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INTRODUCAO

Odcitos da maioria das espécies de mamiferos sdo sensiveis a baixa temperatura (LEIBO et
al., 1995). Em algumas espécies, a baixa taxa de sobrevivéncia apds o descongelamento tem sido
associada a presenca do alto conteudo lipidico intracitoplasmatico presente no oocito (YOUNG et
al., 1994). VISINTIN et al.. (2002) ¢ STEEL et al., (2004) relataram maior taxa de prenhez apos a
transferéncia de embrides congelados de Bos indicus em relagdo a Bos taurus, possivelmente devido
ao maior namero ¢ tamanho de goticulas lipidicas presentes no embrido de Bos indicus quando
comparado com Bos taurus no estagio de blastocisto (VISINTIN et al., 2002). Dentre os fatores que
podem influenciar o conteudo lipidico intracitoplasmatico de embrides pode-se destacar a origem
do odcito (raga da doadora).

‘Nile Red é um corante fluorescente usado para marcar de forma especifica as goticulas
lipidicas intracelulares em odcitos (GENICOT et al., 2005) e embrides (BATISTA et al., 2010).
Dessa maneira, o objetivo deste estudo foi comparar o contetudo lipidico em Bos faurus (Holandés)
¢ Bos indicus (Gir), utilizando este corante.

MATERIAL E METODOS

O trabalho foi realizado no Campo Experimental Fazenda Santa Moénica, localizado no
Municipio de Valenga, RJ ¢ no Campo Experimental de Coronel Pacheco, localizado no municipio
de Coronel Pacheco, MG, ambos pertencentes a Embrapa Gado de Leite.

Coleta de odcito

Para a realizagdo do presente estudo, os complexos cumulus-oocitos (COCs) foram
recuperados de 9 vacas, sendo 6 vacas da raga Gir (Bos taurus) e 3 da raga Holandesa (Bos indicus),
com condigdes corporais semelhantes. A aspiragdo folicular foi realizada com auxilio de ultrassom,
transdutor setorial intravaginal de 7,5 MHz e uma guia para agulha de bidpsia (Scanner 100S Pie
Medical, Maastricht. Holanda). O liquido folicular ¢ os CCOs foram coletados em um tubo de 50
mL aquecido com meio DPBS (Nutricell, Campinas, SP, Brasil) ¢ suplementado com 3% de soro
fetal bovino (Nutricell) e 10UI/mL de heparina sédica (Liquemine, Roche, Basileia, Suiga). Foram
selecionados os complexos cumulus-oocitos (COCs) de grau I e II de acordo com Viana ef al.
(2004). Imediatamente apos a selegdo, os odcitos foram removidos do cumulus com 1% de
hialuronidase (Sigma). Os odcitos desnudos foram lavados duas vezes em PBS acrescidos de 0,1%
de PVA (Sigma).

Colora¢iio da amostra
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Os oocitos livres das células do cumulus foram fixados em solugdo de 500 pl 2%
glutaraldeido e 2% formaldeido, por pelo menos 24h. Decorrido esse tempo, foram transferidos para
tubos de plasticos (1 odcito/frasco plastico) contendo 30 pL de 10 pg / ml de Nile Red (Molecular
Probes, Inc., Eugene, OR, E.U.A.) dissolvido em solugdo fisiologica (0,9% NaCl) com 1mg/ml de
polivinilpirrolidona. As amostras foram coradas no escuro a temperatura ambiente por 24 horas. A
solugdo de Nile Red estoque (lmg/ml) foi preparada por diluigdo em DMSO e armazenada a
temperatura ambiente no escuro. A concentragdo final foi obtida diluindo o estoque com a solugéo
salina com 1mg/ml de polivinilpirrolidona.

Quantificaciio da fluorescéncia

As goticulas de lipideos foram visualizadas usando um microscopio fluorescéncia com
objetiva de 10x. A quantidade de luz fluorescente emitida por toda amostra (odcito) foi avaliada em
582 + 6 nm com um microscopio de fluorescéncia invertido usando a objetiva de 10x. A
fluorescéncia foi quantificada utilizando Software QUANTPORO. Os resultados foram expressos
em unidades arbitrarias de fluorescéncia. O filtro de luz UV foi utilizado para evitar o
branqueamento.

Andilise estatistica

Os resultados obtidos da intensidade de fluorescéncia emitida pelo odeito foram submetidos
ao teste de Lilliefors ¢ Cochran & Bartlett para verificagdo de normalidade ¢ homogeneidade de
variancias respectivamente, antes de serem submetidos & analise de varidnca (ANOVA) para avaliar
a diferenga estatistica a nivel de significincia de 5%.

(1

RESULTADOS

Todos os complexos cumulus-odcitos de Bos taurus (n=16) ¢ Bos indicus (n= 25) foram
recuperados pela técnica de pungdio folicular guiada por ultrassonografia ¢ submetidos a
quantificagdo de lipideos utilizando o corante Nile Red, como demonstrado na Figura 1. O resultado
da média da intensidade de fluorescéncia dos odcitos de Bos taurus e Bos indicus, apos a coloragdo
com Nile Red, esta representado na Figura 2. Nio foi observada diferenga estatistica significativa
entre os dois tratamentos, onde a média da intensidade de florescéncia foi de 67,26 ¢ 65,16 (unidade
arbitraria de florescéncias) para Bos taurus ¢ Bos indicus, respectivamente. O resultado
demonstrado sugere que a diferenga no conteudo lipidico nos embrides de Bos indicus e Bos taurus,
observada durante o estagio de blastocisto, ndo ¢ influenciada pelo conteudo lipidico oriundo do
0ocito.
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Figura 1: Esquerda - oocito de vaca Gir (Bos indicus) corado com Nile Red.
Direita - oocito de vaca holandesa (Bos tawrus) corado com Nile Red.
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Figura 2: Média da intensidade de florescéncia dos odcitos imaturos de
Bos taurus e Bos indicus. Resultados expressos como média + erro

CONCLUSAO

A comparacio do conteudo lipidico nos odcitos de Bos iaurus (Holandés) e Bos indicus
(Gir), utiizando o corante Nile Red, ndo revelou diferenga significativa entre as duas ragas.

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

GENICOT, G., JL. LEROY, A.V. SOOM & 1. DONNAY. 2005. The use of a fluorescent dye, Nile red, to
evaluate the lipid content of single mammalian oocytes. Theriogenology, 63:1181-1194.

LEIBO, S.P.; POLLARD, JW. & A. MARTINO. 1995. Chilling and freezing sensitivity of "reassembled" in
vitro-derived bovine embryos. Theriogenology, 43:265. (Abstr.).

STEEL, R. AND J.F. HASLER. 2004. Pregnancy rates resulting from transfer of fresh and frozen Holstein
and Jersey embrvos. Reproduction Fertilility Development, 16:182-183. (Abstr.).

45



Anais da XVI Mostra Cientifica, XXXIII Semana de Biologia da UFJF
Outubro de 2010

VISINTIN, J.A.; MARTINS, JF.; BEVILACQUA, EM.; MELLO, MR.; NICACIO, AC. & ME.
ASSUMPCAO. 2002. Cryopreservation of Bos taurus vs. Bos indicus embryos: Are they really different?
Theriogenology, 57:345-359.

VIANA, JHM., CAMARGO, L.SA.; FERREIRA, AM; AS, WF. FERNANDES, AC. & AP.
MARQUES-JR. 2004. Short intervals between ultrasonographically guided follicle aspiration improve
oocyte quality but do not prevent establishment of dominant follicles in the Gir breed (Bos indicus) of cattle.
Animal Reproduction Science, 84: 1-12.

YOUNGS, C.R., KNIGHT, T.J. BATI, SM. & D.C. BEITZ. 1994. Phospholipid, cholesterol,
triacylglycerol and fatty acid composition of porcine blastocysts. Theriogenology, 41:343. (Abstr.).

46



