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RESUMO

Foi desenvolvida uma técnica para avaliacio do estiddio de maturacio nuclear de ovécitos
de bovinos, que permitisse clara visualizagdo das configurages cromossdmicas. Apds
aspiragio de foliculos oriundos de ovérios de vacas abatidas em matadouro, os complexos
"eumulus-ovécitos” foram lavados e em seguida classificados em categorias quanto ao
tipo de envoltério celular. Ovécitos com cumulus compacto foram cultivados em
diferentes tempos, em meio de cultura de tecido (TCM) acrescido de FSH (2pg/ml), soro
inativado de vaca em estro (10%) e células da granulosa em suspensio (2 x 10%/ml).
Foram analisadas 1.371 laminas confeccionadas de ovdcitos cultivados por 0, 12, 18,24 ¢
30 horas. A técnica permitiu clara visualizacio dos bivalentes na metdfase I e dos
monovalentes na metdfase II, mantendo ainda a integridade da configuragdo
cromossdmica tipica na anafase 1 e metéfase II, apesar da hipotonizagfo realizada. Além
disso, manteve a disposi¢io dos cromossomos do primeiro corpdsculo polar, quando
presente.
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ABSTRACT

A technique for evaluating the stage of bovine oocyte nuclear maturation was developed.
The technique allowed a distinct visnalization of the chromosome configuration. After
follicular aspiration, the oocytes were classified into categories based on the type of cell
surrounding. Only oocytes with compact cumulus, cultured over different times, were
used in this study. Oocytes were cultured in tissue culture medium (TCM) containing
FSH (20pg/ml), inactivated estrous cow serum {10%), and granulosa cell suspension (2 x
10%ml). A total of 1,371 samples from cultured cocytes during 0, 12, 18, 24 and 30 hours
was,analyzed. The technique allowed clear visualization of bivalents during metaphase I,
and the typical chromosomic configuration of metaphase II, including the arrangement of
the chromosome. In addition, the typical arrangement of anaphase I was preserved, even
under hipotonization.
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INTRODUCAO

Vidrios procedimentos tém sido descritos para a avaliagdio da configuragfio
cromossOmica de ovdcitos, em estudos relacionados com a maturagcio e
fecundacio in vifro (MIV ¢ FIV). Da mesma forma, diferentes critérios foram
adotados para caracterizar a maturagao nuclear do ovécito.

Adotando procedimentos que envolviam a inclusio e a microtomia, Akufo et al.
(1988) fixaram os ovdcitos em solugdo com 75% de 4acido picrico, 20% de
glutaraldeido e 5% de 4cido acético. Apds a fixagio, foram secionados com seis
micrémetros, corados com HE e analisados. Os estddios de maturagdo foram
identificados como: dictidteno, prometiafase, metifase I, andfase, tel6fase e
metifase 1.

Para avaliar o estddio de maturacio nuclear, Sirard & Bilodeau (1990a, b),
Gurevich et al. (1993) adotaram a montagem dos ovécitos entre ldmina e
laminula, com posterior fixagfo utilizando dcido acético com metanol ou com
etanol, na proporgio de 75% do 4lcool. O tempo de fixacfo utilizado por esses
pesquisadores variou de 24 a 48 horas. A orcefna foi usada como corante, na
concentragio de 0,75% a 2%, em solugfo de 4cido acético.

Alguns pesquisadores utilizaram procedimentos similares aos citados
anteriormente para avaliagio da taxa de fecundacfio de ovdcitos. Desse modo,
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Pavlok et al. (1989) e Stubbings et al. (1990) utilizaram a montagem e fixaciio
dos ovdcitos conforme descrito. Posteriormente, coraram com aceto-orceina a
1% ou 2%, para avaliar a taxa de ovécitos penetrados pelo espermatozéide e a
taxa de formagdo pronuclear.

O uso de substincias hipoténicas foi adotado por alguns pesquisadores. Dessa
forma, King et al. (1986) adaptaram uma técnica utilizada para zigotos por King
et al. (1979), vtilizando uma solugio de citrato de sédio a 0,88%, para a
hipotonizagdo dos ovécitos. A dispersdo dos cromossomos foi classificada como
boa (cromossomos bem espalhados), regular (cromossomos muito espalhados
efou muito contraidos)} e pobre (o mimero de cromossomos ndo pode ser
estabelecido devido & pobre dispersdo). Em 20 zigotos analisados por King et al.
(1979), foram observadas 11 laminas boas, trés regulares, quatro pobres e duas,
que ndo foram classificadas, ndo apresentavam mitose. Greve et al. (1984)
hipotonizando os ovécitos com uma solugio de citrato de sGdio a 1 %, utilizaram
um métedo de preparagio de ldminas similar ao de King et al. (1986). Esses
pesquisadores classificaram a matura¢do nuclear da seguinte forma: estddio de
vesicula germinativa, metifase I, metifase II e primeiro corpiisculo polar.
Bongso et al. (1988) relataram que complementos hipo-hapléides observados em
ovocitos de humanos apds FIV tém sido o resultado de artefatos devido a perdas
cromossdmicas durante a execugfio de métodos tradicionais. Também citaram a
necessidade de uma técnica que, além de permitir boa qualidade de metéfases,
possibilitasse acurdcia na contagem do ntimero de cromossomos. Diante dessas
observagdes, esses pesquisadores descreveram uma técnica para ovécitos de
humanos, camundongos e hamsters. Siiss et al. (1988) descreveram uma técnica
para a preparagio de ovécitos de bovinos, apés a manutengiio desses em solugio
hipoténica de KCl (0,075 M) por 10 minutos. Esses pesquisadores
caracterizaram os seguintes estidios de configuragio cromossdmica: proeminente
nucléolo e muitos finos filamentos de cromatina ao redor do niicleo (VG), longos
¢ finos filamentos cromossdmicos, podendo aparecer alguns individualmente,
nucléolo ténue quando presente (CI), cromossomos enrolados e nenhum
aparecendo individualmente (CII), diacinese (aparéncia bivalente), andfase I,
teléfase I (quando dois grupos cromossdémicos foram encontrados) e MII (quando
0s cromossomos estavam espalhados).

A avaliacio do estadio de maturagio dos ovdcitos € um procedimento necessério
em pesquisas de MIV e FIV. Diante disto, objetiva-se, neste trabalho, definir
procedimento mais rapido e seguro na avaliagdo dos ovécitos maturados, que
coniribua substancialmente para as atividades rotineiras e aprimoramento dessas
tecnologias.
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MATERIAL E METODOS

Foram utilizados ovérios de vacas abatidas em matadouro. Imediatamente apds o
abate e evisceracdo, os ovdarios foram removidos e imersos em solugdo fisiolégica
a 35-37°C, acrescida de penicilina e estreptomicina (Sirard & Bilodeau, 1990b),
levados ao laboratdrio e lavados trés vezes em solucéo fisiolégica.

A aspiragdo dos ovécitos foi realizada com agulhas 25 X 7, adaptadas em
seringas de Sml. Apds a puncio dos foliculos terciarios, com didmetro minimo de
1,5mm, o liquido era aspirado e depositado em cdlice c6nico € com 40ml de meio
Talp-Hepes (Bavister et al., 1983) mantido a 38 - 39°C. Apés a decantagio por
cinco minutos, o sobrenadante foi sifonado lentamente para uma placa de Petri.
O sedimento foi ressuspenso com meio de Talp-Hepes e transferido para placa de
Petri mantida em placa aquecedora, na temperatura de 38°C.

Os complexos "cumulus - ovécitos” foram lavados em meio de Talp-Hepes com
o auxilio de um microscépio estereoscopio. Os ovdcitos apresentando cumulus
compacto foram co-cultivados com células da granulosa em suspensdo (Sirard &
Bilodeau, 1990a), em meio de cultura de tecido (TCM) acrescido de substincias
conforme Costa et al. (1994).

Os cultivos foram realizados em placas de Petri de 35 milimetros de difmetro,
com quatro mililitros de meio de cultivo previamente equilibrado durante uma
hora a 39°C, em atmosfera de 5% de CO., 95% de ar atmosférico e 95% de
umidade. Foram retirados 30 a 40 ovdcitos em 0, 12, 18, 24 e 30 horas de
incubacdo. Apds a remogao mecinica do cumulus eophorus, os ovocitos foram
submetidos aos procedimentos descritos a seguir: 1- manutencio dos ovocitos
desnudados cinco minutos em solugio de KCl (0,045 Molar em dgua destilada);
2- transferéncia dos ovdcitos, juntamente com 15pl da solugio hipotdnica, para
uma ldmina previamente limpa e desengordurada; 3- separac@io dos ovocitos
agrupados, com o auxilio de um microscopio esterecscopio, € aspiragdo de todo
o excesso de liquido através de uma micropipeta, permitindo que os ovdcitos
figuem imdéveis na 14mina; 4- gotejamento imediato de uma gota
(aproximadamente 10ul) de solugdo de metanol + dcido acético (2:1, v/v) recém-
preparada e mantida a 4°C; 5- adicAo de uma segunda gota do fixador
(aproximadamente 10pl), imediatamente apds os ovdcitos se expandirem; 6-
secagem; 7- adigdo de trés a quatro gotas (total aproximado de 30 a 40pl) de
solugdo de metanol e dcido acético (3:1, v/v), mantida a 4°C; 8- secagem; 9-
fixacAo & temperatura ambiente em solugdo de metanol e dcido acético (3:1, v/v),
por um periodo minimo de uma hora; 10- coloragio por 15 a 30 segundos com
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solugdo de orceina a 2% em solucio de 4cido acético glacial a 40% em 4dgua
destilada, acrescida de 1,0g de citrato de sodio (apés a adigfio de orceina, a
solugdo final foi fervida em banho-maria por 20 minutos, filtrada e
acondicionada em geladeira, dentro de um frasco de vidro escuro); 11- lavagem
cuidadosa em dgua destilada e secagem ao ar; 12- adigiio, imediatamente apds a
secagem, de uma pequena gota de 6leo de imersdo (2ul), cobrindo-a com uma
laminula 22 por 22mm e vedando as margens com esmalte; 13- localizacdo dos
ovocitos em aumento de 100 vezes e avaliagdo em 1.000 vezes, com Gleo de
imersdo; 14- acondicionar as [4minas em temperatura ambiente.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram analisadas 1.371 laminas confeccionadas pela técnica descrita, a partir de
ovicitos maturados in vitro por zero, 12, 18, 24 e 30 horas. Esta técnica
desenvolvida ¢ diferente do método convencional adotado por vérios pesquisadores
(Sirard & Bilodeau, 1990a, b; Gurevich et al., 1993). No método convencional, os
ovécitos ndo sio hipotonizados previamente. Nesse caso, a preparaciio mantém a
forma tridimensional do ovécito. Desse modo, o conjunto de cromossomos na fase
de metdfase I ou metafase II apresenta-se muito agrupado e também na forma
tridimensional, impossibilitando a focalizagao de todo o conjunto, dificultando a
caracterizacdo cromossOmica (monovalente ou bivalente).

Pelos métodos convencionais, o diagnostico do estddio de matura¢do do ovocito
¢ auxiliado pela presenca ou ndo do primeiro corpusculo polar (CP). Entretanto,
esse procedimento nio oferece muita seguranga, uma vez que o CP ndo
permanece muito tempo visivel, apés a sua formagfo. Apesar de alguns
pesquisadores terem utilizado a presenga do corpiisculo polar como pardmetro de
ovéeito maduro (Kastrop et al., 1990), alguns trabalhos t&m contraindicado este
procedimento. Assim, Greve et al. (1984) verificaram que o CP nio estava
presente em varios ovécitos com configuragdo obvia de metdfase II. Sugeriram
que a presenga ou auséncia do primeiro CP néo deve ser usado como parimetro
acurado para avaliar a maturagio final do ovéeito. Corroborando essas
observagdes, Akufo et al. (1988) relatam que alguns ovécitos em metdfase IT ndo
tinham corpisculo polar e contudo poderiam ter sido tabulados como metafase L.
Da mesma forma, Hyttel et al. (1989) observaram que durante a maturagdo "in
vitro", o CP € eliminado entre 18 a 21 horas. Ap6s a eliminagio do CP, este fica
nos arredores da placa metafdsica. Subseqiientemente ele degenera, ndo sendo
mais observado por volta de seis a sete horas. Desse modo, um ovéeito jd maduro
com 18 horas de cultivo poderd n3o mais apresentar CP com 24 horas, quando
geralmente & realizada a confecgéio das laminas.
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A utilizagio da técnica desenvolvida permite observar com clareza a condigio de
bivaléncia na metdfase I (Fig. 1a). Também foi possivel verificar, com detalhes, a
configuragdo cromossdmica tipica na metdfase II, mantendo inclusive a
disposigdo dos cromossomos do primeiro corpisculo polar, quando presente
(Fig. 1d). O uso de substincias hipotonicas foi também adotado por alguns
pesquisadores para avaliagio da maturagdo de ovécitos (King et al., 1986;
Bongso et al., 1988; Siiss et al., 1988) e também para andlise cromossdmica de
zigotos (King et al., 1979). Entretanto, os resultados desses pesquisadores néo
permitiram vma comparagio com a técnica desenvolvida, devido i escassez de
informagdes na execugio dos procedimentos.

A qualidade das preparagtes foram mantidas por tempo indefinido, apesar de a
coloragio ter sido realizada com orceina. A técnica também manteve a
integridade da disposi¢do cromossdmica tipica da andfase I, apesar da
hipotonizagfio realizada (Fig. 1b e 1d). Também ocorreu, esporadicamente, a
manutengdo parcial dos fusos, apesar do procedimento de hipotonizacio
realizado. Entretanto, a integridade dos fusos ocorreu com maior clareza em
procedimentos convencionais de preparagfio de liminas, onde nfio & realizada a
hipotonizagao.

.

E 5
Figura 1. Configuragdes cromossdmicas em diferentes fases, obtidas com utilizagae da nova técnica
desenvolvida para a preparacio das ldminas. Metdfase I (bivalentes) de ovécitos bovinos cultivados
in vitro por 12 horas (a). Inicio e final de andfase I em ovécitos bovinos cultivados in vitre por 12
horas. (b ¢ c}. Metdfase II de ovécito bovino cultivado in vitro por 18 horas. CP: conjunto de
Cromossomos pertencentes ac corpisculo polar. (d). 1000 X.
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No caso de avaliagdo da taxa de fecundagdo, a técnica desenvolvida ndo
apresenta vantagens, quando comparada com a rotineira. O diagnéstico de
ovéeito fecundado € obtido pela observagio da presenga dos pronidcleos. A
utilizag@o da técnica rotineira permite a manutengio dos prondcleos, o que € uma
condiclio desejdvel. Além disso, os cromossomos estdo descondensados, o que
ndo justifica a utilizagdo de procedimentos de hipotonizagdo. Dessa forma,
utilizando procedimentos convencionais sem hipotonizacio dos ovécitos, varios
pesquisadores avaliaram a taxa de fecundacfio de ovdcitos recém-fecundados
(Pavlok et al., 1989; Stubbings et al., 1990).

O tempo de fixagfo é também um fator importante na preparagdo das laminas. O
diagndstico rdpido e preciso € necessdrio durante os procedimentos rotineiros de
FIV. No caso das técnicas rotineiras, sem o uso de solugdes hipotSnicas, o tempo
de fixacdo citado na literatura ¢ de no minimo 24 horas. Isto pode ser explicado
pelo fato de permanecer o ovécito intacto, necessitando de um maior tempo para
que ocorra a penetracio do corante dentro do ovdcito. Na técnica desenvolvida, o
tempo de fixacio € muito curto (uma hora), podendo, inclusive, ser reduzido para
um minuto, para um diagnéstico imediato, o que diminui discretamente a
qualidade da preparagao.

CONCLUSOES

A técnica desenvolvida permite maior rapidez e seguranga na avaliagdo do
estddio de maturacio nuclear do ovécito bovino, fator fundamental em estudos
comparativos de sistemas de maturagio ou fecundagéo in vitre. Também mantém
por tempo indefinido a qualidade das preparagdes coradas pela orceina. Permite
observar com clareza a condi¢do de bivalentes na metdfase I, assim como a
configuragio cromossémica tipica na metdfase II. Mantém a disposicdo dos dois
grupos cromossdmicos na fase de anafase I apesar da destruigfio parcial ou total
dos fusos e também a integridade e a distribui¢io dos cromossomos do primeiro
corpisculo polar, quando presente.
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