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A obtencdo dos odcitos € etapa fundamental para a realizacdo da biotécnica de produgao in vitro
(PIV) de embrides em animais domésticos e estes podem ser colhidos in vitro de ovarios obtidos em
abatedouros ou por ovariectomia, ou colhidos in vivo por aspiracdo de foliculos utilizando-se métodos
de laparotomia, laparoscopia ou via transvaginal guiada por ultra-som (ARMSTRONG et al., 1997). A
laparoscopia tem ganhado destaque dentre as técnicas cirirgicas por ser menos invasiva, comparada a
laparotomia, por ter um menor tempo de execucdo e reduzindo assim o estresse sofrido pelo animal
(KUHHOLZER et al., 1997). Além disso, possui rendimento maior em comparagdo a colheita de
odcitos realizada por ultra-som. Segundo COGNIE (1999), a laparoscopia para aspiragdo folicular
(LAF) aliada a biotécnica de PIV, pode ser alternativa para a superacdo de problemas de regressdao
precoce de corpo liteo, que € a causa da falha de aproximadamente 30% das doadoras caprinas
submetidas a miltipla ovulacdo e transferéncia de embrides (MOTE). Esta técnica tem sido utilizada
para a obtencdo de odcitos in vivo para uso na pesquisa fundamental e na PIV em caprinos
(BALDASSARRE et al., 2002; GRAFF et al., 1999), contudo é ainda pouco difundida. Ovérios de
abatedouros sdo fonte de odcitos de menor custo e mais abundante para a producdo de embrides em
larga escala (MARTINO et al., 1994; WANI et al., 2002). Além disso, esses odcitos fornecem
embrides para uma variedade de propdsitos de pesquisa, mas o uso dos mesmos é de limitado valor em
programas de melhoramento (ARMSTRONG et al., 1997). A obtencdo de odcitos de animais vivos é
preferivel aqueles oriundos de ovérios de abatedouro cujo histérico e estado sanitdrio na maioria das
vezes € desconhecido. A maturagdo, fecundagdo e cultivo in vitro de odcitos, t€m maior potencial para
elevar a produgdo de animais geneticamente superiores em relacdo aos métodos tradicionais de MOTE
(TERVIT, 1996). No entanto, técnicas para a obtencdo destes odcitos ndo t€ém se desenvolvido com a
mesma velocidade que a PIV e constitui-se de extrema importdncia para a maximizagdo desta
biotécnica (GRAFF et al., 1999).

A qualidade do odécito recuperado pode ser determinada, entre outras caracteristicas pela
presenca ou auséncia de células do cumulus. O papel destas células no desenvolvimento completo da
competéncia dos odcitos tém sido investigado (LEIBFRIED & FIRST, 1979). Os estudos mostram que
nao ha maturagdo ou esta ocorre em menor escala, quando as células do cumulus sdo removidas antes
dos odcitos serem maturados in vitro (GONCALVES et al., 2002). Métodos para a avaliagdo do grau
de maturacdo de odcitos cultivados in vitro tém sido desenvolvidos. Estes t€ém como objetivo principal
verificar a eficiéncia dos meios de maturacdo utilizados, podendo assim ajusti-los a cada caso. Para
avalia¢do da maturacio nuclear dos odcitos, pode-se utilizar as técnicas de coloracdo com Hoechst. O
Hoechst cora o material nuclear e, este, ao ser observado sob luz ultravioleta (UV), torna-se azul
fluorescente, revelando assim a forma em que os cromossomos estao dispostos no nicleo. No entanto,
faz-se necessdrio o uso de um meio viscoso que permita a penetracao deste corante na célula e que ao
mesmo tempo ndo danifique e também conserve as estruturas celulares principais. Para tanto, sdo
utilizados o Glicerol ou o Mowiol.

O Glicerol € uma substincia bastante conhecida e hd muito tempo ¢ utilizada na conservagdo de
células, como por exemplo, na criopreservacdo de sémen animal (KUMAR, S. ef al., 2003; EHLING,
C. et al., 2003). O Mowiol por sua vez, tem a forma de gel e também tem indmeras aplicacdes como
material primdrio na inddstria, tais como industrias de tecidos, de produtos adesivos, de papel, de
metais, de pintura, de construcio e também para a andlise de fluorescéncia. E conhecido que o Mowiol
possui uma viscosidade maior do que o Glicerol, fato que interfere na leitura das ladminas para
avaliacdo da maturacdo nuclear dos odcitos.
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Visando comparar as técnicas de fixacao e coloracgdo de odcitos, e avaliar a eficiéncia do uso da
LAF, 20 fémeas caprinas foram submetidas a seis sessdes de colheita. As 20 fémeas foram
subdivididas nos seguintes grupos: 10 pré-piberes, sendo 5 com estimula¢do hormonal (grupo Al) e 5
sem estimulacdo hormonal (grupo A2); 10 adultas, sendo 5 com estimula¢do hormonal (grupo B1) e 5
sem estimulacdo hormonal (grupo B2).

A estimulagio ovariana consistiu na administracdo de 80mg de FSH-P e 300UI de eCG para as
cabras adultas, e metade desta quantidade para as pré-puberes. Através de trés pungdes no abdome,
foram introduzidos o endoscdpio, a pinca atraumdtica e a agulha de aspiragcdo. Todo o circuito de
aspiracdo (desde a pungdo dos foliculos até a chegada dos respectivos odcitos aspirados no tubo de
colheita) foi previamente lavado com meio PBS aquecido e acrescido de Heparina. Os odcitos
aspirados foram classificados e submetidos & maturagdo in vitro por 27 horas. Em seguida, foram
desnudados, fixados e corados com Hoechst diluido em Mowiol ou Glicerol. Apds, no minimo 24
horas, os odcitos foram observados sob microscépio de epifluorescéncia para verificar o estdgio de
maturacdo nuclear.

O tempo médio das intervencdes cirdrgicas foi de 35 minutos. O niimero de foliculos totais
puncionados e a taxa de colheita total foram considerados baixos nos grupos estimulados
hormonalmente (Al e B1), visto que a resposta ao protocolo ndo ocorreu como esperado (Tabela 1).
Uma das hipdteses para explicar tal fato, pode ser que o uso freqiiente de hormonio exégeno pode
induzir a formagao de anticorpos anti-FSH. Particularmente em caprinos, tratados com FSH de origem
porcina, ocorre uma diminui¢do da resposta ovulatéria apds a terceira aplicagdo, causando assim a
refratariedade das fémeas ao tratamento. Outra hipétese é que cerca de 10% das fémeas caprinas ndo
s@o responsivas. De acordo com os dados obtidos no presente trabalho, pode-se notar que o niimero de
odcitos encontrados nos grupos (Al e B1) estimulados com FSH foi maior em relacio aos encontrados
nas cabras ndo estimuladas com FSH (grupos A2 e B2).

Tabela 1 — Foliculos totais visualizados e puncionados, odcitos totais encontrados, vidveis e maturados e taxa de
maturagdo dos grupos experimentais avaliados. Jaboticabal, 2006.

Foliculos
Grupo Visualizados Puncionados QOdcitos Taxa de maturagao
OE oD OE oD Encontrados| Viaweis* Maturados
A1 272 230 199 159 187 163 130 79,75%
A2 220 187 143 125 139 108 89 82,41%
B1 234 220 158 152 156 129 85 65,89%
B2 198 190 153 137 130 86 59 68,60%

* Os odcitos considerados vidveis sdo aqueles classificados do grau I ao III. (OD: Ovdrio Direito, OE: Ovério
Esquerdo; Al e B1: grupos estimulados hormonalmente, A2 e B2: grupos ndo estimulados).

A qualidade dos odcitos (percentual de odcitos vidveis) aparentemente ndo foi prejudicada nem
pela pressd@o do vicuo, nem pelo didmetro da agulha. Porém, é sabido que a maioria dos odcitos
perdem seus cimulus no trinsito do foliculo aspirado até o tubo de colheita. As células do cumulus
podem ser preservadas por meio do refinamento do vacuo e/ou trabalhar com foliculos em estdgio
mais precoce, os quais t€ém complexos cumulus-o6cito mais compactos. O odcito caprino pareceu
demonstrar uma certa fragilidade com relacdo a pressdo do vicuo, pois,com um leve aumento da
pressdo, no momento da desobstrucdo das agulhas causada por codgulos de sangue, foram encontrados
um maior nimero de odcitos desnudos.

Foram analisadas cinco fémeas de cada grupo experimental, totalizando vinte fémeas, e utilizada
para a fixagdo dos odcitos, as técnicas com Glicerol e Mowiol com Hoechst. Considerou-se como
odcitos maturados, aqueles que apresentavam nudcleo em Metéfase II, o qual aparecia com o formato
da Placa Metafdsica (PM) préximo ao Corpusculo Polar (CP). Dependendo do posicionamento do
odcito no momento da fixagc@o, o aspecto da PM mostrava-se de duas formas diferentes (Figuras 3 e
4). Aqueles que ndo apresentavam a PM foram considerados ndo maturados (Figura 5). Foram
realizadas 120 coloracdes com Hoescht (vinte cabras e seis intervengdes em cada), sendo metade
destas feitas com a técnica de coloragdo Mowiol e a outra metade com Glicerol.

Portanto, em ambas as técnicas, a observacdo e a avaliagdo dos odcitos foram possiveis e
satisfatorias. Porém, nas dilui¢Oes feitas com Glicerol foi verificado que houve, em algumas amostras,
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modificac¢do no formato dos odcitos (Figura 6) ou recio no volume da gota (Figura 7a e 7b), fato que
dificultou a avaliacdo dessas laminas. J4 nas diluicdes feitas com Mowiol ndo ocorreu o mesmo,
facilitando a avaliagdo, fato que pode ser explicado pela maior viscosidade do Mowiol (dificultando
que a gota contendo os odcitos fosse “espalhada” entre a lamina e a laminula, interferindo assim, no
formato final do odcito a ser observado).

Figuras 3 e 4 — Odcitos maturados. Fixados em diferentes posicdes.
Figura 5 — Od6cito ndo maturado.
Figura 6 — Odcito com citoplasma retraido.
Figuras 7a e 7b — Laminas apresentando recuo do glicerol,
a e b: sem e com fluorescéncia, respectivamente.
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