SANTOS ET AL. (2017)

HOLOS

ISSN 1807 - 1600

INFLUENCIA DO CORPO LUTEO SOBRE A RECUPERACAO DE OOCITOS IMATUROS
BOVINOS DERIVADOS DE FEMEAS POST-MORTEM

M. V. O. SANTOS, L. B. QUEIROZ NETA, A. A. BORGES, M. B. SILVA e A. F. PEREIRA*
Universidade Federal Rural do Semi-Arido
alexsandra.pereira@ufersa.edu.br

Submetido 15/01/2017 — Aceito 02/10/2017

DOI: 10.15628/holos.2017.5556

RESUMO

O objetivo do presente trabalho foi avaliar a influéncia
do corpo luteo (CL), glandula enddcrina temporaria
presente nos ovarios, sobre a recuperagdo de odcitos
imaturos bovinos derivados de ovarios de fémeas post-
mortem. Para tanto, as seguintes comparacGes foram
realizadas: fémeas ndo prenhes com CL vs. fémeas ndo
prenhes sem CL; fémeas prenhes com CL vs. fémeas nao
prenhes com CL; e ovdrio com CL vs. ovario sem CL.
Assim, ovarios foram obtidos em abatedouro e os
odcitos recuperados por aspiragdo folicular. A qualidade
oocitdria foi avaliada por morfologia convencional e
ensaio de azul cresil brilhante (ACB), sendo

quantificados odcitos vidveis e ndo vidveis para cada
técnica. Todos os dados foram analisados pelo teste de
Fisher (P<0,05). Assim, avaliando fémeas ou ovarios com
ou sem CL, nenhuma diferenca foi observada nos
parametros avaliados. Contudo, um maior percentual de
oocitos viadveis por morfologia foi obtido de fémeas
prenhes com CL, quando comparado as fémeas ndo
prenhes com CL. Em conclusdo, pode-se afirmar que
parametros de recuperagdo e qualidade oocitdria ndo
sao afetados pela presenca de CL, exceto em doadoras
prenhes que apresentaram odcitos de melhor qualidade.
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INFLUENCE OF THE CORPUS LUTEUM ON THE RECOVERY OF BOVINE IMMATURE
OOCYTES DERIVED FROM POST-MORTEM FEMALES

ABSTRACT

The aim of the present study was to evaluate the
influence of the corpus Iuteum (CL), temporary
endocrine gland present on the ovaries, on the recovery
of bovine immature oocytes derived from ovaries of
post-mortem females. Thun, the following comparisons
were performed: non-pregnant females with CL vs.
females not-pregnant without CL; pregnant females with
CL vs. not-pregnant females with CL; and ovary with CL
vs. ovary without CL. So, ovaries were obtained in
slaughterhouse and the oocytes recovered by follicular
aspiration. The oocyte quality was evaluated by
conventional morphology and brilliant cresyl blue assay

(BCB), and viable and non-viable oocytes were
quantified for each technique. All data were analyzed by
Fisher test (P<0.05). Thus, evaluating females or ovaries
with or without CL, no difference was observed in the
evaluated parameters. Nevertheless, a higher
percentage of viable oocytes by morphology were
obtained from pregnant females with CL comparing non-
pregnant females with CL. In conclusion, it can be stated
that it is possible that recovery parameters and oocyte
quality are not affected by the presence of CL, except in
pregnant donors who presented oocytes of better
quality.
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1 INTRODUCAO

As biotécnicas reprodutivas tém despertado grande interesse dos setores cientificos e
comerciais em virtude dos inumeros beneficios que podem promover para o melhoramento
genético e aumento da produtividade de rebanhos (Azevedo, Magalhdes, Oliveira, Lima, &
Magalhaes, 2015). Dentre essas biotécnicas, a producdo in vitro de embriées (PIVE) merece
destaque, pois possibilita a obten¢cdo de um grande nimero de embriGes vidveis para a produgao
animal e investigacdo cientifica (Nivet et al., 2012; Carrocera, Caamafio, Trigal, Martin, & Diez,
2016).

Em geral, a PIVE é composta por algumas etapas, iniciando com a colheita e selecdo de
odcitos imaturos, maturagdao in vitro (MIV) desses odcitos, fecundagdo in vitro (FIV) com
espermatozoides, desenvolvimento in vitro (DIV) dos embrides e transferéncia para receptoras
sincronizadas (Paramio & lzquierdo, 2016). Assim, visando aperfeicoar essas etapas e aumentar
ainda mais o sucesso da PIVE, varios estudos tém sido realizados avaliando fatores relacionados
desde os momentos iniciais de colheita oocitaria, a fim de obter odcitos em quantidade e
qgualidade adequados (Barbosa, Toniollo, & Guimardes, 2013), até as etapas finais de
desenvolvimento embriondrio (Zullo et al., 2016). Nesse contexto, alguns fatores podem
influenciar a qualidade e competéncia de odécitos imaturos, incluindo caracteristicas intrinsecas da
fémea, normalmente relacionadas a parametros fisioldgicos ovarianos, como a presenca do corpo
luteo e estadio do ciclo estral (Hajarian, Shahsavari, Karami-Shabankareh, & Dashtizad, 2016).

O corpo luteo (CL) pode ser considerado um indicador do estadio reprodutivo da fémea,
uma vez que essa estrutura enddcrina é formada apds a ovulagdo e estd envolvida na manutencgao
da gestacao e regulacdo do ciclo estral (Penitente-Filho et al., 2014). A presenca ou auséncia do CL
na superficie ovariana tém se mostrado um critério de selecdo macroscdpico para recuperacdo de
odcitos em bovinos (Pirestani et al., 2011; Hajarian et al., 2016), bubalinos (EI-Naby et al., 2013) e
ovinos (Davachi, Kohram, & Zeinoaldini, 2013). Contudo, os resultados com relagao a influéncia do
CL sobre a qualidade oocitéria ainda sdo controversos (Penitente-Filho et al., 2015).

Logo, o objetivo do presente trabalho foi avaliar a influéncia do CL na superficie ovariana
sobre a recuperagdo de odécitos imaturos bovinos derivados de ovarios de fémeas post-mortem.

2 MATERIAL E METODOS

Esse estudo foi aprovado pelo Comité de Etica de Uso de Animais da Universidade Federal
Rural do Semiarido (CEUA/UFERSA; n? do processo: 23091.001069/2015-79). Os experimentos
foram conduzidos no Laboratério de Biotecnologia Animal (LBA/UFERSA).

O trabalho foi dividido em trés comparacdes, avaliando a influéncia do corpo luteo (CL) nos
ovdrios de fémeas post-mortem sobre os parametros de recuperacdo oocitaria: (i) fémeas nao
prenhes com CL visivel vs. fémeas ndo prenhes sem CL visivel; (ii) fémeas prenhes com CL visivel
vs. fémeas ndo prenhes com CL visivel e (iii) ovario com CL vs. ovario sem CL. Para todas as
comparacbes, a qualidade oocitaria foi determinada por avaliacdo morfoldgica convencional e
ensaio de azul cresil brilhante (ACB).
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Assim, para atender o delineamento proposto anterior, ovarios de fémeas bovinas foram
coletados em abatedouro local (Mossord, Rio Grande do Norte) e os mesmos foram avaliados
guanto a presenca de CL visivel na superficie ovariana e armazenados separadamente, de acordo
com os grupos experimentais. Além disso, fémeas gravidicas foram identificadas apds o abate por
exame visual de membranas fetais, vesiculas amnidticas, cotilédones e presenca de feto. Os
ovarios obtidos foram transportadas ao laboratdrio em solugdo salina (NaCl, 0,9%) acrescido de
antibidticos a uma temperatura de 35-37 °C.

No laboratério, os ovarios foram lavados com uma nova solucdo de transporte e os
foliculos visiveis com diametro de 2—8 mm foram aspirados utilizando uma agulha 21 G acoplada a
uma seringa de 5,0 mL. Apds a aspiracdo folicular, os odcitos foram classificados sob
estereomicroscépio por critérios morfolégicos em quatro graus: grau | (trés ou mais camadas de
células do cumulus e citoplasma homogéneo), grau Il (uma ou duas camadas de células do cumulus
e citoplasma homogéneo), grau lll (camada incompleta de células do cumulus e citoplasma
homogéneo ou heterogéneo) e grau IV (células do cumulus com aspecto gelatinoso ou odcito
degenerado com granulos escuros) (Gongalves et al., 2008). Os odcitos classificados como graus | e
Il foram considerados viaveis e graus lll e IV classificados como nao viaveis.

Os odcitos selecionados por critérios morfolégicos foram lavados em gotas de solucao
tampao fosfato, PBS (200 uL) e incubados em gotas de 300 pL de ACB diluido em PBS (26 uM,
Sigma, EUA) por 60 min a 38,5 °C. Decorrido esse tempo, os odcitos foram lavados novamente em
gotas de PBS (200 pL) e visualizados sob estereomicroscépio. O corante ACB se baseia na atividade
da enzima glucose-6-fosfato desidrogenase (G6PDH) que se encontra mais ativa em odcitos em
fase de crescimento, reduzindo o corante de azul para incolor (ACB’). Em odcitos crescidos, a
atividade da G6PDH diminui e o ACB nao é reduzido fazendo com que os odcitos apresentem cor
azul no citoplasma (ACB*) (Bhojwani, Alm, Torner, Kanitz, & Poehland, 2007). Assim, odcitos com
coloracdo azul em seu citoplasma foram classificados como ACB* e considerados competentes. J4
aqueles com citoplasma incolor foram classificados como ACB e considerados menos
competentes (Opiela & Katska-Ksiazkiewicz, 2013).

Para a andlise estatistica, a taxa de recuperagdo oocitaria (relacdo entre o niumero de
odcitos recuperados e o numero de foliculos aspirados), o nimero de odcitos colhidos por ovario e
o percentual de odcitos vidaveis (niumero de odcitos vidveis sobre o total de odcitos recuperados)
por morfologia e ensaio de ACB foram avaliados pelo teste exato de Fischer (P<0,05), usando o
software Graphpad Instat 3.06 (GraphPad Software Inc., La Jolla, EUA). Um total de quinze
repeticdes foi realizado, sendo cinco repeti¢cdes por cada comparacao.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Na comparacado entre fémeas nao prenhes com CL visivel e as fémeas ndo prenhes sem CL
visivel, a taxa de recuperacdao e o niumero de odcitos por ovario foram semelhantes (P>0,05), bem
como o percentual de odcitos viaveis por morfologia convencional e ensaio de ACB (Tabela 1).

De forma similar, Pirestani et al. (2011) ndo observaram diferencas no percentual de
odcitos recuperados de doadoras com CL ou sem CL, independentemente da presenca de foliculo
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dominante. Em contrapartida, Reis, Metelo, Santos e Silva (2006). (2006) demonstraram que a
taxa de recuperagao e qualidade de odcitos bovinos foi maior em fémeas em fase luteinica do que
em fase folicular.

Tabela 1: Recuperacgdo e qualidade de odcitos bovinos derivados de fémeas ndo prenhes com ou sem CL visivel.

Presenca  Taxa de recuperagao Odcitos/ Odcitos vidveis por Odcitos vidveis pelo
de CL (%) ovario morfologia (%) ensaio de ACB (%)
. 325/487 9.0 208 176
(66,73) ! (64,00) (54,15)
390/620 241 221
- 7,5
(62,90) (61,79) (56,66)
P>0,05.

Quando odcitos de fémeas prenhes com CL e fémeas nao prenhes com CL foram
comparados, ndo houve diferenca nos parametros de recuperacao (P>0,05). Contudo, na avaliacdo
morfoldgica foi obtido um maior (P<0,05) percentual de odcitos vidveis de fémeas prenhes com CL
do que de fémeas nao prenhes com CL (Tabela 2).

Tabela 2: Recuperacgdo e qualidade de odcitos bovinos oriundos de fémeas com CL prenhes e ndo prenhes.

Animal Presenca Taxa de Odcitos Odcitos vidveis por  Odcitos vidveis pelo
prenhe de CL recuperagdo (%) /ovario morfologia (%) ensaio de ACB (%)
465/782 a 293 194
+ + 2 a
(59,46)° 8 (63,01)° (41,72)
i + 165/256 49° 87 73
(64,45)° ’ (52,72)° (44,24)

k. diferem na coluna (P<0,05).

Estes nUmeros concordam em parte com os resultados obtidos por Barbosa et al. (2013)
gue ndo observaram diferenca na média de odcitos recuperados (31,34 vs. 44,08) e viaveis por
morfologia (38,51 vs. 32,00). Takuma et al. (2010) também ndo observaram diferenca na
viabilidade e percentual de odcitos obtidos de doadoras gravidicas ou ndo gravidicas; contudo,
um maior percentual de embrides clivados (74,3 vs. 63,3) e blastocistos (46,9 vs. 33,4) foi obtido
de fémeas em estado gestacional, mostrando que o estadio fisiolégico pode influenciar a
competéncia de desenvolvimento de oécitos.

Finalmente, ovdrios com e sem CL do mesmo animal ndo apresentaram diferengas com
relacdo a parametros de recuperacao e qualidade oocitaria por morfologia convencional e ensaio
de ACB (P>0,05) (Tabela 3), estando de acordo com os resultados de Barbosa et al. (2013).

Sugulle, Dochi e Koyama (2008) também avaliaram a qualidade dos odcitos de ovarios com
e sem CL, utilizado o ensaio de ACB, e, assim como neste trabalho, ndo foi encontrada diferenca
no percentual de odcitos ACB* (73,9 vs. 69,5). Em contraste, Hajarian et al. (2016) obtiveram um
maior percentual de odcitos ACB" a partir de ovarios sem CL, comparado a ovarios com CL (57,3 vs.
44,1), bem como uma taxa de desenvolvimento embrionario superior. Em soma, Sugulle et al.
(2008) ressaltaram que a classificacdo com o ensaio de ACB pode facilitar a selecdo de odcitos
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competentes para a fecundacdo in vitro, auxiliando o método de selecdo morfoldgica
convencional.

Tabela 3: Recuperacado e qualidade de odcitos bovinos derivados de ovarios com ou sem CL.

Superficie  Taxa de recuperagdo Odcitos/ Odcitos viaveis por Odcitos viaveis pelo
ovariana (%) ovario morfologia (%) ensaio de ACB (%)
Com CL 265/436 8,8 187 137
(60,77) (70,56) (51,69)
Sem CL 280/445 10,0 197 143
(62,92) (70,35) (51,07)
P> 0,05.

4 CONCLUSOES

A taxa de recuperac¢do, o numero de odcitos por ovario e a qualidade oocitdria por critérios
morfoldgicos e ensaio de ACB nao foram afetados pela presenca do CL, exceto em caso de
doadoras gravidicas, aumentando a qualidade dos odcitos recuperados.
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