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Resumao. O objetivo do trabalho foi estabelecer um protocolo de avaliacdo métrica da zona
pellcida e aplicar os valores métricos com a relagdo a viabilidade do odcito. Foram
avaliados 32 odcitos coletados de abatedouro e classificados em atrésicos e ndo atrésicos.
Os o0citos ndo atrésicos passaram primeiramente por avaliagdo morfologica e
posteriormente por avaliagdo métrica pela qual foi possivel realizar a mensuracdo em mm
da corona radiata, zona pellcida e diametro do antro. A partir dos resultados obtidos foi
possivel calcular a média dos valores mensurados. A corona radiata dos 10 odcitos
apresentava leve degeneracdo com valores médios de 27,10 mm, a zona pelucida
apresentou-se intacta com uma média de 2,45 mm e o didmetro do antro, que manteve
valores quase constantes, apresentou média de 58,75 mm. Quanto a relagdo morfologia-
média da corona radiata, pode-se observar que o6citos com graus morfologicos menores (I
e 1) apresentaram, em média, maior tamanho médio da corona radiata comparado com 0s
odcitos de graus maiores (I11 e 1VV). N&o houve relagdo da morfologia do o6cito com a zona
pelicida. Quanto ao didmetro do antro pode-se observar que o Unico odcito de grau 1V
apresentou o menor didmetro de antro entre os odcitos analisados. A analise métrica pode
estabelecer parametros de uma célula de boa qualidade e facilitar a escolha para
procedimentos.

Palavras-chave: Aspiracéo folicular, biotecnologia reprodutiva, reproducdo bovina

Zona pellucida metric evaluation related to cell viability of bovine oocytes

Abstract. The objective of this work was to establish a protocol for the metric evaluation
of the zona pellucida and apply the metric values in relation to oocyte viability. Thirty-two
oocytes collected from the slaughterhouse and classified into atresic and non-atresic were
evaluated. Non-atresic oocytes were firstly morphologically evaluated and then metrically
evaluated, through which it was possible to measure the corona radiata, zona pellucida and
diameter of the antrum in mm. From the results obtained, it was possible to calculate the
mean of the measured values. The corona radiata of the 10 oocytes showed mild
degeneration with mean values of 27.10 mm, the zona pellucida was intact with a mean of
2.45 mm and the antrum diameter, which maintained almost constant values, had a mean
of 58.75 mm. As for the morphology-mean ratio of the corona radiata, it can be observed
that oocytes with lower morphological degrees (I and Il) had, on average, a greater mean
size of the corona radiata compared to oocytes with higher degrees (111 and IV). There was
no relationship between the morphology of the oocyte and the zona pellucida. As for the
antrum diameter, it can be observed that the only grade IV oocyte had the smallest antrum
diameter among the analyzed oocytes. Metric analysis can establish good quality cell
parameters and facilitate choice for procedures.
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Introducéo

Nas Gltimas décadas, a embriologia dos mamiferos apresentou um enorme progresso cientifico,
especialmente, na espécie bovina (Pazzim, 2021). Pesquisas nos campos celular, molecular e genético
promoveram novas oportunidades para o desenvolvimento tecnoldgico da pecuaria, principalmente, na
area de reproducdo (Jungueira & Carneiro, 1997). Diversas biotecnologias tém sido desenvolvidas com o
objetivo de aumentar a eficiéncia reprodutiva e produtiva de espécies, tanto de interesse econémico
quanto daquelas em extingdo, visando maximizar o potencial genético das mesmas, tendo em vista o
limitado nimero de descendentes produzidos pelas fémeas (Bols et al., 1998; Fernandes-Franca et al., 2020).

Nesse contexto destaca-se a transferéncia de embrides (TE) e a fertilizagdo in vitro (FIV), como as
mais modernas biotecnologias da reproducdo empregadas (Bem, 1993; Camargo et al., 2002; Pazzim,
2021). Portanto, considerando que na natureza, apenas uma pequena fracdo do potencial genético e
reprodutivo dos animais € utilizada, essas alternativas tém representado um avango substancial na
eficiéncia reprodutiva. No caso dos bovinos, em média, um macho gera entre 15 a 20 produtos por ano,
enguanto uma fémea, na maioria das vezes, gera uma cria por ano, o que corresponde de oito a dez
produtos durante toda sua vida reprodutiva. Acrescenta-se que tais biotecnologias permitem ganhos
genéticos em grande escala nos programas de melhoramento animal. A selecéo é mais rapida e precisa,
diminuindo o intervalo entre geracOes pela obteng&o de vérias crias de doadoras de mérito confirmado
(vacas) ou previsivel (novilhas) (Costa & Silva, 2004).

No caso da FIV, os o6citos podem ser obtidos de ovérios de vacas abatidas em frigorificos ou de
animais vivos; neste ultimo caso, pela ovariectémica e laparoscopia ou, ainda, por aspiragdo folicular
transvaginal guiada por ultrassom (OPU — Ovum Pick-up) (Tessmann et al., 2004).

Este trabalho foi realizado para estabelecer um protocolo de avaliacdo métrica da zona pellcida e
aplicar os valores métricos com a relacéo da viabilidade do odcito.

Material e métodos

O processo de avaliacdo morfolégica de o6citos, constituiu-se com a obtencdo e manutengdo dos
ovarios recuperados 20 minutos apds o abate de fémeas bovinas no frigorifico. Os mesmos foram
mantidos em solucdo salina estéril com aproximadamente 30-35° C e transportados para o laboratério
em caixas térmicas, ndo excedendo o limite de 3 horas desde o abate até o inicio das aspiragdes.

As pungdes foliculares foram realizadas manualmente com auxilio de seringas e agulhas de calibre
19-G, descartaveis. Todo o material aspirado foi transferido para tubos plasticos de 50 ml, onde
permaneceram por pelo menos 5 minutos para a sedimentagéo dos odcitos. Os odcitos foram maturados
in vitro pela empresa Bio Vitro e chegaram ao laborat6rio prontos para analise.

Para analise e selecdo dos odcitos, foi preparada uma placa de 100 x 20 mm com gotas de solucdo
tampéo PBS e 6leo mineral. O uso do 6leo mineral sobre a maioria das solucdes utilizadas na FIV, tem
a finalidade de protegé-las contra contaminacfes externas, da evaporagdo e consequente alteracdo do
pH. Além de seu efeito protetor, possibilita as trocas gasosas. Todavia, cuidados em relagdo a toxidade,
devido a sua exposi¢do a luz ultravioleta e outros cuidados devem ser tomados (De Roover et al., 2008;
Hocquette et al., 2007; Mikkola et al., 2020; Wu & Zan, 2012).

Apos o preparo da placa, os odcitos foram pipetados e acondicionados dentro das gotas de tampao
PBS. A placa foi colocada em uma lupa sob aumento de 4x para que seja possivel a visualizacdo dos
odcitos. Com a ajuda da lupa e uma pipeta de 20 pL apenas um odcito por vez foi pipetado. Este foi
colocado em uma ldmina e recoberto por uma laminula. A Iamina foi visualizada sob microscdpio
optico, ajustado em lente objetiva de 5x, e posteriormente sob objetiva de 10x, a imagem foi ajustada
no computador de forma que a zona pelucida estivesse completamente visivel e focada.

As imagens foram obtidas utilizando a camera SAMSUNG SDC — 435. Apo6s visualizacdo das
imagens, os odcitos foram classificados em atrésicos e ndo atrésicos considerando a integridade de sua
membrana.
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Para a avaliagdo métrica dos odcitos, utilizou-se o programa ECHO IMAGEVIEWER® (EVIEW).
Para as medigOes da zona pelucida foram exercidas duas medidas da corona radiata e duas medidas do
didmetro do antro e a analise foi estabelecida pelas médias das medidas.

Resultados e discussao

Em um total de 32 odcitos utilizados para anélise, 22 (69%) eram atrésicos (Figura 1) e ndo permitiam
boa visualizagdo das estruturas a serem analisadas. Os 10 restantes (31%) foram classificados como ndo
atrésicos (Figura 2) nos quais foram realizadas as avaliagbes métricas (Figura 3).
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Figura 1. Odcito atrésico com ruptura de membrana Figura 2. Odcito ndo atrésico (Camera Samsung SDC —
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Figura 3. Odcito com avaliagGes métricas. (Programa Echo Imageviewer®)

Os odcitos ndo atrésicos passaram primeiramente por avaliagdo morfologica (Tabela 1) e
posteriormente por avaliagdo métrica pelo programa ECHO IMAGEVIEWER® no qual foi possivel
realizar a mensuragcdo em mm da corona radiata, zona pelucida e didmetro do antro (Tabela 2).

Observou-se que a corona radiata dos 10 o6citos apresentava leve degeneracdo com valores médios
de 27,105 mm, a zona pelucida apresentou-se intacta com uma média de 2,45 mm e o didmetro do antro,
que manteve valores quase constantes com média de 58,755 mm.

Tabela 1. Avaliacdo morfoldgica dos odcitos classificados como ndo atrésicos (N=10)

Odcito Classificacdo Morfologica
GRAU I
GRAU |
GRAU |
GRAU |
GRAU IV
GRAU I
GRAU |
GRAU IlI
GRAU I

0 GRAU |
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Para avaliar a relacdo da morfologia com os valores mensurados as informacdes foram organizadas
(Tabela 3) levando em consideragdo o grau morfoldgico dos odcitos.

Tabela 2. Média das medidas dos odcitos classificados como ndo atrésicos (N=10)

Odbcito Corona Radiata Zona Pellcida Diametro Antro
1 12,20 mm 2,4 mm 59,10 mm
2 23,40 mm 2,7 mm 61,50 mm
3 31,50 mm 3,3mm 56,05 mm
4 25,70 mm 2,2 mm 51,60 mm
5 24,30 mm 3,2mm 48,85 mm
6 26,65 mm 1,7 mm 55,50 mm
7 4475 mm 2,7 mm 63,30 mm
8 7,150 mm 2,3 mm 52,90 mm
9 19,70 mm 1,7 mm 69,75 mm
10 55,70 mm 2,3 mm 69,00 mm

Tabela 3. Tabela para avaliacdo da relacdo morfologia e mensuracdes

Classificagdo Morfol6gica Corona Radiata (média) Zona Pellcida Didmetro Antro (média)
GRAU | 36,20 mm 2,7 mm 60,29mm
GRAU I 19,51 mm 2,4 mm 61,45 mm
GRAU Il 7,15 mm 2,3 mm 52,90 mm
GRAU IV 24,30 mm 3,2 mm 48,85 mm

Quanto a relagdo morfologia-média da corona radiata, pode-se observar que oocitos com graus
morfol6gicos menores (I e 1l) apresentaram, em média, maior tamanho médio da corona radiata
comparado com os odcitos de graus maiores (Il e 1V). O odcito de grau IV foi classificado desta forma,
pois em um dos lados houve desprendimento total da corona radiata (Figura 4). Nao houve relagdo da
morfologia do o6cito com a zona pelicida. Quanto ao didmetro do antro pode-se observar que o Unico
odcito de grau IV apresentou 0 menor didmetro de antro entre os o6citos analisados.

Figura 4. Odcito classificado como greiu IV. (Programa Eého
Imageviewer®).

Os resultados encontrados ndo puderam ser relacionados com a viabilidade dos odcitos pois, na
literatura, ndo foram encontrados valores de referéncia. Todavia, Lonergan (1992) considera de melhor
qualidade, odcitos que apresentam maior nimero de camadas do cimulus, compactas e citoplasma mais
homogéneo. Lonergan (1992) comparou a eficiéncia dos varios tipos de o6citos usados na maturacao in
vitro, e concluiu que odcitos desnudos e com camadas de cumulus expandidas, apresentavam eficiéncia
bem menor, comparados aqueles envolvidos por camadas de cimulus. Sendo ainda observado, que
quanto maior o numero de camadas compactas, melhor a eficiéncia. Atualmente, estudos com o6citos
tem sido realizados em seres humanos e peixes.

Conclui-se, portanto, que os dados apresentados sobre a analise métrica de odcitos coletados em
abatedouros é de suma importancia para todas as biotecnias que necessitam destas células. Considerando
que cada estrutura do odcito tem sua funcdo, a analise métrica pode estabelecer parametros de uma
célula de boa qualidade e facilitar a escolha para procedimentos.
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