resfriados. Outros
resultados também podem ser observados quando ovarios sdo armazenados em temperaturas

abaixo da corporal (Quadro 1). Portanto, resfriar o ovario inteiro pode permitir uma maior
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conservacdo da competéncia meiética e, consequentemente, da taxa de formacdo de

blastocistos, permitindo assim um melhor desenvolvimento embrionario quando € necessario

utilizar odcitos recuperados de animais post-mortem que se encontram a longas distancias dos
laboratdrios (TAS et al., 2006).

Quadro 1: Resultados alcancados ap6s a reducdo de temperatura de transporte de ovarios

inteiros em mamiferos domésticos.

Espécie Tempo Meio Resultados Referéncia
8h PBS Taxa de clivagem: 78,5% a 24-25°C YANG et al.
vs. 23% a 4°C vs. 8,0% a 37°C (1990)
< . . NAKAO;
Solucdo  Taxa de embribes com 8 células: ’
Sh Ringer  20% a 20°C vs 3% a 39°C NAKATSUP etal.
(1992)
Bovi Solugéo « «
ovina 24 h salina a Manutencdo da taxa de maturagdo a MATSUSHITA et
0,85% 10°C (67,0%) al. (2004)
KSOM Maior :na_xa de maturacdo alcancada
2.3n CR1 +’ em ovarios armazenados a 4°C, em BOHLOOLI et al.
HEPES  comparagao com ovarios (2015)
armazenados a 38°C e 25°C
NaCla  Taxas de maturacdo: 71,2% a 4°C vs.
Conin 2-4h 0.9% 44, 8% a 35_38°C TAS et al. (2006)
4°C; 8 NaCla  Taxas= de maturacdo a 4°C (21,1%) PEREIRA etal.
h 0,9% vs. 37°C (1,1%) (2015)
M199, sais Diminuicdo da temperatura para 20—
6h Hankse  30°C diminuiu a quantidade células PEDE(FZQC?CI)EJ\)I etal.
HEPES  da granulosa que sofreram apoptose
Equina a-MEM Armazenamento a 4°C apresenta
" maior viabilidade do tecido ovariano, GASTAL etal.
6 h BSAe
HEPES quando comparado ao (2017)
armazenamento de fragmentos
. Solucdo  Taxa de maturagéo: 53,4% a 4°C vs.
Felina 241 wlina 20,0%a 23 25°C ve, 24%a 3G NAOI etal. (2007)
Solucdo  25°C: melhor taxa de maturacdo em
8h salina,  todos os trés meios avaliados [PBS  LIN etal. (2011)
PBS e (72,6%); BCS (71,5%); Solucéo
Suina BCS salina (65,6%)]
o4 h S;:ﬁﬁgo Melhor taxa de morfologia folicular MO;I;(;??()H al.
0.9% a 4°C quando comparado a 35,5°C

2.3.1. Fatores que afetam o resfriamento ovariano

Na técnica de resfriamento de ovarios, faz-se necessario que sejam conhecidos alguns

fatores essenciais para manutencdo das células vidveis. Esses fatores incluem a escolha do
meio para o resfriamento (BOHLOOLI et al., 2015), a temperatura (PEREIRA et al., 2015) e
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0 tempo de transporte (MATSUSHITA et al., 2004). Com relagdo ao meio, podem ser
utilizados aqueles de composi¢do simples ou complexa. Os de composic¢do simples sdo mais
faceis de serem adquiridos, bem como apresentam um melhor custo beneficio quando
comparados aqueles de composicao mais complexas (SANTOS et al., 2002).

Lin et al. (2011) observaram que diferentes meios de conservagdo de ovarios suinos
apresentou efeito sobre a taxa de maturacdo, taxa de ativacdo oocitéria, desenvolvimento
embrionario e viabilidade das CCs, onde os meios mais nutritivos apresentaram melhores
resultados. Ja ovarios bovinos que foram conservados em um periodo de 2-3 h e em
diferentes temperaturas (4°C, 25°C e 38°C) e meios [solucdo salina normal; PBS; meio de
otimizagdo simples K (KSOM); meio Chatot-Ziomek-Bavister (CZB) e meio Charles
Rosenkrans (CR1)], mostraram que a 4°C, a taxa de maturacdo atingiu 81% em relacdo as
outras temperaturas de transporte. Nesse mesmo trabalho, o0 CR1 (80,5%) e 0 KSOM (80,2%)
resultaram em uma melhor taxa de maturacdo que os demais meios, tendo um efeito
significativo também na taxa de ativagdo oocitaria. Além disso, os meios CR1 (43,6%),
KSOM (43,2%) e CZB (41,1%) também apresentaram maiores taxas de embrides clivados.
Esses resultados estdo provavelmente relacionados a composi¢do do meio, que apresentaram
mais rico nutricionalmente, além da presenca do tampdo HEPES, que melhor adequou o
ambiente para estas condi¢des de temperaturas (BOHLOOLI et al., 2015).

Contudo, néo existem estudos comparando o efeito de meios simples e complexos no
resfriamento de ovarios bovinos por longos periodos de tempo, ou seja, 0 armazenamento por
um periodo acima de 20 h, bem como os efeitos que uma suplementacdo proteica pode causar

se inserida nesse meio.
2.3.2. Importancia do soro fetal bovino como suplemento do meio de resfriamento

O soro fetal bovino (SFB) é um suplemento proteico obtido do plasma sob condi¢bes
assépticas e estéreis, por punc¢do cardiaca ou venosa composto principalmente por proteinas,
carboidratos, aminoacidos, fatores de crescimento, horménios, entre outros componentes,
sendo amplamente estudado e utilizado nos protocolos de experimentos com tecidos e células
(PICTON et al., 2008; SAVVATEEVA et al., 2016). A concentracdo de soro varia de
protocolo para protocolo de acordo com os resultados desejados, entretanto, a composi¢ao
mais utilizada na maioria dos protocolos ¢é a de 10% de SFB (GSTRAUNTHALER, 2003). A
sua utilizacdo em cultivo de células esta comumente relacionada a capacidade de promover a
proliferacdo celular e fornecer fatores que melhorem a viabilidade (SHELKE et al., 2014).

Além disso, o SFB é uma fonte de precursores para a sintese de esteroides, como o estradiol e
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a progesterona, responsaveis por promover o crescimento folicular in vitro quando utilizado
no meio de cultivo de foliculos ovarianos pré-antrais (RODRIGUES et al., 2010).

Embora ndo existam trabalhos que avaliem o efeito do SFB no meio de resfriamento
de ovarios inteiros, outros trabalhos ja utilizaram suplementacdo proteica de diferentes
origens no meio de cultivo in vitro de foliculos pré-antrais de vérias espécies, como: bovinos
(TELFER et al., 2000; BASSO et al., 2007), roedores (DEMEESTERE et al., 2005) e suinos
(MAO et al., 2002), mostrando resultados positivos quanto a diminuicdo da apoptose das
celulas foliculares, aumento do desenvolvimento, crescimento e sobrevivéncia dos foliculos,
formacdo de antro e aumento das taxas de recuperacdo de complexos cumulus-odcito (CCOs)
intactos. Além disso, 0 SFB é a suplementacdo proteica mais utilizada nos meio de MIV, FIV
e DIV de embrides (FREITAS et al., 2017). Dessa forma, é possivel notar que a presenca de
uma suplementacdo no meio aumenta a Vviabilidade da estrutura folicular e,
consequentemente, dos odcitos, o que leva a hipotetizar que a adicdo do SFB ao meio de
resfriamento de ovarios bovinos pode manter a qualidade dos foliculos por um longo intervalo
de tempo apos a retirada do 6rgédo do sistema in vivo.

A utilizacdo de ovarios inteiros apresenta vantagens em relacdo o armazenamento de
foliculos isolados ou apenas do odcitos, pois permite que as células foliculares permanegam
em contato direto com o odcito assim como ocorre in vitro, protegendo-o contra possiveis
danos, como mudancas de temperatura e falta de suporte vascular (MATSUSHITA et al.,
2004). Portanto, é importante a avaliagdo da presenca do SFB no meio de resfriamento
ovariano para a manutencdo da qualidade de o6citos bovinos, bem como o meio no qual o

mesmo ird proporcionar um melhor ambiente para manter essa qualidade.
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3. OBJETIVOS
3.1. OBJETIVO GERAL

Avaliar o efeito da suplementacdo com soro fetal bovino (SFB) em meios simples e
complexos durante 24 h de resfriamento ovariano sobre os pardmetros quantitativos e

qualitativos de odcitos bovinos.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Avaliar o efeito do SFB em meios simples (NaCl e PBS) durante o resfriamento de ovarios

bovinos sobre a quantidade e qualidade de o6citos imaturos;

- Avaliar o efeito do SFB em meios complexos (DMEM e DPBS) durante o resfriamento de

ovarios bovinos sobre a quantidade e qualidade de odcitos imaturos;

- Definir o melhor meio para o resfriamento por 24 h de ovarios bovinos a parti da
comparacdo dos meios que apresentarem melhor resultado durante o resfriamento de ovarios

bovinos sobre a quantidade e qualidade de odcitos imaturos.
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4. MATERIAL E METODOS
4.1. BIOETICA E LOCAL DE EXECUCAO

A presente proposta foi aprovada pelo Comité de Etica de Uso de Animais, da
Universidade Federal Rural do Semi-Arido (CEUA/UFERSA, no. 23091.001069/2015-79).
Todos os experimentos foram realizados no Laboratorio de Biotecnologia Animal (LBA), da
UFERSA.

4.2. DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

No intuito de avaliar a presenca de 10% de SFB e de estabelecer qual o melhor meio
(Tabela 1) para o resfriamento de ovéarios bovinos, a presente proposta foi dividida em cinco
experimentos:

a) Experimento 1 (E1) : Para analise da presenca de SFB em NaCl, trés grupos
foram comparados: (1) NaCl com 10% de SFB, (II) NaCl sem SFB e (I11) controle ndo
resfriado.

b) Experimento 2 (E2): Para andlise da presenca de SFB em PBS, trés grupos
foram comparados: (I) PBS com 10% de SFB, (I1) PBS sem a presenca de SFB e (l1I)
controle n&o resfriado.

c) Experimento 3 (E3): Para anélise da presenca de SFB em DMEM, trés grupos
foram comparados:: (I) DMEM com 10% de SFB, (11) DMEM sem a presenca de SFB e (111)
controle n&o resfriado.

d) Experimento 4 (E4): Para analise da presenca de SFB em DPBS, trés grupos
foram comparados: (I) DPBS com 10% de SFB, (11) DPBS sem a presenca de SFB e (I11)
controle n&o resfriado.

e) Experimento 5 (E5): Nesse experimento, visando avaliar qual o melhor meio,

foram comparados 0s grupos que apresentaram melhor resultado nos experimentos anteriores.

Ap0s todas as colheitas oocitarias, foi verificada a taxa de recuperacdo, bem como a
qualidade dos odcitos a partir da aparéncia morfologica e ensaio de ACB. Adicionalmente, foi

avaliada a viabilidade das CCs com o corante azul de tripano.
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Tabela 1: Composicdo dos meios de transporte de ovarios bovinos.

Componentes (g/L) NaCl PBS DMEM* DPBS?
NaCl 9,0 8,0 6,4 8,0
KCI - 0,2 0,4 0,2
Na;HPO4 - 1,44 0,125 1.15
KH,;PO4 - 0,24 - 0,2
NaHCO, - - 2,2 -
Aminoacidos - - * -
Vitaminas - - * -
Sais Inorganicos - - * -
Vermelho de fenol - - 0,015 -
Piruvato de sddio - - 0,11 -
D-Glicose - - 1,0 -
MgCl, - - - 0.1
CaCl; - - - 0.133

1Gibco® 12800-017.  Sigma-aldrich ® D8662. *Grande quantidade de componentes.
4.3. COLHEITA DOS OVARIOS

Os ovarios foram recuperados em abatedouro local e imediatamente transportados para
o laboratdrio em garrafas térmicas contendo 500 mL de solucdo salina (NaCl, 0,9%) a 35—
37°C. No laboratorio, os ovarios foram lavados em uma nova solugdo de transporte e uma
avaliacdo macroscopica para observacao da presenca de foliculos, de corpo lGteo e qualidade
morfol6gica dos ovarios. Em seguida, ovarios foram divididos aleatoriamente de acordo com

0s grupos definidos no delineamento experimental.

4.4. RESFRIAMENTO DOS OVARIOS
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Para o resfriamento, no minimo quatro ovérios por grupo foram armazenados em
tubos de 50 mL contendo aproximadamente 25 mL da solucdo de resfriamento definida no
delineamento experimental. Apds o armazenamento, os tubos foram levados e mantidos em
um refrigerador com termémetro para verificacdo da temperatura (4—6°C) por 24 h. Ovarios
derivados dos grupos controle (ndo resfriados) foram processados imediatamente apos a
colheita.

4.5. RECUPERACAO E AVALIACAO DE OOCITOS IMATUROS

Para a recuperacao oocitaria, cada grupo de ovérios foi submetido a aspiracao folicular
(foliculos de 2-8 mm) utilizado agulha 21G e seringa de 5,0 mL e o liquido aspirado foi
depositado separadamente em tubos de 50 mL cobertos com papel aluminio. Os tubos
contendo liquido folicular foram mantidos em banho-maria (37°C) por 15 min para
sedimentagdo das estruturas.

Apds esse tempo, o conteddo sedimentado foi colocado em placas quadriculadas (100
x 20 mm) contendo aproximadamente 2,0 mL de PBS onde foi realizada a procura e a

avaliacdo dos odcitos sob estereomicroscopio.

4.5.1. Avaliacdo morfoldgica

Para a avaliacdo morfoldgica, odcitos recuperados foram classificados de acordo com
0 numero de camadas de CCs e homogeneidade do citoplasma (Figura 1), onde aqueles que
apresentaram trés ou mais camadas de CCs e citoplasma homogéneo foram considerados
viaveis de grau I; os que apresentaram uma ou duas camadas de CCs e citoplasma homogéneo
foram considerados viaveis de grau Il; odcitos parcialmente desnudos com citoplasma
homogéneo ou heterogéneo foram considerados ndo viaveis de grau Il e o6citos desnudos ou
degenerados com citoplasma heterogéneo foram considerados ndo viaveis de grau IV
(GONCALVES et al., 2008, com adaptacdes).

4.5.2. Ensaio de ACB

Para o ensaio de ACB, os oo6citos foram lavados duas vezes em gotas de 200 pL de
PBS e incubados em gotas de 300 puL de 26 uM de ACB por 60 min em temperatura
controlada (38,5°C) (BORGES et al., 2014). Decorrido o tempo, as estruturas foram avaliadas

sob estereomicroscépio e aquelas que apresentaram citoplasma azul foram classificadas em
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positivas (ACB”, viaveis), enquanto as que ndo apresentaram coloragio no citoplasma foram
consideradas negativas (ACB’, ndo viaveis) (OPIELA et al., 2008).

4.5.3. Viabilidade das CCs pelo ensaio de azul de tripano

Os odcitos selecionados morfologicamente como viaveis foram alocados
aleatoriamente em gotas de 100 pL de PBS para desagregacdo mecanica das CCs por
sucessivas pipetagens, resultando em uma suspensdo celular. Posteriormente, 95 pL da
suspensdo celular foram submetidas a coloracdo com 5,0 pL do corante azul de tripano (0,2%)
para avaliagdo da viabilidade em camara de Neubauer, onde as células presentes nos quatro
quadrantes externos foram contabilizadas. Assim, as células que apresentaram coloracédo azul
foram consideradas mortas e as células sem coloracdo foram consideradas vivas (SANTOS et
al., 2006).

4.6. ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram expressos em médias percentuais + erro padrdo e 0s seguintes
parametros foram avaliados: taxa de recuperacao oocitéria (relacdo entre o nimero de odcitos
recuperados e o nimero de foliculos aspirados x 100), percentual de odcitos vidveis pela
morfologia (nUmero de odcitos vidveis/nimero de estruturas recuperadas X 100), ensaio de
ACB (numero de odcitos vidveis/numero de estruturas recuperadas x 100) e viabilidade das
CCs (numero de células vivas/total de células contadas x 100).

Todos os grupos foram comparados entre si, usando o software Graphpad Instat 3.06
(GraphPad Software Inc., La Jolla, EUA). O teste exato de Fisher foi usado para todas as
analises, exceto os dados de viabilidade das CCs. Para o parametro de viabilidade das CCs
por azul de tripano foi utilizado o teste do chi-quadrado. As diferencas foram consideradas
significativas quando P < 0,05. Finalmente, cinco repetices por experimento foram

consideradas para a analise de dados, totalizando 25 repeti¢Ges viaveis para as analises.
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5. RESULTADOS

A fim de avaliar os pardmetros quantitativos e qualitativos de odcitos bovinos
resfriados por 24 h em meios simples (NaCl e PBS) e complexos (DMEM e DPBS)
suplementado ou ndo com SFB.

Inicialmente, para o E1, avaliou-se o efeito do resfriamento em NaCl na presenca e
auséncia de SFB. Para tanto, um total de 121 ovérios foi distribuido em trés grupos: 41
ovarios nao resfriados (controle), 40 ovarios resfriados por 24 h em NaCl/SFB e 40 ovérios
resfriados em NaCl. Ap6s cinco repeticdes, observou-se que a quantidade de odcitos
recuperados foi afetada quando na presenca do SFB no meio de resfriamento, onde este teve
uma influéncia negativa na taxa de recuperacdo de odcitos imaturos viaveis e nao viaveis, em
que uma maior taxa foi evidenciada no grupo de ovérios resfriados apenas com NaCl (Tabela
2). Contudo, o resfriamento ndo afetou a qualidade oocitéria e a viabilidade das CCs em
nenhum dos grupos avaliados, independente do meio de armazenamento. Desta forma, o
grupo NaCl na auséncia de SFB, que ndo apresentou resultado negativo em nenhum

parametro, foi usado no quinto experimento.

Tabela 2: Avaliacdo quanti-qualitativa de odcitos imaturos bovinos derivados de ovarios

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

Taxa de~ Qua~lldade oomtar_la Viabilidade das
Grupos recuperacao Avaliagao Ensaio de ACB
L CGCs
(n) morfoldgica (n) (n)

NZo resfriado 43,8+ 3,6 53,6 +34 424 +51 51,3+24
(192/438)™ (103/192)* (64/151)* (2037/3974)?

39644 669+24 396+41 49,6 £0,5
NaCl/SFB (242/611)" (162/242)* (76/192)* (2824/5691)*

NaCl 46,0+ 34 67,2+5,2 382+48 50,3+24
(287/624)* (193/287)* (92/241)* (2125/4221)?

Média + erro padréo. *°: diferem na mesma coluna (P < 0,05)

Com relacdo ao E2, um total de 108 ovarios foi distribuido em trés grupos: nao
resfriados (37), resfriados em PBS/SFB (36) e PBS (35). Inicialmente, o resfriamento afetou
0s parametros oocitarios quanto a taxa de recuperacdo de odcitos imaturos bovinos e
viabilidade das CCs dos odcitos recuperados (Tabela 3). Além disso, a presenga de SFB
influenciou positivamente tanto na avaliacdo quantitativa (taxa de recuperacdo) quanto na

viabilidade das CCs dos od6citos imaturos, quando comparados ao grupo de ovarios resfriados
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apenas em PBS. J& a qualidade por morfologia e ensaio de ACB foi semelhante em todos os
grupos. Portanto, o grupo PBS na presenca de SFB foi escolhido para o quinto experimento.

Tabela 3: Avaliacdo quanti-qualitativa de oocitos imaturos bovinos derivados de ovarios

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

Taxa de~ Q.ual~|dade ooutarla. Viabilidade das
Grupos recuperacao Avaliacao Ensaio de CCs
(n) morfoldgica (n) ACB (n)

N30 resfriado 42,0+£5,0 675+48 40,3+8,1 49,0+28
(231/550)* (156/231) (73/181) (1564/3193)

412+2]1 68,7 £4,9 444+ 4,6 46,3 + 3,3
PBScomSFB  o17/507y° (149/217)° (72/162)° (2445/5286)°

PBS 32,8+34 60,0 £6,2 42,6 £3,7 417+14
(155/473)° (93/155)* (49/115)* (1356/3252)°

Média + erro padréo. " diferem na mesma coluna (P < 0,05)

Ja no E3, de 71 ovaérios recuperados, 38 foram processados imediatamente (controle),
36 e 35 foram resfriados em DMEM/SFB e DMEM, respectivamente. A principio o
resfriamento afetou a taxa de recuperacdo, a qualidade oocitaria quanto a morfologia e a
viabilidade das CCs. Com relacdo a presenca do SFB, apenas a viabilidade das CCs
apresentou resultados positivos comparando ao DMEM sem a presenca do suplemento
proteico, sendo a taxa de recuperacdo e avaliacdo morfoldgica por método convencional
influenciada negativamente pela presengca do SFB (Tabela 4). O ensaio de ACB foi
semelhante entre os grupos avaliados (P > 0,05). Assim, o grupo DMEM apresentou-se

melhor em dois paramentos e, portanto, foi selecionado para 0 quinto experimento.

Tabela 4: 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).

Taxa de~ Quajldade ooutarlla Viabilidade das
Grupos recuperacao Avaliacao Ensaio de ACB CCs
(n) morfoldgica (n) (n)

NZo resfriado 33,0+5,0 60,4+ 8,9 36,6 £ 9,6 51,7+3,2
(227/687) (137/227) (64/175)° (1392/2691)°

DMEM com 22517 59,0+7,1 339+84 42,0+8,2
SFB (161/714)° (95/161) (42/124) (1256/2987)"

DMEM 30,1+4,3 73,1+47 29,0+ 12,9 345+8,8
(193/642)? (141/193)° (42/145)* (1844/5349)°

Meédia + erro padréo. *”°: diferem na mesma coluna (P < 0,05)
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No E4, um total de 98 ovarios foi distribuido entre os grupos: ndo resfriados (32) e
resfriados em DPBS/SFB (33) e DPBS (33). Inicialmente, o resfriamento afetou a taxa de
recuperacdo de odcitos imaturos bovinos (Tabela 5). 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 CCs, sendo superior ao grupo
de ovérios resfriados apenas em DPBS. Portanto, o grupo DPBS/SFB foi selecionado para o

quinto experimento.

Tabela 5: 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 Avaliacao Ensaio de ACB células do
Grupo .
(n) morfoldgica (n) (n) cumulus
N&o resfriado 53,2+6,5 60,5+4,9 447+ 35 50,8 +0,9
(291/547)* (176/291)* (105/235)* (2108/4146)*
39,9+27 63,0+6,4 37,2140 50,7 +5,2
DPBS/SFB (162/406)° (102/162) (45/121)? (1716/3386)°
DPBS 40,7 + 6,6b 56,8 + 8,6 414+44 47,0+ 39
(199/489) (113/199) (70/169)° (1191/2533)°

Média + erro padréo. *: diferem na mesma coluna (P < 0,05)

Para o E5, 0s grupos que obtiveram melhores resultados nos experimentos anteriores
(NaCl, PBS/SFB, DMEM, DPBS/SFB) e grupo controle foram comparados entre si. Para
tanto, um total de 134 ovarios foram distribuidos entre os grupos: NaCl (24), PBS/SFB (27),
DMEM (28), DPBS/SFB (28) e n&o resfriado (27).

Todos os meios foram semelhantes em relacdo a taxa de recuperacdo, morfologia e
ensaio de ACB (P >0,05). Contudo, o resfriamento afetou a viabilidade das CCs, onde os
grupos de meios complexos (DMEM e DPBS/SFB) mostraram viabilidade superior aos
grupos de meios simples (NaCl e PBS/SFB) (Tabela 6). Além disso, os dois grupos com
meios complexos mostraram uma maior proximidade com o grupo controle em relacéo a esse

parametro.
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Tabela 6: Avaliagdo quanti-qualitativa de od6citos imaturos bovinos derivados ovarios

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

Taxa de

Qualidade oocitaria

Grupo recuperacao Avaliacao Ensaio de ACB Vljaazl I(lzcgje
(n) morfoldgica (n) (n)

N0 resfriado 39,8+6,8 60,4 £ 4,8 42,6 + 88 62,7+3,1
(192/482)* (116/192)* (60/141)* (2265/3612)*

NaCl 46,5 + 8,3 74,3+6,8 44,3 +12,4 48,3 +4,3
(140/301)% (104/140)% (47/106)° (1288/2665)°

+

PBS/SEB 53,4 + 4’42 66,3 + 5,% 475 + 6,21 50,1+2,6 c
(163/305) (108/163) (58/122) (1349/2690)

DMEM 425+39 65,5+ 4,3 40,4 +4,1 54,0+4,5
(145/341) (95/145)* (42/104) (1674/3100)"

36,5+7,0 67,5+ 4,6 42,3+24 545+2,8
DPBS/SFB (157/430)* (106/157)* (47/111) (2199/4031)"

Meédia + erro padrdo. *: diferem na mesma coluna (P < 0,05)
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6. DISCUSSAO

No presente trabalho, foi avaliado o efeito do SFB em quatro diferentes meios (NaCl,
PBS, DMEM e DPBS), no intuito de definir qual proporcionaria 0 melhor ambiente para o
resfriamento de ovéarios bovinos por 24 h. Os cinco experimentos evidenciaram que 0
resfriamento pode afetar, principalmente, a taxa de recuperacdo de o6citos imaturos e a
viabilidade das CCs. Com relacéo a taxa de recuperacao, o longo periodo de armazenamento
dos ovarios pode tornar menos firme a ligacdo dos odcitos na parede do foliculo, facilitando a
perda dos mesmos na hora da aspiracdo (GUIGNOT et al., 1999). Ja a viabilidade das CCs
pode ser afetada tanto pela temperatura, quanto pelo ambiente em que se encontram, onde ja
foi mostrado que as CCs em contato direto com as células foliculares tém uma maior
capacidade de se manter viavel (SIRARD; COENEN, 1993). Contudo, a presenca do SFB nédo
se mostrou benéfica quando adicionado em NaCl e DMEM, de acordo com alguns pardmetros
avaliados. Além disso, em PBS e DPBS, a presenca do SFB mostrou-se favoravel para a
manutencdo mais adequada dos odcitos de ovarios resfriados por 24 h.

O NaCl € um meio simples, de facil preparo e baixo custo, razdes essas que fazem seu
uso ser muito frequente para o transporte de ovarios. Contudo, ndo é um meio rico em
nutrientes, o que pode ser prejudicial para uso por longos periodos de tempo, como foi
mostrado em um trabalho realizado por Wongsrikeao et al. (2005) que armazenaram ovarios
suinos em diferentes temperaturas e tempos, observando que o periodo de armazenamento
superior a 6 h podem acidificar o liquido folicular e leva-lo a uma ruptura, bem como a uma
fragmentacdo do DNA dos o6citos recuperados. Por outro lado, os experimentos realizados no
presente trabalho mostraram que o resfriamento de ovarios bovinos por 24 h em NaCl nédo
influenciou os parametros qualitativos dos odcitos. Além disso, a presenca do SFB no NaCl,
mesmo ndao mostrando diferencas nos resultados de qualidade oocitaria, mostrou-se inferior a
recuperacdo dos oocitos através da aspiracao folicular. Contudo, esse resultado ndo indica que
0 SFB néo tenha uma ac¢do 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 maturagdo ou desenvolvimento embrionério.

Ja o PBS/SFB apresentou melhor resultado tanto na taxa de recuperacdo de odcitos
imaturos, quanto na viabilidade das CCs. Este meio apresenta em sua composi¢cado uma maior
guantidade de componentes, quando comparado ao NaCl, sendo complementado ainda pelos

componentes do SFB. Os bons resultados obtidos com PBS/SFB podem ser explicados
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também devido a presenca de substratos energéticos do SFB, que combinados com 0s
nutrientes presentes no PBS, forneceram maior aporte nutricional para sustentar a viabilidade
folicular por longos periodos de armazenamento (SANTOS et al., 2002). Além disso, 0
PBS/SFB pode ter permitido que uma maior quantidade de CCs permanecesse viva apés as 24
h de resfriamento, promovendo uma melhor manutencédo da integridade da membrana (LIN et
al., 2011).

No que diz respeito ao experimento com DMEM, o presente estudo mostrou que a
presenca do SFB influenciou negativamente a taxa de recuperacdo e nao foi capaz de
melhorar a morfologia dos odcitos comparado ao meio s6 com DMEM. Esse resultado
mostrou-se diferente de estudos anteriores, como o realizado por Bohlooli et al. (2015) que
compararam o efeito do resfriamento de ovarios bovinos em meios simples e semi-complexos,
mostrando uma taxa de maturacdo e de clivagem superior em ovarios armazenados em meios
semi-complexos, ou seja, meios mais nutritivos. Lin et al. (2011) também observaram que a
taxa de maturacdo de odcitos suinos derivados de ovarios armazenados, foram maiores
guando a solucdo de armazenamento apresentava um composicao mais rica [PBS (72,6%) vs
Solucéo Braun-Collins (71,5%) vs solucdo salina (65,6%)]. Em contrapartida, a presenca do
SFB se mostrou benéfica para a viabilidade das CCs, o que pode ser explicado pela presenca
de fatores de crescimento, aminoécidos, vitaminas e outros nutrientes presentes tanto no soro
quanto no DMEM, que combinados permitem um ambiente favorével para a manutencéo das
células que circundam os 00citos.

O presente estudo também comparou o efeito do SFB em meio complexo de alta
capacidade tamponante, o DPBS. Inicialmente, o resfriamento teve efeito negativo sobre a
taxa de recuperacao dos dois grupos resfriados por 24 h, resultado que pode ser influenciado
tanto pela manipulacdo na hora da aspiracdo, quanto por uma degeneracdo dos foliculos
causada pela baixa temperatura, facilitando assim a perda dos odcitos na hora da recuperacao
oocitéaria (KIM et al., 2006). Contudo, a viabilidade das CCs no grupo suplementado com
SFB foi semelhante ao controle, o que leva a afirmar que um meio mais rico em nutrientes e
com alta capacidade de tamponamento pode garantir uma maior viabilidade dos CCOs, uma
vez que as CCs tém como funcdo principal a protecdo e nutricdo dos mesmos (LIN et al.,
2011; BOHLOOLI etal., 2015).

Finalmente, este é o primeiro estudo a avaliar os efeitos de uma suplementacédo
proteica em meios simples e complexos no resfriamento de ovarios bovinos por longo periodo
de tempo (24 h). Nesse contexto, para estabelecer também o melhor meio de armazenamento,

suplementado ou ndo, os melhores resultados obtidos de cada experimento foram comparados
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entre si ao longo de cinco repeti¢des, no intuido definir aquele que proporciona uma melhor
qualidade dos odcitos e que poderia ser posteriormente utilizado nos programas de reproducéo
animal.

Trabalhos anteriores com conservacao de foliculos ovarianos caprinos, ja relataram
que meios simples e complexos ndo diferem quanto a taxa de degeneracdo folicular apds
conservacgdo a 4°C (SILVA et al., 2003; SANTOS et al., 2002). Estes trabalhos estdo de
acordo com os resultados encontrados nos nossos experimentos, comparando 0S quatro
melhores resultados obtidos anteriormente, onde ndo foi observada diferenca na taxa de
recuperacdo oocitaria, na morfologia dos odcitos recuperados e ensaio de ACB, levando a
afirmar que as caracteristicas dos foliculos permaneceram apds 24 h de resfriamento.
Contudo, os meios complexos, suplementados ou ndao com SFB, que foram testados nesse
estudo e apresentaram uma maior quantidade de nutrientes em sua composicao, tiveram maior
capacidade de manter a viabilidade das CCs, mostrando que esse fator é de grande
importancia para a conservacao de ovarios resfriados por longos periodos de tempo.

Além disso, a presenca do SFB em meio com alta capacidade de tamponamento
permite um ambiente mais adequado para manutencdo das caracteristicas de qualidade dos
ovarios e, consequentemente, dos o6citos, uma vez que longos periodos de armazenamento
fora do ambiente in vivo acidificam o liquido folicular devido a mudangas no metabolismo.
Essa acidificacdo ocorre devido a um acimulo de H nas células do ovério, sendo entdo
liberadas no liquido folicular. Dessa forma, a presenca de grande quantidade de H no
ambiente que circunda o o6cito leva a passagem desses ions para o interior do odcitos,
provocando uma degeneracdo do DNA e, consequentemente, uma perda de sua viabilidade
(WONGSRIKEAO et al., 2005). Assim, meios que tém a capacidade de manter o pH estavel,
oferecem um melhor ambiente para o armazenamento de ovarios, permitindo assim que as
suas células utilizem melhor o oxigénio e glicose presente do meio, bem como mantem as
enzimas e hormonios em faixas fisioldgicas, garantindo suas fungdes e viabilidade mesmo em
condicGes de isquemia por periodos longos de tempo (SALEHI et al., 2004).

Contudo, a presenca de fontes energéticas e tampdes na composicdo do DMEM e do
DPBS/SFB podem ter contribuido para esse resultado positivo (BOHLOOLI et al., 2015).
Portanto, estes meios contribuem para que a falta de suporte vascular ndo acarrete em
mudancas drasticas de metabolismo e, consequentemente, aumente o acimulo de metabolitos
prejudiciais no espacgo intrafolicular (MAO et al., 2002; PEREIRA et al., 2015). Contudo, em
situacOes de necessidade, meios simples podem ser usados, pois apesar de menos eficientes

conseguem conservar a qualidade oocitaria e a taxa de recuperagao.
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7. CONSIDERACOES FINAIS

De acordo com os resultados encontrados pode-se confirmar que o resfriamento a 4°C
e 0 meio de conservacdo de ovarios bovinos por 24 h podem influenciar em fatores de
qualidade de odcitos bovinos. A presenca do SFB em meios com alta capacidade de
tamponamento (PBS e DPBS) mostra benéfica para a viabilidade das CCs e taxa de
recuperacdo oocitaria. Contudo, o uso de uma suplementacdo proteica em um meio muito
nutritivo ou muito simples ndo se mostrou importante para manter a qualidade dos o6citos.

Dessa forma, pode-se afirmar que meios complexos como o DMEM e o DPBS
proporcionam um ambiente mais propicio para o resfriamento por 24 h de ovéarios bovinos.
Além disso, a adicdo de SFB ao DPBS pode aumentar ainda mais a qualidade do meio e,
consequentemente, a viabilidade dos odcitos. Assim, € possivel definir que 0 DMEM e o
DPBS pode garantir a qualidade oocitéaria de ovarios bovinos durante um armazenamento a 4-
6°C por 24 h.
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APENDICE A - Resumo cientifico apresentado no XXII Congresso Brasileiro de
Reproducdo Animal, realizado em Santos-SP, de 10 a 12 de maio de 2017.

Influéncia do soro fetal bovino sobre a viabilidade das células do cumulus de odcitos

bovinos recuperados de ovarios resfriados

Alzira Regina Silva de Deus*, Maria Barbara Silva, Lhara Ricarliany Medeiros de Oliveira,
Luanna Lorenna Vieira Rodrigues, Maria Diana Céritas Barros dos Santos, Maria Valéria de
Oliveira Santos, Luiza Bento de Queiroz Neta, Alana Azevedo Borges, Alexsandra Fernandes

Pereira

Laboratério de Biotecnologia Animal, Universidade Federal Rural do Semi-Arido, Mossoro,

RN, Brasil. *E-mail: alziraregina@hotmail.com

A producdo in vitro de embrides (PIVE) tem sido amplamente utilizada por proporcionar
varias vantagens aos programas de reproducdo animal. Nesse sentido, uma importante fonte
de ovarios para a realizacdo da PIVE s&o os abatedouros, 0s quais muitas vezes encontram-se
distantes dos laboratérios. Dessa forma, as condi¢des de transporte dos ovarios, especialmente
por longos periodos de tempo, podem levar a uma perda na viabilidade dos odcitos. Portanto,
torna-se importante o estabelecimento de meios e suplementacfes capazes de manter as
caracteristicas de qualidade oocitaria, como a viabilidade das células do cumulus (CCs).
Assim, o objetivo foi avaliar a influéncia do soro fetal bovino (SFB) em meio simples
[solucdo tampao fosfato (PBS)] e complexo [meio essencial minimo modificado por Dulbecco
(DMEM)] durante o resfriamento (4-6°C) por 24 h de ovarios bovinos sobre a viabilidade das
CCs. Para tanto, dois experimentos foram realizados, onde no experimento | foram
comparados ovarios resfriados em PBS, PBS suplementado com 10% de SFB e n&o resfriado
(controle). Ja no experimento Il, foram avaliados ovarios resfriados em DMEM, DMEM
suplementado com 10% de SFB e ndo resfriado (controle). Os ovarios foram obtidos em
abatedouro e transportados imediatamente ao laboratério em solugéo salina (NaCl 0,9%; 35—
37°C). Para o resfriamento, ovarios foram divididos aleatoriamente entre 0s grupos e
armazenados por 24 h a 4-6°C. Todos os ovérios foram submetidos a aspiragdo folicular
(agulha 21G/seringa 5 mL) para recuperacdo oocitéria. Os 00citos apresentando uma ou mais
camadas de CCs foram selecionados e submetidos a desagregagdo mecanica para formagéo de

uma suspensdo de CCs. Em seguida, as células foram coradas com azul de tripano (0,2%) e
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visualizadas em camara de Neubauer sob microscopia Optica. Assim, células vivas (incolor) e
mortas (azul) foram contadas. A taxa de viabilidade (n° de células vivas/total de células
contadas*100) foi analisada pelo teste de chi-quadrado (P<0,05) considerando cinco
repeticdes por experimento. No experimento I, um total de 108 ovarios foi utilizado, onde o
grupo resfriado na presenca de SFB apresentou CCs com viabilidade de 46,3% + 3,3, a qual
foi significativamente superior ao grupo resfriado com PBS que apresentou 41,7% + 1,4 de
células viaveis (P<0,05). Além disso, o resultado do grupo PBS/SFB, apesar da diferenca
estatistica, mostrou uma maior proximidade ao grupo controle (49,0% % 2,8). No experimento
I1, 109 ovérios foram distribuidos entre os grupos, onde 0 DMEM/SFB também apresentou
melhor viabilidade das CCs em comparacdo ao grupo resfriado apenas com DMEM (42,0% +
8,2 vs. 34,5% + 8,8; P<0,05), os quais foram inferiores ao controle (51,7% =+ 3,2). Diante dos
resultados, observou-se que o processo de resfriamento ovariano influenciou negativamente a
viabilidade celular. Além disso, meios acrescidos de suplementacdo proteica, como o SFB,
garantem melhores condi¢es para a manutencdo das CCs e, portanto, da qualidade oocitéria.
Assim, pode-se concluir que a adicdo de SFB ao meio de resfriamento de ovarios bovinos por

24 h proporciona um melhor ambiente para manutencdo da viabilidade das CCs.

Palavras-chave: azul de tripano, DMEM, PBS, suplementagdo proteica.
Keywords: trypan blue, DMEM, PBS, protein supplementation.
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APENDICE B — Resumo cientifico apresentado no Encontro de Biotecnologia do Nordeste
(RENORBIO), realizado em Natal-RN, de 08 a 11 de agosto de 2017.

Influéncia do soro fetal bovino no meio de resfriamento ovariano sobre a qualidade de

od6citos bovinos

Alzira Regina Silva de Deus, Maria Barbara Silva, Lhara Ricarliany Medeiros de Oliveira,
Luanna Lorenna Vieira Rodrigues, Maria Valéria de Oliveira Santos, Luiza Bento de Queiroz

Neta, Alana Azevedo Borges, Alexsandra Fernandes Pereira

Laboratério de Biotecnologia Animal, Universidade Federal Rural do Semi-Arido, Mossoro,

RN, Brasil. E-mail: alziraregina@hotmail.com

A recuperacdo de odcitos para a producdo in vitro de embriGes bovinos pode ser realizada
usando fémeas in vivo ou post-mortem. Nesse Ultimo caso, os abatedouros possuem grande
importancia em virtude da disponibilidade de ovérios. Contudo, a localizacdo desses
abatedouros é algumas vezes distante, necessitando de condi¢des adequadas para o transporte
de ovérios por longos periodos. Essas condi¢es envolvem o uso de meios e suplementacGes
que precisam ser estabelecidos para manter a qualidade oocitaria. Assim, o objetivo do
presente trabalho foi avaliar a influéncia do soro fetal bovino (SFB) em meio simples [solucéo
tampdo fosfato (PBS)] durante o resfriamento de ovarios bovinos sobre os parametros
qualitativos e quantitativos de odcitos. Para tanto, ovarios derivados de fémeas de abatedouro
foram divididos aleatoriamente nos grupos: resfriamento em PBS [PBS], resfriamento em
PBS suplementado com 10% de SFB [PBS-SFB] e ndo resfriado [controle]. Para o
resfriamento, ovarios foram armazenados a 4-6°C por 24 h. Posteriormente, todos 0s ovarios
foram submetidos a aspiracdo folicular (agulha 21G e seringa de 5,0 mL) e os odcitos
recuperados foram classificados de acordo com a morfologia em viaveis [uma ou mais
camadas de células do cumulus (CCs) e citoplasma homogéneo] e ndo viaveis [parcialmente
ou completamente desnudos com citoplasma homogéneo ou heterogéneo)]. Além disso, a
qualidade também foi avaliada pelo ensaio de azul de cresil brilhante (ACB), no qual o6citos
apresentando citoplasma azul foram classificados como viadveis (ACB™) e sem coloragéo
foram considerados ndo vidveis (ACB’). Para a avaliacdo da viabilidade das CCs, o0citos
viaveis foram submetidos & desagregacdo mecanica, a suspensdo celular foi corada com azul

de tripan (0,2%) e visualizada em camara de Neubauer. Assim, células vivas (incolor) e
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mortas (azul) foram contadas. Para analise estatistica (P < 0,05) foi utilizado o teste exato de
Fisher e teste de chi-quadrado (viabilidade das CCs). Apoés cinco repeti¢des, um total de 108
ovarios foi recuperado e dividido entre os grupos. Inicialmente, a presenca de SFB [PBS-
SFB] influenciou positivamente a taxa de recuperacdo (41,2% + 2,1) quando comparada ao
grupo PBS (32,8% = 3,4), sendo o primeiro similar ao controle (42,0% + 5,0). Na avaliacdo
morfolégica, nenhuma diferenca foi observada entre os grupos (controle: 67,5% + 4,8; PBS-
SFB: 68,7% * 4,9; PBS: 60,0% + 6,2), assim como na avaliacdo pelo ensaio de ACB
(controle: 40,3% + 8,1; PBS-SFB: 44,4% + 4,6; PBS: 42,6% * 3,7). J& na viabilidade das
CCs, embora o resfriamento tenha afetado a viabilidade das CCs dos odcitos recuperados
(controle: 49,0% =+ 2,8), um maior percentual de células viaveis foi observado nos odcitos
derivados de ovarios resfriados em PBS-SFB (46,3% + 3,3) quando comparado ao grupo PBS
(41,7% £ 1,4). Em concluséo, a adicdo de SFB ao meio de resfriamento de ovarios bovinos
por 24 h proporciona um melhor ambiente para manutengdo da qualidade oocitaria.

Suporte financeiro: CNPq e CAPES.

Palavras chaves: Producéo in vitro de embriBes, recuperacdo oocitaria, ensaios de coloracao,

suplementacéo proteica.



