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RESUMO - O objetivo do estudo foi verificar o efeito do resfriamento de ovocitos bovinos na incidéncia de
aneuploidia. Ovdcitos bovinos foram obtidos de ovérios de abatedouro e divididos em cinco grupos: grupo
controle (ovdcitos ndo resfriados); grupo 0/4 (ovécitos resfriados a 4 °C antes do inicio da matura¢fo); grupo
0/29 (ovécitos resfriados a 29 °C antes do inicio da maturagdo); grupo 12/4 (ovdcitos resfriados a 4 °C ap6s 12
de maturacdo); e grupo 12/29 (ovécitos resfriados a 29 °C apés 12 horas de maturagdo). Os ovdcitos
permaneceram resfriados por 45 minutos. Em todos os grupos os ovécitos completaram 24 horas de maturacdo.
Em seguida, os ovdcitos foram fixados em laminas e corados com orceina acética. Ndo foi observada diferenga
significativa (P > 0,05) na incidéncia de metdfase II aneupldides entre o grupo controle (0/21; 0%) e os grupos
resfriados a 4 °C (25/26; 3,8%) e 29°C (27/29; 6,8%) antes do comego da maturacdo e 12 horas apds o inicio da
maturacdo (21/24; 12,5% e 27/30; 10%, respectivamente). Conclui-se que o resfriamento a 4 e 29 °C antes do
inicio da maturag@o ou 12 apds ndo afeta a taxa de aneuploidia, de ovdcitos bovinos, apds completarem 24 horas
de maturacio in vitro.
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ABSTRACT - The objective of the study was to verify the incidence of bovine aneuploid oocytes when cooled.
Bovine cumulus-oocyte complexes were recovered from ovaries at a slaughterhouse and then divided into five
groups: control group (uncooled oocytes), 0/4 h group (composed of oocytes cooled before the onset of
maturation at 4°C), 0/29 (composed of oocytes cooled before the onset of maturation at 29 °C ), 12/4 (cooled 12
h after the onset of maturation at 4°C), and 12/29 h group (cooled 12 h after the onset of maturation at 29 °C).
The oocytes remained cooled for 45 min. In all groups, the oocytes completed 24 h of maturation. Subsequently,
the cumulus cells were removed, and the denuded oocytes fixed on slides and stained with aceto-orcein. No
differences (P > 0.05) in the incidence of aneuploid metaphase II oocytes were observed between the control
group (0/21; 0%) and oocytes cooled at 4°C and 29 °C before (3.8% and 6.8%) and after 12 h the onset of
maturation (12.5% and 10%). It is concluded that the cooling at 4 and 29 °C before the maturity or 12 after not
affect the rate of aneuploidy of bovine oocytes, after completing 24 hours of in vitro maturation.
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INTRODUCAO laboratérios que estejam distantes dos locais de

obtengdo das células ou mesmo como parte do

A formacdo de bancos de gametas femininos processo de criopreservacdo. Além disso, com

encontra-se  atualmente como uma destacada freqliéncia as células permanecem em temperatura

alternativa para a conservagado de recursos genéticos ambiente por curtos periodos de tempo durante sua

animais, em especial, espécies ameagadas de manipulagdo in vitro. Neste sentido, estudos que

extingdo (Andrabi & Maxwell, 2007). Entre os avaliem as estruturas celulares, a exemplo da andlise

procedimentos de manipulagdo dos gametas citogenética, sdo de fundamental importancia

femininos, o resfriamento apresenta importante (Lechniack & Switonski, 1998; Ocafia-Quero et al.,
aplicacdo, como o transporte dos gametas para 1999).
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Entre as estruturas celulares que podem ser alteradas
pelo resfriamento, encontra-se o fuso. O fuso
meidtico do ovdécito € uma estrutura sensivel a
temperaturas ndo fisioldgicas, fato que pode levar a
anormalidades cromossOmicas, como aneuploidias e
diploidias nos gametas (Pickering et al., 1990). Estas
anormalidades cromossdmicas nos ovdcitos, apos
fecundacdo, produzem embrides com reduzidas
possibilidades de sucesso de desenvolvimento apés
implantacao, em  funcdo de disfuncdes
cromossomicas. Relatos mostram reducdo da taxa de
fertilizacdo, clivagem e formacao de blastocistos em
ovécitos bovinos que sofreram resfriamento durante
a maturacio in vitro (Martino et al., 1996; Azambuja
et al., 1998).

Aman & Parks (1994) mostraram que ovdcitos
bovinos expostos a temperatura de 4 °C, em
diferentes periodos de tempo, mostraram dissolugdo
completa do fuso. Entretanto, o retorno ao cultivo in
vitro, por 30 minutos a temperatura de 39°C,
mostraram evidente regeneragdo do fuso celular, em
fungcdo de uma re-polimerizagdo dos microtibulos.
Estes achados, referentes a re-organizacdo do fuso
meidtico de ovdcitos resfriados e re-cultivados tem
sido confirmado (Magistrini & Szollosi, 1980;
Sathananthan et al., 1992). O presente trabalho teve
como objetivo verificar a incidéncia de aneuploidia
em ovdcitos bovinos resfriados a 4 °C ou mantidos a
temperatura ambiente (29 °C) antes ou 12 horas ap6s
o inicio da maturacao in vitro.

MATERIAL E METODOS

Os ovdrios (n=130) foram obtidos em abatedouro e
imersos em solug¢do de PBS acrescido de 100 Ul/ml
de penicilina e 50 pg de estreptomicina e
transportados ao laboratério a 37 °C. O tempo de
transporte entre o local de coleta e o inicio do
processamento do material foi de 60-90 minutos.
Foliculos ovarianos, cujas medidas variaram entre 2
e 8 mm foram aspirados. Foram considerados
inadequados e, descartados os ovdcitos com
reduzida quantidade de células da corona radiata,
auséncia das mesmas ou expandidas. Foram
utilizados 975 ovdcitos, os quais foram distribuidos
aleatoriamente nos grupos estudados. O meio de
cultivo foi composto por TCM 199 sem HEPES
(Gibco BRL, Grand Island, NY, USA) com 10% de
Soro Fetal Bovino, 10 pg/mL de hormonio foliculo
estimulante (FSH), 24 U.I. de horménio luteinizante
(LH) e 50 pg/mL de Gentamicina. A maturagdo foi
realizada em estufa timida com atmosfera de 5% de
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CO; a 39 °C, por um periodo de 24 horas.

Foram formados 5 grupos: grupo controle (ovdcitos
maturados por 24 horas, sem resfriamento); grupo
0/4 (resfriados antes do comego da maturacédo a 4 °C
por 45 minutos); grupo 0/29 (resfriados antes do
comecgo da maturagdo a temperatura ambiente por 45
minutos); grupo 12/4 ( resfriados com 12 horas apés
comeco da maturagdo a 4 °C por 45 minutos e re-
cultivados por mais 12 horas); grupo 12/29
(resfriados com 12 horas apds inicio da maturacio a
temperatura ambiente por 45 minutos e e re-
cultivados por mais 12 horas). O meio em que os
ovocitos foram resfriados, foi composto por TCM
199 com 25 mM de Hepes (Gibco BRL, Grand
Island, NY, USA) acrescido de soro fetal bovino.
Uma placa foi colocada diretamente na bancada do
fluxo laminar para estabilizagdo da temperatura
ambiente a 29+0,5 °C e a outra colocada em uma
camara refrigerada para estabilizag¢do a 4,0+0,1 °C.
A mensuragdo das temperaturas foi realizada com
medidor automético digital (IOPtherm42; Resolugéo
= 40 a 199,9 °C de 0,1 °C; Fabricado em Sao
Paulo-SP). O resfriamento foi realizado de forma
abrupta, retirando-se os ovdcitos do cultivo a
temperatura de 39 °C e introduzindo-os diretamente
no meio resfriado. O aquecimento também procedeu-
se de forma abrupta, recolocando os ovdcitos em
meio de cultivo a 39 °C. Todos os grupos
completaram 24 horas de MIV. O periodo de
resfriamento foi de 45 minutos.

Apébs completarem 24 horas de maturacdo, foram
colocados em solucdo de hialuronidase a 0,3% por 5
minutos em estufa a 39 °C. As células da corona
radiata foram removidas por repetidas pipetagens.
Para a hipotonizacdo e fixacdo dos ovdcitos,
utilizou-se a técnica descrita por Tarkoski (1966)
com pequenas modifica¢des (Ectors et al., 1995). As
laminas foram coradas com orceina acética a 2%
por 30 segundos. A andlise citogenética foi realizada
em microscépio 6ptico com aumento de 1000 X e os
ovécitos foram classificados como hipo ou hiper-
hapléides, sendo que o pardmetro para essa
classifica¢@o foram os erros na disjuncdo meidtica. A
freqiéncia de ovdcitos aneupléides foi calculada
sobre o numero de ovdcitos hiper-hapldides que
apresentavam  adequado  espalhamento  dos
cromossomos e auséncia de sobreposicdo. Todos os
ovocitos hipo-hapléides (que apresentaram < 30
Cromossomos) foram descartados do estudo
(Lechniack & Switonski, 1998). Para cada
tratamento, foram realizados cinco repeticdes (26
ovdrios por repeti¢do) e apds a tabulagdo dos dados
foi aplicada a andlise de varidncia (ANOVA) e o



Acta Veterinaria Brasilica, v.2, n.1, p.20-23, 2008

teste de Tukey, quando encontrada variag@o. corpusculo polar. Estudos mostram que o
resfriamento de ovdcitos bovinos a 4 °C ndo leva ao
aumento de diploidias em ovdcitos bovinos (Luna et

RESULTADOS E DISCUSSAO al., 2007). Entretanto, o cultivo de ovdcitos bovinos
em temperatura sub-6tima de 37 °C, durante 24
Das 260 metéfases II hapléides obtidas, em todos os horas de maturagdo in vitro, induz ao aumento
grupos do experimento, 130 metdfases (50%), significativo de alteracdo cromossomica do tipo
permitiram andlise dos cromossomos. Foram diplodia, quando comparado ao grupo controle
considerados como metdfase normal hapldide cultivado a 39 °C (Ocafia-Quero et al., 1999).
aquelas que apresentavam 30 cromossomos com a
presenca do cromossomo X. As metdfases II hipo- Muitos pesquisadores utilizam o resfriamento de
hapléides foram descartadas em fungdo da ovocitos como estratégia para aumento de tempo de
possibilidade de perdas cromossOmicas durante a sobrevida dos gametas apds sua coleta. Naio et al.
fixacdo (Yadav et al., 1991; Tiveron et al., 1992; (2007) mantiveram ovdrios de gatas por 24 horas,
Lechniak et al., 2007). O resultado relacionado a em trés tratamentos: resfriados por 4 °C; em
incidéncia de aneuploidia, estd apresentado na temperatura ambiente; ou em temperatura de 38 °C.
Tabela 1. O teste estatistico utilizado ndo mostrou Obtiveram uma taxa de maturagdo de 54%, 20% e
diferenca significativa (P > 0,05) entre os grupos 2,4%, respectivamente. O resfriamento foi benéfico
comparados. aos gametas que mostraram um indice superior de
matura¢do quando comparado aos outros grupos. Em
A normalidade cromossémica em ovdcitos bovinos, Wang et al. (1995) também resfriaram
proporciona adequado desenvolvimento de embrides ovdrios por 24 horas a 4 °C obtendo-se embrides
que podem ser destinados a  programas vidveis. Porém, estudos mostram que o resfriamento
conservacionistas ou de melhoramento genético leva a dispersdo do fuso meidtico, fendmeno que
animal. Entre as alteracdes celulares, a aneuploidia pode conduzir a alteragdes cromossOmicas, em
pode ocorrer em ovécitos de mamiferos, incluindo func¢do de ndo disjungdes cromossomicas (Moor &
bovinos. A aneuploidia € caracterizada pela redugao Crosby, 1985; Glenister et al., 1987), por outro lado,
ou aumento de cromossomos no conjunto gendmico Van der Elst et al. (1993) relata que o aspecto
de uma determinada espécie, resultando em morfolégico do fuso tem pouca relagdo ou ndo € um
anormalidades cromossOmicas que levam a perdas pré-requisito para a ocorréncia de aneuploidias ou
embriondrias (King, 1990). poliploidias, uma vez que o fuso celular apresenta
capacidade de organizagdo apds retorno ao cultivo
Estudos em ovdcitos bovinos mostram a ocorréncia (Aigner et al., 1992).
de aneuploidias. Os procedimentos de manipulagdo
expdem os gametas a ambientes que os induzem ao No presente estudo os ovécitos foram resfriados a 4
estresse celular, como a exposi¢do a temperaturas ou 29 °C por 45 minutos antes do inicio da
ndo fisioldgicas (Ocaiia-Quero et al., 1999). Neste maturagdo ou 12 horas apds o inicio da maturacio,
sentido, procurou-se, no presente estudo, verificar os quais, apds periodo de resfriamento, foram
possiveis efeitos do resfriamento celular na imediatamente re-cultivados para completarem a
freqiiéncia de ovdcitos bovinos aneupldides. maturacdo in vitro. Acredita-se, que apesar da
possibilidade da desorganizagdo do fuso meidtico
Além das aneuploidias em ovdcitos, existe a pelo resfriamento ter ocorrido, o periodo de re-
diploidia, ocasionada pela retencdo do primeiro cultivo proporcionou uma nova organizacdo do fuso

Tabela 1 - Taxa de hiper-haploidia em ovdcitos bovinos resfriados in vitro.

Nimero de Metédfases Metafases com Metafases hiper-hapldides
Grupos” Analisadas 30 cromossomos (%) >30 cromossomos (%)
Controle 21 21 (100) -
0/4° 26 25 (96,1) 1(3.,8)
0/29 29 27 (93,1) 2 (6,8)
12/4 24 21 (87.,5) 3(12,5)
12/29 30 27 (90) 3(10)

“Nao houve diferenca significativa entre os grupos estudados (P>0,05).

°0/4 = resfriados a 4 °C antes do inicio da maturagio; 0/29 = resfriados a 29 °C antes do inicio da maturacio; 12/4 =
resfriados a 4 °C com 12 horas apés comego da maturagio; 12/29 = resfriados com 12 horas apdés comego da maturagdo a 29
°C.
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e prosseguimento da meiose, sem aumento da
freqiiéncia de aneuploidias. Entretanto, alerta-se para
o controle da temperatura do meio de cultivo
ovocitério durante o periodo de maturagdo in vitro, o
qual ndo deve sofrer oscilacdes continuas ou mesmo
maturacdo em temperatura sub-6tima, uma vez que
nestas condi¢des corre-se o risco de uma ndo re-
organizag¢do do fuso completa, durante o periodo de
maturacdo, com conseqiientes erros cromossémicos.

CONCLUSAO

Com base nos resultados obtidos, conclui-se que
ovoécitos de bovinos resfriados antes do inicio da
maturacdo ou 12 horas apds e re-cultivados, ndo
apresentam aumento da incidéncia de ovdcitos
aneupldides.
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