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RESUMO: A producio in vitro de embrides é uma biotécnica utilizada, alternativamente, para acelerar a
producdo de animais geneticamente superiores além de permitir o aprofundamento dos conhecimentos relativos
aos processos fisiologicos, bioquimicos e biotecnologicos da espécie animal de interesse. O desenvolvimento de
técnicas in vitro para a produgdo de embrides de animais domésticos tem grande potencial tanto para pesquisa
basica quanto para aplicagdes a campo e tem sido muito utilizadas e difundidas no Brasil e no mundo. O presente
trabalho objetivou classificar o6citos bovinos obtidos de ovarios adquiridos em abatedouro, determinando o indice
de recuperagdo dessas estruturas e identificando os de maior viabilidade para o procedimento de fertilizacdo in
vitro. Através da aspiragdo folicular, foram obtidos odcitos posteriormente classificados em escala de 1 a 4, de
acordo com a quantidade de camadas de células do complexo cumulus oophorus que envolvem o odcito. Observou-
se 15,22% de oocitos de qualidade 1; 25,88% de qualidade 2; 35,53% de qualidade 3 ¢ 23,35% de qualidade 4,
determinando maiores indices de oo6citos recuperados classificados na qualidade 2 e 3, sendo estes fisiologicamente
viaveis e capacitados para entrarem em um programa de fertilizagdo in vitro.
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SUMMARY: The production of embryos in vitro is a biotechnology used, alternatively, to accelerate the
production of genetically superior animals in addition to the deepening of knowledge concerning physiological
processes, biochemical and biotechnological interest of the animal. The development of techniques in vitro to
produce embryos of domestic animals has great potential both for basic research and for applications in the field
and has been widely used and distributed in Brazil and abroad. This study aimed to classify bovine oocytes obtained
from ovaries acquired in a slaughterhouse, determining the rate of recovery of these structures and identifying the
most viable for the procedure for in vitro fertilization. Through follicular aspiration, oocytes were ranked in scale
from 1 to 4, according to the amount of layers of cells in the complex cumulus oophorus involving the oocyte.
There was 15.22% of high-quality oocytes 1; 25.88% of quality 2; 35.53% from 23.35% quality 3 and quality 4,
setting higher rates of oocytes recovered classified as 2 and 3, which are physiologically viable and able to enter
into a program of in vitro fertilization.
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INTRODUCAO

O desenvolvimento de técnicas in vitro para a produgcdo de embrides de animais
domésticos tem grande potencial tanto para pesquisa basica quanto para aplicagcdes a campo.
O nascimento do primeiro bezerro resultante de fecundagdo in vitro de um oo6cito maturado in
vivo foi em 1981. Posteriormente, as pesquisas se voltaram totalmente para a produgao in vitro.
A producio in vitro de embrides bovinos de animais de alto valor genético e zootécnico pode
ser realizada também em animais postmorten, com a colheita das gonadas, ou através da técnica
de pungao folicular (ovum pick up; OPU) efetuada em doadoras vivas. A OPU, associada aos
programas de produgdo in vitro, permite a reduc¢ao do intervalo entre geragdes de fémeas pré-
puberes (KURTZ FILHO et al., 2003).

Segundo Gongalves et al. (2002), a produgdo in vitro de embrides (PIV) envolve as
etapas de colheita, maturagdo (MIV) e fecundacao (FIV) de odcitos, bem como cultivo ou co-
cultivo (CIV) de zigotos e estruturas embrionarias. E uma biotécnica utilizada, alternativamente,
para acelerar a producdo de animais geneticamente superiores e através da aspiragdo in vivo de
foliculos guiada pela ultra-sonografia, especialmente em bovinos, impedir o descarte precoce
de fémeas geneticamente privilegiadas portadoras de alteracdes adquiridas, impedindo que a
reproducdo ocorra de forma natural ou até mesmo pela transferéncia de embrides. Além desses
aspectos, a PIV também permite o aprofundamento dos conhecimentos relativos aos processos
fisioldgicos, bioquimicos e biotecnoldgicos da espécie de interesse do estudo, sem a necessidade
de extrapolar resultados pertinentes a animais de laboratério.

Para a producdo in vitro de embrides bovinos (PIV), os oocitos podem ser obtidos de
ovarios de abatedouros ou de animais vivos, neste ultimo caso, pela ovariectomia, laparoscopia
ou ainda através da aspiracdo folicular através de ultra-sonografia transvaginal (OPU) (LEIVAS
et al., 2004).

O odcito, no interior do foliculo, estd envolto por células da granulosa, formando o
complexo cumulus oopohorus (CCO). Apesar das células do cumulus nao serem essenciais para
a maturagao dos oocitos, melhores resultados de maturagao, fecundagao ¢ de desenvolvimento
embrionario sdo alcangados na presenca desse tipo celular, fato que evidencia a importancia das
células do cumulus na maturagao do oocito in vitro (GONCALVES et al., 2002).

Devido ao avango da biotecnologia na reproducdo animal, principalmente, na espécie
bovina; levando em consideracdo as poucas limitacdes que a transferéncia de embrides
proporciona, a producao in vitro de embrides se destaca como uma ferramenta indispensavel na
manuten¢do e evolucdo da genética de qualquer rebanho ou de espécies em extingao.

As biotécnicas da reproducdo sdo utilizadas na pesquisa fundamental da compreensao
da fisiologia reprodutiva e no controle da reprodu¢do animal, empregando técnicas que visam
tanto a contracep¢do como a multiplicagdo de animais. Os grandes impulsores das biotécnicas
reprodutivas tém sido, sem duvida, a necessidade do ser humano em conhecer o funcionamento

da natureza para desenvolvimento de tecnologias, para o aumento da qualidade de vida, bem
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como a manipula¢do reprodutiva para o aumento da quantidade e qualidade alimentar para a
sobrevivéncia humana. No primeiro caso, a respeito da fisiologia reprodutiva, o ser humano
sempre buscou conhecer o funcionamento dos complexos mecanismos envolvidos na geragao
de um recém-nascido, incluindo a génese e desenvolvimento dos gametas (espermatozoide e
6vulo), o processo de fecundacdo e posterior desenvolvimento embrionario e fetal. No segundo
caso, a respeito do controle da reproducao animal, o ser humano ndo se conforma com a enorme
perda de gametas que ocorre nos processos naturais de reproducgdo. Para exemplificar, no touro,
milhdes de espermatozdides sdo ejaculados e apenas um pode fecundar o o6cito. No caso da
fémea bovina, cerca de 300.000 odcitos estao presentes nos ovarios ao nascimento. Entretanto,
somente 300 (0,1%) serdo ovulados, sendo os demais (99,9%) eliminados pelo processo de
morte denominado atresia folicular (FIGUEIREDO et al., 2008).

As biotécnicas aplicadas a produgdo animal tém contribuido significativamente para a
pesquisa, contribuindo para o esclarecimento das fung¢des fisioldgicas, a aumentar os indices de
produtividade das diferentes espécies animais e a multiplicar animais em perigo de extingao.
O dominio destas técnicas tem provocado uma verdadeira revolugdo cientifica. O controle do
ciclo estral, associado a inseminag¢do artificial em tempo fixo, a transferéncia de embrides, a
produgdo in vitro de embrides, o diagndstico precoce de gestacdo com o auxilio de ultra-som, a
selecdo assistida por marcadores moleculares, a manipulagdo de o6citos inclusos em foliculos
pré-antrais (MOIFOPA), a clonagem e a transgenia animal sdo algumas das biotécnicas que tém
contribuido para derrubar dogmas cientificos e extrapolar indices preestabelecidos de produgao.
Essa evolugdo tem progredido nas ultimas décadas, conferindo aos paises detentores destas
tecnologias um progresso economico significativo, tanto em relacdo as inovagdes tecnologicas,
como as aplicacdes destas tecnologias para se obter sistemas de criagdo animal muito mais
produtivos (GONCALVES et al., 2002).

Dentre as vantagens, atuais e futuras, das biotécnicas reprodutivas destacam-se:
ferramenta importante para compreensdo da fisiologia reprodutiva feminina e masculina;
multiplicagdo de animais geneticamente superiores; formagao de bancos de geoplasma animal,
reposi¢do de espécies ameacadas de extingdo; controle populacional (métodos contraceptivos);
aumento da producdo de alimentos e outros produtos derivados dos animais (FIGUEIREDO et
al., 2008).

Ha mais de um século, foi observada, pela primeira vez, a fecundacido de um ovulo de
estrela do mar com a posterior formagao da primeira célula do futuro embrido. Os invertebrados
marinhos foram objetos das primeiras investigagdes porque, ao contrario dos mamiferos, a
fecundagdo ocorre externamente ao sistema reprodutor da fémea. Nos mamiferos, ainda no
final da década de 20, surgiu o primeiro relato sobre a possibilidade de se cultivar embrides de
coelhos desde os primeiros estadios de clivagem e na década seguinte foi registrada a primeira
evidéncia do nascimento de laparos resultantes do cultivo in vitro de embrides. Todavia,
somente na década de 50, ¢ que foi registrado o nascimento do primeiro coelho gerado a partir

da FIV. No que concerne aos animais de produgdo, apenas no final dos anos 70 ¢ que surgiu
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o primeiro informe sobre a MIV e a FIV de odcitos bovinos e ja no inicio de 80 constatava-se
o nascimento do primeiro animal dessa espécie. A PIV em bovinos recebeu grande impulso
ainda no final da década de 80 por ter sido verificado que poderia ser integralmente viabilizada
sob condicdes artificiais. Nessa mesma década, mas sem grande repercussao, houve, também,
relatos de nascimento de outras espécies ruminantes como ovinos e caprinos. Por todo
potencial de aplicagdo que a PIV apresenta para as espécies humana e animal, como pela sua
expressividade tanto para a ciéncia basica quanto para a aplicada, a técnica tem sido muito
difundida e utilizada em diversos paises, inclusive de forma destacada no Brasil, a partir da
década de 90 (GONCALVES et al., 2002).

Dentro desse contexto, o entendimento da oogénese se torna relevante. A formacao dos
foliculos ovarianos e, consequentemente dos odcitos, notadamente nos ruminantes, tem inicio
no periodo pré-natal. O processo de liberacdo dos odcitos pelos foliculos ovarianos ¢ precedido
pelos eventos da foliculogénese e oogenése (FIGUEIREDO et al., 2002).

A oogénese ¢ o conjunto de processos envolvidos no desenvolvimento e diferenciacio
das células germinativas primordiais até a formagdo do oécito haploide fecundado (RUSSE,
1983). Antes da inser¢@o da célula oocitaria no foliculo ovariano, ocorrem nela evolucao de
dois tipos celulares sucessivos, as células germinativas primordiais (CGP) e as oogonias. As
primeiras tém origem extragonadal com formacgdo durante o periodo embrionario, onde apos
a fecundagdo do odcito pelo espermatozoéide, ocorre a formacao e evolugdo do zigoto até o
estadio de blastocisto, que € constituido pelo trofoblasto e embrioblasto. A partir do embrioblasto
serdo formados o ectoderma, o mesoderma e o endoderma. Do endoderma, tem origem o saco
vitelinico e deste, as células germinativas primordiais, as quais, caracterizadas pela mobilidade
e serem altamente invasivas (HIRSFIELD, 1991). Nos bovinos e ovinos, ainda durante a
vida fetal, as células germinativas primordiais migram para o mesénquima da crista genital,
ocupam a gonada indiferenciada (WASSARMAN, 1994), perdem a capacidade de mobilidade
e multiplicam-se por mitose, podendo na espécie bovina, atingir dois milhdes de células por
individuo (ERICKSON, 1966). Em seguida, h4 um marcante processo de crescimento celular
e redistribui¢do de organelas citoplasmaticas, as células germinativas primordiais multiplicam-
se de forma ativa e diferenciam-se em oogoOnias. Nestas, havera sucessivas mitoses, em
seguida, ocorrera o estadio de profase I e, sdo denominadas de oocitos primarios. Nos nucleos
dos odcitos que se encontram na fase de meiose I, ocorrerdo, sucessivamente, os estadios de
leptoteno, zigdteno, paquiteno e diploteno. Neste ultimo estddio, também denominado de
vesicula germinativa, ocorrerd a primeira parada de meiose que permanecerd pelo menos até
que o animal alcance a puberdade. No periodo em que o nicleo oocitario permanecer na fase de
profase I, o odcito, conjuntamente com as células somaticas, as quais locadas no compartimento
folicular, efetuam intensa fase de crescimento, caracterizada por um incremento na atividade
transcripcional (sintese de RNA), acimulo de lipideos e absorcao ativa e/ou passiva de diferentes
nutrientes. Com o inicio da puberdade, algumas horas antes da ovulagdo, ocorrerao liberagdes

pré-ovulatorias de LH, em decorréncia, o estddio de meiose ¢ retomado e o nucleo oocitario
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inicia a diacinese. Em seguida, ocorre condensacao da cromatina, dando inicio ao processo de
rompimento da vesicula germinativa. Ocorre, entdo, o desaparecimento do nucléolo compacto
e do envelope nuclear e sucessivamente as fases de metafase I, anafase I e telofase I, com a
expulsdo do primeiro corptisculo polar e formagao do o6cito secundario, que € caracterizado por
seu nucleo se encontrar na segunda divisao meidtica (TSAFRIRI; KRAICER, 1972; DEKEL et
al., 1988; BETTERIDGE et al., 1989; HYTTEL et al., 1989; SUN; MOOR, 1991; SUM et al.,
2001; SILVA et al., 2002).

Na segunda divisdo meiotica, a fase de profase II, caracterizada por ocorrer de forma
rapida e, as vezes, inexistente avanca até a fase de metafase I, culminando com a segunda parada
da meiose, estando o odcito nuclear e citoplasmaticamente apto para reiniciar o processo. Para
a retomada da meiose, o odcito devera ser fecundado pelo espermatozdide, entdo, no nticleo
oocitario ocorrera, sucessivamente, os estadios de anafase II e telofase II, expulsdo do segundo
corpusculo polar e formagdo do odcito hapldide fecundado, determinando o encerramento do
processo da oogénese (MILOVANOV; SIRARD, 1994; RUMPF et al., 1995; GONCALVES et
al., 2002).

Os odcitos possuem diferentes aspectos morfologicos que determinam sua viabilidade.
Virias classificagdes morfologicas tém sido adotadas para selecionar odcitos bovinos na
tentativa de identificar os de maior viabilidade.

De acordo com Leibfried; First (1979), os oocitos podem ser classificados em escala de 1 a

4, considerando-se as caracteristicas do cumulus e do citoplasma do odcito (ooplasma), onde:

a) Qualidade 1: cumulus compacto presente, contendo mais de trés camadas de células,
ooplasma com granulagdes finas e homogéneas, preenchendo o interior da zona pelicida
e de colora¢ao marrom;

b) Qualidade 2: cumulus compacto parcialmente presente em volta do oocito ou rodeando
completamente o odcito, com menos de trés camadas celulares, ooplasma com
granulagdes distribuidas heterogeneamente, podendo estar mais concentradas no centro
e mais claras na periferia ou condensadas em um so6 local aparentando uma mancha
escura, preenchendo o espago do interior da zona pelicida;

¢) Qualidade 3: cumulus presente, mas expandido, com ooplasma contraido, com espago
entre a membrana celular e a zona pelucida, preenchendo irregularmente o espaco
perivitelino, degenerado, vacuolizado ou fragmentado;

d) Qualidade 4: o6cito desnudo ou sem cumulus.

Outras classificagdes quanto a qualidade dos odcitos sdo previstas, podendo citar também
a classificagdo segundo Loos et al. (1991) (TETZNER, 2007), onde:

a) Grau I: revestimento com multicamadas de cumulus compacto, ooplasma homogéneo
e complexo cumulus-odcito claro e transparente;

b) Grau II: revestimento com 3 a 5 camadas de cumulus compacto, ooplasma homogéneo
ou com regides escuras na periferia;

c) Graulll: pouco revestimento de células do cumulus (1 a 3 camadas) e ooplasma irregular
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com picnose;

d) Grau IV ou atrésico: cumulus expandido com células escuras e em grumos, € complexo
cumulus-oocitario escuro e irregular;

e) Desnudo: sem camadas do cumulus e com ooplasma uniforme ou com granulagdes.

O oocito pode ter o seu potencial de maturagdo, fecundagdo e capacidade de
desenvolvimento embriondrio estimado pela aparéncia do CCO. Morfologicamente, os odcitos
com maior potencial de viabilidade devem apresentar ooplasma homogéneo com granulagdes
finas, de coloragdo marrom e completamente envolvidos por varias camadas de células do
cumulus dispostas de forma compacta (GONCALVES et al., 2002).

A capacidade de oocitos mamiferos em maturar in vitro estd correlacionada com a
atividade ovariana, o crescimento folicular e a presenca ou auséncia de células do cumulus,
formando CCO, sendo esse ultimo, necessario para o transporte de energia e a promogao da
maturacdo do oocito bovino. A presenca de células do cumulus circundando os odcitos parece
ser mais importante para a maturacao in vitro que até mesmo a atividade ovariana ou o tamanho
folicular (SATO et al., 1977; FUKUI; SAKUMA, 1980).

As células do cumulus oophorus apresentam-se em policamadas compactas e, por ocasiao
da maturacdo, sob o estimulo dos hormdnios LH e FSH entram em processo de expansao,
interrompendo as comunicagdes com o oécito (HYTTEL, 1987, 1988; SZOLLOSI, 1991). Essas
células, assim como as da granulosa, sdo essenciais na nutri¢do, crescimento, divisdo meidtica,
maturagdo citoplasmatica e na fecundagao do odcito, (EPPIG, 1980; FUKUI; SAKUMA, 1980).
Nas células somaticas que envolvem o odcito, durante as maturacgdes citoplasmatica e nuclear,
ocorrem modificagdes morfologicas especificas. As células do cumulus iniciam um arranjo na
matriz extracelular, rica em acido hialuronico, e tal fendmeno ¢ denominado de expansdo ou
mucificagdo das células do cumulus (EPPIG et al., 1982; BUCCIONE et al., 1990). In vitro,
a expansdo das células do cumulus ¢ visivel a partir das 12 horas de cultivo (SUTOVSKY et
al., 1993). A presenca consideravel de glicosaminoglicanos nas células do cumulus impede
a acao do estresse oxidativo dos radicais livres sobre os odcitos, evitando a redugdo na taxa
de clivagem (LUVONI et al., 1996), e o choque térmico que bloqueia a sintese de proteinas
(EDWARDS; HANSEN, 1997).

A remogao das células do cumulus de oocitos oriundos de pequenos foliculos antrais
afeta sua habilidade para atingir a maturacdo nuclear e citoplasmatica (SUM et al., 2001). Nesse
contexto, em procedimentos de obten¢do de odcitos em abatedouros para producao in vitro de
embrides, Alves et al (2001), Coelho et al (2002), Kurtz Filho et al. (2003), Figueir6 et al (2004)
e Leivas et al (2004), utilizaram, em seus experimentos, substancias antibidticas para prevenir a
degradacdo das células do cumulus oophorus, conservando a qualidade dos odcitos.

Desta forma, o presente trabalho teve como objetivo classificar oocitos bovinos obtidos
de ovarios adquiridos em abatedouro, visando a determinar o indice de recuperacdo dessas
estruturas, identificando e classificando os de maior viabilidade como treinamento basico para

estudos e procedimentos relacionados a fecundacao e producao de embrides in vitro.
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MATERIAL E METODOS

Este trabalho foi realizado no Laboratdrio de Reprodugao Animal do Hospital Veterinario
da Faculdade Doutor Francisco Maeda — FAFRAM - Ituverava SP, durante o periodo de
setembro a outubro de 2008.

Paraarealizagdo do experimento foram utilizados ovarios de fémeas bovinas provenientes
do abatedouro localizado no municipio de Guara SP, regido de Ituverava, SP.

Os ovarios bovinos foram transportados para o laboratorio em garrafa térmica contendo
solucgdo salina a 0,9% de NaCl na temperatura de 37°C, em um periodo maximo de uma hora.

Em trés repeticdes, utilizou-se um total de 50 ovarios, nos quais foram realizadas
aspiracdes foliculares com auxilio de seringas de 20mL com extremidade de agulha 18G (Figura
1). Os ovarios, ap6s serem lavados em frascos contendo solu¢do salina, foram mantidos em
banho-maria a 37°C até a aspiragdo. Estes foram submetidos a secagem com gaze estéril, antes
da puncgao folicular. Terminada a aspiragao, o liquido folicular aspirado foi transferido a tubos
de ensaio mantidos em banho-maria a 37°C e decantado para separagdo dos oocitos (Figura
2).

FIGURA 1: Imagem fotografica do procedimento de aspiragdo folicular para obtencdo dos oocitos. Laboratdrio
de Reprodugao Animal. Faculdade Dr. Francisco Maeda — FAFRAM — Ituverava-SP, 2008.

FIGURA 2: Imagem fotografica dos tubos de ensaio contendo liquido folicular (setas), mantidos em banho-
maria. Laboratorio de Reprodugdo Animal. Faculdade Dr. Francisco Maeda — FAFRAM - Ituverava-SP, 2008.
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Ap6s desprezar-se o sobrenadante, o sedimento foi depositado em placa de petri marcada
para rastreamento e isolamento dos odcitos e CCOs, utilizando-se lupa estereomicroscopica
com aumento de 4,5X. Posteriormente, os o6citos recuperados foram classificados de acordo

com a proposicao de Leibfried; First (1979) em escala de 1 a 4.

RESULTADOS E DISCUSSAO

No primeiro dia de colheita, foram adquiridos 16 ovarios, identificando-se 41 odcitos; no
segundo dia, obtiveram-se 20 ovarios, sendo identificados 92 odcitos; no terceiro dia o numero
de ovarios colhidos foi 14, identificando-se 64 oodcitos. Totalizando-se, nas trés repeticdes de
colheita, 50 ovarios, fornecendo 197 odcitos identificados e classificados (Tabela 1).

Dos odcitos obtidos, identificando-se 30 de qualidade 1, apresentando nitidamente mais
de trés camadas de células do cumulus (Figura 3a); 51 de qualidade 2, apresentando cumulus
com menos de trés camadas celulares (Figura 3b); 70 de qualidade 3, apresentando cumulus
expandido (Figura 3¢); e 46 de qualidade 4, apresentando-se desnudos (Figura 3d). Os resultados
obtidos podem ser sumarizados na tabela 1.

A classifica¢do de acordo com Leibfried; First (1979) foi adotada no presente trabalho

por ser a mais padronizada para este fim.

FIGURA 3: Imagem fotografica do aspecto morfolégico dos CCOs e odcitos bovinos identificados sob lupa
estereomicroscopica. (a) Qualidade 1; (b) Qualidade 2; (¢) Qualidade 3; (d) Qualidade 4. Laboratério de
Fitopatologia. Faculdade Dr. Francisco Maeda — FAFRAM — Ituverava-SP, 2008.
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TABELA 1 — Numero de odcitos por colheita e distribuicao de sua classificagdo. Ituverava-SP,

2008.

N° da N° de N° de Qualidade

colheita ovarios  0Q4citos 1 n* (%) 21 (%) 3n (%) 41 (%)

1* colheita 16 41 10 (24,39)  11(26,82) 16 (39,00) 4(9,75)

2% colheita 20 92 10(10,86)  25(27,17) 34 (36,95) 23 (25,00)

3% colheita 14 64 10 (15,62)  15(23,43) 20 (31,25) 19 (29,68)
Média 65,67 10(16,96) 17 (25,80) 23,33 (35,73) 15,33 (21,47)

Desvio padrao 25,54 0 7,21 9,45 10,02

Total 50 197 30(15,22) 51(25,88) 70 (35,53) 46 (23,35)

*n: nimero de odcitos obtidos em cada qualidade.

Os ovarios foram obtidos em animais da espécie bovina de forma aleatdria, sem
preocupacdo com a idade da fémea, visto que os odcitos estdo presentes nas fémeas desde o
nascimento (FIGUEIREDO et al., 2008).

Obtiveram-se maiores indices de odcitos recuperados classificados nas qualidades de
2 (25,88% ) e 3 (35,53%), ou seja, oocitos com cumulus compactos parcialmente presentes
com menos de trés camadas de células e oocitos com cumulus presentes, mas expandidos,
respectivamente.

Leivas et al. (2004) descreveram em seu experimento que, para a PIV, os o6citos obtidos
a partir de ovarios provenientes de frigorifico, foram transportados até o laboratorio a 30°C,
em solu¢do de NaCl a 0,9%, acrescida de S0UI/mL de penicilina G-potassica e 100mg/mL de
estreptomicina. Os foliculos foram aspirados com auxilio de uma bomba de vacuo. No entanto,
Kurtz Filho et al. (2003) e Figueir¢ et al. (2004), em seus experimentos, coletaram os ovarios
em frigorifico e os transportaram até o laboratorio em solucao de 0,9% de NaCl acrescida de
50UI/ml de penicilina G-potassica, a temperatura ambiente (22 a 25°C). Os foliculos, também,
foram puncionados com auxilio de uma bomba de vacuo.

Coelho et al. (2002) obtiveram ovarios em abatedouros, sendo estes transportados para o
laboratério a temperatura ambiente (25 - 30°C), e dentro de frascos de vidros contendo solug¢ao
salina a 0,9%, acrescidos de sulfato de gentamicina (50 pg/mL) e fungizon (2,5 ug/mL). Alves
et al. (2001), em seu experimento, descrevem que os ovarios, também, obtidos em abatedouro,
eram transportados ao laboratério em garrafa térmica contendo solucio fisiologica acrescida de
30pg/mL de sulfato de gentamicina em temperatura variando de 30 a 35°C. Neste, os foliculos
foram aspirados com auxilio de seringa de SmL e agulha 18G.

Substancias como Penicilina G-Potassica, estreptomicina, sulfato de gentaminicina
e fungizon sdo utilizadas junto a solucdo salina no transporte dos ovarios nos experimentos
citados, porque nestes, os odcitos puncionados foram colocados para maturar e posteriormente
realizada a fecundacdo in vitro. No presente trabalho, estas substancias nao foram utilizadas
devido ao fato de que os oocitos ndo foram selecionados para maturacdo, sendo apenas

submetidos a classificacdo. Todavia, Tetzner (2007) obteve bons resultados na realizagao da
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FIV ndo adicionando substancias antibidticas a solucdo salina utilizada para o transporte dos
ovarios do frigorifico ao laboratorio.

Nos trabalhos retro-mencionados, foi citada a producdo de embrides, o que sugere a
utilizagdo de oocitos nas qualidades 1 e 2, porém os autores ndo relataram a porcentagem de
ocorréncia de cada qualidade.

Apesar de os maiores indices de oocitos recuperados tenham sido os de qualidade 2 e 3,
odcitos de qualidade 1, fisiologicamente vidveis e capacitados para entrarem em um programa de
fecundacao in vitro (FIGUEIREDO et al., 2002), também puderam ser encontrados utilizando-
se apenas solucao salina de NaCl a 37°C para o procedimento de transporte dos ovarios do
abatedouro para o laboratorio.

O baixo indice de o6citos na qualidade 1 encontrado (15,22%) pode ter ocorrido devido
a auséncia da adi¢do de antibidticos nos ovarios durante o transporte destes, ja que estas
substancias preveniriam a contaminagdo por bactérias destas estruturas, quando expostas ao
ambiente, conservando a qualidade dos oocitos. Este fato sugere a hipotese de se classificar

odcitos em outra oportunidade, utilizando-se antibioticos.

CONCLUSAO

a) Foi possivel obter odcitos de ovarios bovinos adquiridos em abatedouro;

b) Foi possivel classificar os oocitos obtidos nas quatro qualidades propostas na
literatura;

¢) O método de colheita sem antibidtico permitiu encontrar odcitos de qualidades 1 e 2;

d) Pelo método utilizado, foi possivel obter oocitos de qualidades 1 e 2 que podem ser

levados para procedimentos de maturacdo e fecundacdo in vitro.
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