Ciéncia Rural, Santa Maria, v. 24, n. 3, p. 583-589, 1994.

583

TECNICAS DE COLORAGAO CROMOSSOMICA PARA ESTAGIOS ESPECIFICOS
DA MATURACAO NUCLEAR DE OOCITOS BOVINOS'

TECHNICS FOR STAINING CHROMOSOME IN SPECIFIC STAGES OF THE OOCYTE
NUCLEAR MATURATION IN THE BOVINE

Alvaro Hernandez Vignola®
Mara Batistella Rubin®

RESUMO

O presente trabalho foi conduzido com o
objetivo de avaliar a eficacia de trés técnicas de colo-
ragao nuclear de oocitos bovinos nos estagios de vesi-
cula geminativa (VG), metafase | (MI) e metafase |l
(MIl). Nestes trés estagios de maturacao nuclear, os
oocitos, sem as células do cumulus, foram fixados em
acido acetico:metanol (1:3) em laminas (fixados em
lamina e corados com lacmoide; FLL) ou placa de petri
(fixados em placa e corados com lacmoéide; FPL) e
corados com lacmobide a 1% em PBS (phosphate
buffered saline). Os o6citos foram também distribuidos
aleatoriamente a um terceiro grupo, no qual foram
fixados em lamina e corados com Giemsa (fixados em
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lamina e corados com Giemsa; FLG). No estagio de
VG, a percentagem de od6citos corretamente identifica-
dos no tratamento FLL (93,5%) foi significativamente
maior do que nos tratamentos FPL (53,1%; x°=9,84;
p=0,0017) e FLG (55,2%; x°=9,03; p=0,0027). No en-
tanto, a proporcédo de odcitos nos estagios de Mi e Ml
precisamente corados com a técnica FLL (Ml 41,7% e
MIl 41,9%) foram estatisticamente inferiores do que
aquelas observadas nos tratamentos FPL (Ml 90,0%,
x°=13,25; p=0,0003, e MIl 92.8%, x°=12,45; p=0,0004)
e FLG (Ml 83,3%, x°=10,69; p=0,0011, e MIl 89,7%,
x°=12,24; p=0,0005). Assim sendo, os resultados de-
monstraram que a eficacia das técnicas de fixagcao e
coloracao dos o6citos bovinos depende do estagio de
maturacao nuclear que esta em estudo.
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SUMMARY

This study was designed to determine the
efficiency of three different technics for staining bovine
oocyte Iin the germinal vesicle (GV), metafase | (M)
and metafase Il (Mll) stages. In these stages, oocytes
without cumulus cells were fixed in acetic
acid:methanol (1:3) either on slides (FLL) or in petri
dishes (FPL) and stained with 1% of lacmoid in
phosphate buffered saline (PBS). Also, the oocytes
were randomized divided in a third treatment, in which
they were fixed on slides immersed in acetic
acid:methanol (1:3) and stained with Giemsa (FLG). In
the GV stage, the percentage of oocytes accurately
identified in the FLL (93.5%) was significantly higher
than in the FPL (53.1%; x°=9.84; p=0.0017) and FLG
(65.2%; x°=9.03; p=0.0027) treatment groups.
However, the proportion of oocytes in the Ml and M|
stages correctly stained with FLL technic (Ml 41.7%
and MIl 41.9%) was statistically lower than that
observed in the FPL (Ml 90.0%, x*=13.25; p=0.0003,
and MIl 92.8%, x°=12.45; p=0.0004) and FLG (MI
83.3%, x°=10.69; p=0.0011, and MIl 89.7%, x°=12.24;
p=0.0005) treatment groups. With these results, it can
be established that the efficiency of the technic to fix
and to stain bovine oocyte depends on the nuclear
maturation stage to be investigated.

Key words: oocyte, nuclear maturation, meiosis,
bovine.

INTRODUCAO

A visualizagao dos cromossomos se faz im-
prescindivel em estudos de maturacdo nuclear in
vitro em 00citos de mamiferos. Para isto tém sido
desenvolvidas diferentes técnicas que inclui coloracao
dos oocitos para observacdo do nicleo em microsco-
pio de contraste de fase ou em microscopio eletrdnico.
As tecnicas que foram desenvolvidas para a coloracao
cromossOmica basearam-se inicialmente em trabalhos
realizados em camundongos (DONAHUE, 1968), sen-
do que as caracteristicas do ooplasma deste roedor

sdo totalmente diferentes daquelas encontradas em
bovinos. A zona pelucida do o6cito de camundongo €
mais facilmente digerida pelo acido acetico e 0 seu
ooplasma é mais claro, o que facilita sua fixagao e
coloracao para a visualizagcao cromossomica. Desta
maneira, as técnicas utilizadas para coloragao nuclear
necessitam ser melhor adaptadas para a espécie bovi-
na. As técnicas para observagao em contraste de fase
tem em comum 0s passos de desnudamento dos 00cCI-
tos, a fixacao com acido acético e metanol ou etanol
em relacdo 1:3, que pode ser realizada sobre uma
lamina ou em uma placa de petri durante 24 horas,
com posterior coloracao com aceto orceina (SIRARD,
1988), lacmoide (SHYU, 1990) ou Giemsa (SUSS et
al., 1988).

Para a avaliacao da maturagao nuclear, as
etapas geralmente mais usadas nos diferentes estudos
sdo as de VG (que predomina nas primeiras 8h de
cultivo), Ml (11 a 17h) e MIl (ap6s as 17h; SUSS &
WUTHRICH, 1985) devido aos diferentes mecanismos
de regulacdo de cada um dos estagios
(BORNSLAEGER et al., 1986).

A eficacia das técnicas utilizadas nem sem-
pre é igual para os diferentes estagios de maturagao
nuclear. Neste sentido, o presente trabalho objetiva
avaliar a eficacia destas técnicas em estagios especifi-
cos da maturacao nuclear de oo6citos bovinos.

MATERIAL E METODOS

Colheita e maturacao dos oocitos.

Um total de 133 ovarios foram obtidos em um
frigorifico distante a 22km do laboratoério, sendo trans-
portados em garrafas térmicas com solugcao salina a
30°C contendo penicilina (100Ul/ml) e estreptomicina
(950 ug/ml). No laboratério, os ovarios foram lavados
trés vezes com solucao salina, sendo os foliculos de
1-6mm, logo a sequir, aspirados com uma bomba de
vacuo e transferidos para um tubo de ensaio, no qual
foram mantidos no liquido folicular até o processamen-
to. Um total de 325 odcitos foram divididos aleatoria-
mente em trés diferentes tratamentos.

O primeiro tratamento foi processado 10go
ap6s a colheita, sem cultivar, com o fim de observar
VG. O segundo e o terceiro foram cultivados em TCM
(Tissue Culture Medium)-199 modificado com 25mM
de Hepes, 2,2mg/ml de bicarbonato de sodio € 3mg/ml
de albumina sérica bovina durante 14h e 24h respecti-
vamente para observar os estagios de Ml e MIl.
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Tecnicas de fixacao e coloracao dos oocitos.

1) Fixacao em lamina e coloragcao com lac-
moide (FLL). Ap0Os a retirada das células do cumulus
com uma micropipeta com diametro justamente maior
que um o0cito, 0s oocitos foram colocados entre lami-
na e laminula com um minimo de liquido. As laminas
previamente desengorduradas tiveram as laminulas
fixadas com vaselina nas quatro pontas e apertadas
suavemente até entrar em contato com os o6citos e
logo apods tiveram duas bordas coladas com cianoacri-
lato, sendo colocadas em acido acético:metanol em
relacao 1:3 no minimo por 24h. Apoés fixacao, 0os 00ci-
tos foram corados com 1% de lacmoéide em 45% de
acido acético em PBS permitindo a passagem do co-
rante por capilaridade entre lamina e laminula pelas
bordas nao coladas, sendo a laminula posteriormente
selada com esmalte. As laminas foram examinadas
com 0 auxilio de um microscopio optico equipado com
contraste de fase com aumento de 200x a 1000x.

2) Fixacao em placa e coloragao com lacmoi-
de (FPL): obcitos desnudados foram fixados numa
placa de petri por um periodo de 12h. A seguir 0s
oocitos foram transferidos para um tubo de Eppendorf
de 1,5ml com 200ul do meio TCM-199 modificado e
centrifugados a 15.550g por 3 minutos. Os o6citos
centrifugados foram colocados em lamina e corados
com lacmoide conforme técnica acima descrita.

3) Fixacao em lamina e coloragao com Giem-
sa (FLG): os odcitos foram colocados por 10 minutos
numa solugao hipotonica de KCI 0,075M, sendo logo
a seguir colocados numa lamina, retirado o excesso de
liquido e adicionado acido acético:metanol (1:3) a
temperatura de 4°C. Ap0s secagem a 39°C em mesa
termica, as laminas foram imersas no mesmo fixador
a temperatura ambiente por um periodo minimo de 3h.
Posteriormente, as laminas foram cobertas em Giemsa
permanecendo por 8 min. ApOs este periodo, o corante
foi removido e as laminas secadas ao ar. A seguir, 0S
oocitos foram cobertos com laminula, a qual foi fixada
com esmalte e examinada com o auxilio de um micros-
copio com contraste de fase (200x a 1000x).

O nuamero total de odécitos obtido em cada
replicacao foi dividido aleatoriamente nos trés trata-
mentos. Assim, as técnicas foram implementadas si-
multaneamente para cada estagio de maturagao nucle-
ar. A analise estatistica foi realizada pelo teste de qui-
quadrado (x°) utilizando o programa estatistico SAS
(1988). Os resultados dos tratamentos foram compara-
dos utilizando a analise de contraste do método dos
minimos quadrados ponderados no PROC CATMOD.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Dos 133 ovarios utilizados neste estudo,
foram obtidos 406 o6citos, dos quais foram cultivados
325 complexos cumulus-o6citos (CCOs). Estes CCOs
permaneceram em liquido folicular até o momento de

separa-los aleatoriamente aos trés tratamentos visando
a inibicdo do reinicio da meiose. A meiose reinicia

normalmente quando os o06citos séo retirados do liqui-
do folicular e cultivados em um meio que contenha as
condicdes minimas de pH e osmolaridade que mante-
nha sua viabilidade (BUCCIONE et al., 1990). Levando
em consideracao este fato, a quebra da VG teve Inicio
em momentos similares nos trés grupos. Da mesma
forma, os odcitos tiveram um periodo de cultivo similar
nos diferentes tratamentos, 0 que evitou a fixacao e
coloracao de odécitos em estagios distintos da matura-
¢cao nuclear.

N3~ & do nosso conhecimento que estas tres
técnicas para o estudo da maturacao nuclear, as quais
tem eficacia dispar em relagcao ao estagio de meiose
em que encontram-se 0s odcitos, tenham sido avalia-
das em um experimento desenhado com esta finalida-
de especifica. A utilizagcdo de técnicas especificas para
a identificacao de diferentes estagios da divisao meioti-
ca em odcito de bovinos possibilita estudos mais acu-
rados do processo de maturagédo nuclear de 00CItos
nesta espécie animal.

A técnica de fixacdo em lamina e coloragao
com lacmoide ou orceina tem sido largamente utilizada
para o estudo da matura¢éo nuclear de o0citos bovi-
nos em estagio de MIl (SHYU, 1990; SIRARD, 1988).
No entanto, somente o6citos em estagio de VG foram
identificados corretamente em uma percentagem satis-
fatbria com esta técnica (Tabela 1; Figura 1). Nos
demais estagios ndo se obteve uma visualizagao per-
feita dos cromossOomos € em uma pequena percenta-
gem dos oocitos foi possivel identificar o corpusculo
polar quando em MIl.

A técnica de fixacdo em placa e coloragao
com lacmoide, que pouco tem sido descrita em experi-
mentos implementados na espécie bovina, demonstrou
ser 6tima para os estagios de Ml e Mil (Tabela 2 e 3),
sendo considerada fraca para o estagio de VG (Tabela
1). A visualizacado dos cromossomos foi alcangada em
90% dos o6citos quando em MI (Figura 2) e em 92,8%
quando em MIl, onde observou-se perfeitamente O
corpusculo polar nos oécitos em MIl (Figura 3). Esta
técnica também foi eficiente para os estagios interme-
diarios como quando 0s 00cCitos encontravam-se em
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anafase | (Figura 4). A centrifugacao foi realizada na coloracdo com lacmoéide e Giemsa resp'et:;tivamente
tentativa de tornar mais claro o ooplasma; no entanto sdo ideais para os estagios de Ml e MIl. E importante
nao foi observada uma diferenca significativa entre salientar que o6citos fixados em lamina e corados com

oocitos centrifugados e nao centrifugados (dados nao
apresentados), o0 que permite concluir que a centrifuga-
¢cao nao e imprescindivel para uma perfeita visualiza-
¢cao dos cromossomos.
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Tabela 1 - Fixagédo e coloragao de odécitos bovinos no estagio de
vesicula germinativa.

Odcitos Odcitos com adequada

fixados identificagdo nuclear :
Técnica (%)
FPL? 33 17 53,1 . sl e
FLG® 35 16 55,2
Letras diferentes indicam diferengas estatisticas = 10,52;

p <0,005). .
'Os o6citos foram fixados em l1&mina e corados com lacméide. .

Os oocitos foram fixados em placa e corados com lacmaide. :
*0Os o6citos foram fixados em 1&mina e corados com Giemsa.
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A tecnica de romper a estrutura do o6cito com
uma solucao hipotonica de KCI e fixar com acido
acetico, expondo e facilitando a colora¢géo dos cromos-
somos com Giemsa ou orceina, tem sido utilizada em
alguns experimentos com oécitos bovinos (SUSS et
al., 1988; COSTA et al., 1993). Com estas técnicas
tém sido descritos excelentes resultados na identifica-
¢ao de Ml e MIl. Em nosso laboratério, a tentativa de
coloragao de oocitos em estagio de VG com a utiliza-
¢cao desta técnica nao tem sido satisfatoria. Neste
experimento, a técnica de fixacao em lamina e colora-
¢cao com Giemsa também foi 6tima para corar odcitos
nos estagios de MI (Figura 2) e MIl (Figura 3; Tabelas
2 e 3). No entanto, com esta técnica observou-se uma

aixa percentagem de corpusculo polar em o6citos que
encontravam-se em MIl, mas permitiu uma avaliacao
mais precisa dos cromossomos, observacao esta simi- e
lar ao que foi descrito por COSTA et al., 1993.

Tendo como base a metodologia utilizada e | | . . )

0s resultados obtidos, conclui-se que a melhor técnica Figura 1 - ?:gggscgr; ii‘anﬂg’;oddi,;’eﬁﬁ“'?ifj;g’ 2?‘;?,{1;? i"ﬁoe,-a?o

ara a visualizagao da VG ¢ atraves da fixacao em com lacmoéide, A: 400x), FPL (fixado em placa e corado
lamina e sua coloragao com lacmoéide. Enquanto as om lacméide, B; 1000x) e FLG (fixado em lamina e co-
técnicas de fixagcdo em placa e fixagdo em lamina com rado com Giemsa, C; 1000x).

. S
. SR e
=

=

o e e A

)
-
-
s
5
=
s
s
=

e
e

R e

N AR e R )

i

e
T

x
i

o
X

L



7

e
e O
)

e, - .

. i
oy g A e
e

)
IJ)ja
S

ot e o

e

ik

....r....n_"n.......,.@u.

e =
e
e s A

SR
-\.-.-E o

e

e
S

: e
e e ﬁ e
EE TR
e

o

AR

.E:B.;
R b
S

.u_m......

S,
o
o

-
i

-

1000Xx).

1000x). FPL (fixado em placa e corado com
1000x) e FLG (fixado em lamina e corado

7

os métodos FLL (fixado em lamina e corado com
lacmoide, A

lacmoéide, B
com Giemsa, C
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Figura 2. O6citos em estagio de metafase |, fixados e corados com

Ciéncia Rural, v. 24, n. 3, 1994.

polar durante o estagio de Mll e impede estudos que
necessitem da integridade morfolégica do o6cito, como
por exemplo, a observacao da presenca de espermato-

Giemsa perdem a sua estrutura morfoloégica, o que
muitas vezes dificulta a observagao do corpusculo
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Letras diferentes indicam diferencas estatisticas (X* = 20,12

p < 0,0001).
'Os o6citos foram fixados em 1&mina e corados com lacmaide.

“Os odcitos foram fixados em placa e corados com lacmaéide.
*Os odcitos foram fixados em Iamina e corados com Giemsa.
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Figurra 4. Od6citos em estagio de anafase |, fixados e corados com
_% os métodos FPL (fixado em placa e corado com lacméide,
. A; 1000x) e FLG (fixado em lamina e corado com
Giemsa, B; 1000x).
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