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CAPITULO 1. CONSIDERAGOES GERAIS

A aplicagdo de biotécnicas a reproducdo animal tem sido fundamental para
assegurar ganho genético desejavel nas espécies domésticas inseridas na escala de
producdo de alimentos, sendo que a inseminagao artificial (IA) e transferéncia de
embrides (TE) sdo os exemplos mais significativos da importancia que os estudos in
vitro possuem, para maior controle dos processos fisiologicos que ocorrem in vivo.

Durante muito tempo, as pesquisas na area de biotecnologia da reprodugao se
restringiram a estudos com animais de produgdo e somente a partir da década de 90,
com o interesse da comunidade cientifica pela preservagao da biodiversidade é que a
espécie canina mereceu atengido. Esse aspecto deveu-se ao fato de a fémea canina
constituir-se modelo experimental para canideos ameacados de extingdo, dentre eles o
cachorro-do-mato vinagre (Spheothos venaticus), lobo-guara (Chrysocyon brachyurus)
e a raposa-do-campo (Lycalopex vetulus), que sdo espécies da fauna brasileira.

O processo de maturagao in vitro (MIV) de odcitos de fémeas caninas tem sido
objeto de exaustivos estudos, pois o dominio do mesmo constitui-se o fator primordial
para o desenvolvimento e implementagcdo adequados da fecundagao in vitro (FIV) e do
cultivo in vitro (CIV), fato que permitiria portanto o alcance do obijetivo final que é a
obtenc&o de embrides das espécies de canideos em extingdo (PIRES, 2006).

Dentro desse aspecto porém ha um entrave que pode explicar os baixos indices
atuais de MIV in vitro dos odcitos de fémeas caninas, a peculiaridade da fisiologia

reprodutiva canina.

1. Consideragoes sobre a fisiologia reprodutiva da fémea canina

O ciclo estral das cadelas compreende um periodo de inatividade sexual,
conhecido como anestro, que é seguido por outro de atividade reprodutiva, cuja
manifestagao principal é definida como estro. Esta forma de apresentacgéo ciclica e os
espacamentos interestro de 5 a 12 meses fazem com que a fémea canina seja

referenciada na literatura como uma espécie monoéstrica estacional (CONCANNON et
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al.,, 1989). Ainda, o ciclo reprodutivo apresenta fases distintas estabelecidas por
alteragdes hormonais que induzem transformacdées de ordem morfologica e clinica,
sendo as fases, o proestro, estro, metaestro/diestro e anestro (JOCHLE & ANDERSEN,
1977).

O processo de interrupcado do anestro e as alteragcdes endocrinas relacionadas
sdo eventos ainda nao totalmente esclarecidos (KOOISTRA, 1999), porém ha
sugestbes de que o desenvolvimento dos foliculos nessa espécie se inicia
aproximadamente 30 dias antes da ocorréncia da ovulagdo, com ondas foliculares
anteriores ao proestro (ENGLAND & HEWITT, 1999).

Ao final do proestro, a queda dos niveis de estradiol ocorre concomitantemente a
elevagdo da concentragdo plasmatica de progesterona refletindo a maturagao folicular,
que ocorre varios dias antes da ovulacdo (FELDMANN & NELSON, 1997). Segundo
LEAVITT et al. (1971), o aumento da progesterona tem origem nos foliculos pre-
ovulatorios e nas células intersticiais ovarianas. A dominéncia da progesterona neste
ambiente folicular pré-ovulatério, diferencia grandemente os canideos de outros
mamiferos domeésticos (FARSTAD, 2000).

Os odcitos sao ceélulas hapldéides que iniciam processo de mitose quando migram
do saco vitelinico embrionario para o local de desenvolvimento gonadal, onde séo
denominados oogonias (WASSARMAN & ALBERTINI, 1994). Quando a mitose é
cessada, inicia-se a meiose que ocorre em momentos distintos de acordo com a
espécie animal, sendo que em canideos inicia-se algumas semanas apos 0 nascimento
(ANDERSEN, 1970). A meiose ocorre em duas etapas, meiose | e meiose Il e cada
etapa € compreendida por quatro fases: profase (com cinco estagios : leptéteno,
zigéteno, paquiteno, dipléteno e vesicula germinativa), metafase, anafase e teldfase
(BAKER, 1982). Ainda, segundo DULCIBELLA (1998), na maioria dos mamiferos, o
processo de desenvolvimento oocitario sofre dois momentos de estagnacédo, em Pl e
em MII. A primeira estagnacgéo € interrompida com o processo de crescimento folicular,
quando, caracterizando o processo de maturagéo oocitaria, ha transi¢ao do estagio VG
ao estagio de Mll e a segunda estagnacéo é quebrada com a fecundagao (DEW, 2001).
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Porém, como citado por LUVONI et al. (2005), odcitos caninos sdo ovulados
imaturos, em estadio de VG, enquanto que outras espécies ovulam odcitos em
metafase Il. Assim, outra peculiaridade dos canideos é o fato de o oviduto sustentar,
por longo periodo, odcitos imaturos e ser o sitio da evolugdo a MIl, bem como da
fecundacao e desenvolvimento a blastocisto (HOLST & PHEMISTER, 1971 ). Segundo
OTOIl et al. (2000) os odcitos caninos necessitam de dois a cinco dias para
completarem a maturagdo meidtica no oviduto.

O odcito canino é também distinto pela presenca de grande quantidade de
material lipidico em seu interior, que Ihe confere um aspecto escuro e homogéneo. Essa
sintese lipidica € incrementada em odcitos em crescimento e caracteriza um dos
aspectos da maturacéo oocitaria (TESORIERO, 1982).

Destarte, aspectos relacionados a fisiologia enddcrina da fase pré-ovulatoria, as
caracteristicas bioquimicas intrinsecas do o6cito e aos eventos de ovulagdo e
maturagao intra-tubarica, tornam a MIV canina um processo desafiador e atual objeto

de inUmeros estudos.

2. Aspectos da Maturagao in Vitro (MIV) de oécitos caninos

2.1. Obtenc¢ao e selegao dos oécitos para a MIV

Segundo OTOI et al. (2000), a localizagdo cortical dos foliculos no tecido
ovariano da cadela dificulta a puncéo isolada dos mesmos, que somente tornam-se
aparentes pouco antes da ovulagdo. Porém alguns autores, dentre eles, YAMADA et al.
(1992) obtiveram odcitos puncionando foliculos pré antrais de cadelas submetidas a
protocolos de superovulagdo. Por outro lado, NICKSON et al. (1993) citaram que a
técnica de fatiamento ovariano, realizada com laminas de bisturi em cortes seriados
com 1mm de espessura, permite a liberacdo de um numero maior de odcitos
comparativamente a técnica de pungéo.

Os odcitos caninos podem também ser obtidos por digestdo ovariana. Por esse
meétodo, os ovarios sdo colocados em uma solugdo enzimatica, geralmente composta

por colagenase e Dnase, por uma hora a 37°C . O produto obtido da digestao é filtrado
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e colocado em uma solucéo para lavagem (DURRANT et al., 1998; BOLAMBA et al.,
2002).

No foliculo antral observa-se dois tipos de células da granulosa com fungdes
distintas. As células granulosas do cumulus oophorus s&o organizadas como um
epitélio pseudo-estratificado e envolvem o odcito, ja as células granulosas murais
constituem as camadas internas do foliculo (BUCCIONE et al., 1990). As células do
cumulus sao portanto, uma subpopulagdo de células da granulosa cuja fungao é
fornecer nutrientes aos odécitos durante seu crescimento, participar na formacao da
zona pelucida e sintetizar a matriz extracelular composta por proteinas e pelo
polissacarideo acido hialurbnico, de importancia no transporte e na atracdo dos
espermatozoides no oviduto (BREDFORD & KIM, 1993; TOSHIMORI, 2000)

Alteracdes morfologicas que ocorrem no oocito canino durante os diferentes
estagios do ciclo estral podem afetar a habilidade do odcito em se comunicar com as
células do cumulus e alterar a capacidade de competéncia meidtica. LUVONI et al.
(1995) citaram que existem jung¢des do tipo “gap” entre as células do cumulus e o odcito
e essas estdo envolvidas na regulagdo da diferenciagdo meidtica e maturagédo dos
mesmos.

A caracteristica do numero de camadas de células do cumulus constitui-se
portanto um dos critérios para a adequada selecdo dos odcitos e deve ser associado a
avaliacdo do aspecto citoplasmatico, o qual deve ser escuro e homogéneo,
caracterizando a grande quantidade de lipideo em seu interior . Dessa forma, € possivel
classificar os complexos odécito- cumulus (COCs) em trés graus : Grau | — pigmentagao
escura com uma ou mais camadas de células do cumulus ; Grau Il — pigmentagéo clara
com camadas incompletas de células do cumulus ; Grau Il — pigmentacéo palida, sem
formato  definido e sem células do cumulus aderidas, sendo considerados
degenerados. Apenas COCs grau | devem ser selecionados para a MIV (HEWITT &
ENGLAND, 1997).

Outro fator que pode ser considerado no momento da selecdo dos odcitos é o
diametro oocitario. Segundo WASSARMAN & ALBERTINI (1994), o odcito e as células

foliculares que o rodeiam crescem coordenadamente, progredindo por uma série de
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estagios morfoldgicos definidos. Em ratos sexualmente maduros, os oécitos completam
seu crescimento antes da formagéo do antro folicular, consequentemente a maior parte
do crescimento folicular ocorre apds o fim do crescimento do odcito. O crescimento
folicular termina com a ovulagdo de um odcito maturo ou atresia de odcito e seu foliculo.
Nesse processo, 0s oocitos crescem de um didmetro de cerca de 12um para diametro
final de 80um. Por tanto, durante essa fase de crescimento, enquanto ele ainda esta em
estagio de vesicula germinativa, o odcito de ratos aumenta consideravelmente seu
volume, tornando-se a maior célula do corpo.

O odcito em estagio dictiato ou VG adquire habilidade para sofrer a meiose
reducional (competéncia meidtica) durante o processo de crescimento oocitario. Isto se
aplica para odcitos in vivo, bem como para aqueles submetidos as condicdes in vitro.
Essa aquisicdo de competéncia meiodtica aparentemente ocorre em dois passos: odocitos
em crescimento primeiro adquirem capacidade de passar pela QVG com progressao
para MI, seguido pela aquisicdo de capacidade de progredir da Ml para a MIl. Esses
autores citam ainda que, oocitos de ratos somente maturam in vitro, se tiverem diametro
superior a 60um .

De fato, se o crescimento folicular inicia apds o crescimento oocitario, é de se
esperar que em periodos onde ha maior atividade ovariana, com a formagao aparente
de diversos foliculos ovarianos, haja , neste ovarios, maior numero de od0citos
crescidos. Neste contexto, YAMADA et al. (1992), no intuito de obter maior numero de
oo6citos com maior diametro, submeteram fémeas caninas ao protocolo de indugao de
estro, obtendo taxa de maturagao a MlIl de 32% e no ano seguinte, os mesmos autores
encontraram que, uma alta proporgao de odcitos de foliculos pré-ovulatorios de cadelas
estimuladas com gonadotrofinas atingiram MIl quando comparados com odcitos de
foliculos obtidos de fémeas nao estimuladas.

THEISS (1997), foi quem primeiro demonstrou evidéncias de que a habilidade do
o0cito canino em recomecgar a meiose in vitro € maior quando seu diametro é superior a
110um.

OTOI et al. (2000) descreveram que quando os odcitos foram divididos em trés
grupos baseados nos diferentes diametros ( >100um; 100um; < 100um), apenas oocitos
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com mais de 100um de didmetro avangaram do estagio de Ml para MIl em altas taxas
(20%), comparativamente a odcitos pequenos (4-10%). Em estudo subsequente, OTOI
et al. (2001) demonstraram que as melhores taxas de maturagdo de odcitos ocorrem
quando os mesmos sdo colhidos durante proestro e estro, o que pode ser explicado
como consequéncia do maior diametro oocitario encontrado nessas fases do ciclo estral
canino, ja que este esta diretamente relacionado a competéncia meidtica. Esses
autores, em estudo sobre a distribuicdo do tamanho dos odcitos de acordo com a fase
do ciclo estral, encontraram na fase folicular, anestro e diestro, respectivamente 50,8%,
5,5% e 13,3% de odcitos com mais de 120um de diametro.

HEWITT & ENGLAND (1998a) também citaram que quanto maior o tamanho do
oocito, maior sua habilidade em transpor a fase de QVG para atingir as fases de Mi,
ANA | e MIl e que aqueles com diametro superior a 120um apresentaram maior
competéncia meidtica para os estadios finais de maturagdo. Em acréscimo, HAY et al.
(1997) recomendaram para o uso na MIV, somente oocitos com diametro superior a
100um, desde que sejam obviamente de grau I.

Assim, um oocito de boa qualidade deve conter os seguintes padrdes
morfologicos: citoplasma escuro e homogéneo, diametro superior a 100um e estar
totalmente rodeado por uma ou mais camadas de células do cumulus. Odcitos com
citoplasma palido, pigmentado, com camadas incompletas ou auséncia de células do
cumulus, com diametro inferior a 100pym, devem ser descartados (LUVONI et al.,
2005).

2.2. Animais doadores : idade, aspectos clinicos e estadio reprodutivo

A idade da cadela doadora de odcitos influencia diretamente o numero de odcitos
recuperados (RODRIGUES & RODRIGUES, 2003), sendo que a taxa meédia de
recuperagdo diminui cerca de 4,7 COCs por ano (STROM HOLST et al.,, 2001).
Segundo HEWITT & ENGLAND (1998), a habilidade de maturar in vitro também fica
comprometida em fémeas com idade superior a 7 anos, quando comparada a animais

mais jovens.
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De acordo com NICKSON et al. (1993), os ovarios de fémeas caninas pré-
puberes possuem numero reduzido de odcitos, sendo 0s mesmos, pequenos € com
camada incompleta de células do cumulus oophorus. Relataram ainda que,
comparando-se a taxa de maturagao de animais jovens (até 6 anos) e idosos (mais de
7 anos), constataram que odcitos de animais mais jovens apresentam maior taxa de
maturacao.

DURRANT et al. (1998) também afirmaram que odcitos de cadelas idosas tem
capacidade de maturar in vitro, mas esta habilidade €& comprometida quando
comparada as fémeas jovens. Fémeas caninas com idade inferior a 6 meses
apresentam menor porcentagem de foliculos pré-antrais e antrais e ainda, alta taxa de
oocitos degenerados, indicando fase de atresia acelerada durante os primeiros meses
de vida do animal, enquanto cadelas doadoras de meia idade apresentam maior
numero de foliculos em relagdo as fémeas jovens.

HAY et al. (1997) ao confrontarem a quantidade de odcitos fornecidos por
individuos em diferentes idades, verificaram que cadelas com 9 meses fornecem maior
numero de odécitos em relacdo a fémeas com mais de 12 meses. Esse fato também foi
mencionado por McDOUGALL et al. (1997), que afirmaram haver um aumento no
numero total de pequenos foliculos em cadelas com idade préxima a puberdade (6 a10
meses), principalmente pela populagédo de foliculos em preparagao para a ovulagdo no
primeiro ciclo; ja para as fémeas com historico de um ou mais ciclos, observa-se grande
numero de foliculos desenvolvidos em processo de maturacgio.

Com relacdo ao estado clinico das doadoras, a hipétese de a higidez das
fémeas, influenciar nas taxas de maturagdo oocitaria, vem sendo descartada,
especialmente apods recente estudo, onde RODRIGUES & RODRIGUES (2003)
demonstraram a possibilidade de odcitos de cadelas com piometra atingirem a
maturagado completa in vitro.

Quando considerado o estadio reprodutivo sobre a influéncia nas taxas de MIV,
encontram-se resultados muito controversos, de forma que essa questao continua a ser
alvo de pesquisas. Os autores tem buscado relacionar o efeito dos eventos enddcrinos
pré ovulatérios in vivo sobre os oocitos e MIV dos mesmos (HEWITT & ENGLAND,
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1997; LUVONI, 2001; OTOIl et al., 2001; RODRIGUES & RODRIGUES, 2003;
WILLINGHAM-ROCKY et al., 2003; SONGASSEN et al., 2004; YAMADA et al., 1993).

O ciclo estral da fémea canina é caracterizado por uma fase folicular (proestro e
estro inicial), tempo no qual os foliculos ovarianos estdo se desenvolvendo e
aumentando de tamanho com a aproximacéo da ovulagdo (HOSZEL, 1975). Depois da
ovulacdo ha a formacéao do corpo luteo, que permanece por determinado periodo, que é
seguido por outro de duragao variavel, chamado anestro. Um aumento na secregao do
LH sinaliza o final do anestro e o retorno a atividade ovariana (CONCANNON, 1993;
VAN HAFTEN, 1994).

Como mencionado anteriormente, na espécie canina, 0s o00citos sao
espontaneamente ovulados em profase da primeira divisdo meidtica (FARSTAD, 2000),
24-50 horas apos o pico de LH, (CONCANNON et al., 1989; HASE, 2000). Ainda, 48-72
horas sao necessarias para que se complete a maturacdo a Mll, evento que ocorre no
oviduto (CONCANNON et al., 1989).

Considerando o aspecto do didmetro oocitario, DURRANT et al. (1998) citaram
que dentro de um foliculo em crescimento, o odcito canino se desenvolve e aumenta de
tamanho. Pequenos odcitos (com cerca de 25um de didmetro) com uma unica camada
de células do cumulus sédo encontrados em foliculos primordiais, oocitos palidos (com
cerca de 78um de didmetro) caracterizados por camadas incompletas de células do
cumulus estao contidos em foliculos pré-antrais e em foliculos pré-antrais avangados
(com cerca de 212um de didmetro) sdo encontrados oocitos (com cerca de 115um de
diametro) que apresentam um citoplasma lipidico denso, multiplas camadas de células
do cumulus, caracterizando um odcito pré-ovulatorio. Assim, durante essa fase de
crescimento, o odcito aumenta seu didmetro de 20 um para aproximadamente 120um, o
que o torna, segundo esses autores, progressivamente competente e capaz de evoluir a
MII.

O processo de crescimento intrafolicular do odcito é constituido por um conjunto
de modificacbes morfologicas, bioquimicas e fisiologicas (SCRIBAN, 1999). Ainda
segundo esse mesmo autor, pode-se distinguir trés tipos de maturagdo, a nuclear, que

corresponde ao inicio da meiose e expulsdo do primeiro corpusculo polar pelo nucleo
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do odcito; a citoplasmatica, caracterizada pela capacidade do citoplasma descondensar
o nucleo do espermatozoide e transforma-lo em pré-nucleo masculino e a maturacao de
membrana, que permite a zona pelucida do odécito reconhecer os espermatozoides de
sua espécie. Com base nessas afirmacgdes a que se considerar a influéncia positiva do
tempo que o odcito passa dentro do foliculo em crescimento, sobre as taxas de MIV.

Segundo GRAZUL-BILSKA (1997), a aquisicdo de competéncia meidtica e
competéncia citoplasmatica é controlada por comunicagdes intercelulares, entre as
células do cumulus e o odcito, pelas quais ocorre a passagem de nutrientes, ions e
pequenas moléculas, como o Ca®*e AMPc. De acordo com LUVONI et al. (2001), estas
comunicagdes, denominadas jungdes “gap”, ndo estdo abertas durante o periodo de
anestro, em comparacdo a 89% de jungbes abertas encontradas em odcitos
provenientes de ovarios em fase de proestro.

A despeito dessas informagdes, CINONE et al. (1992) e HEWITT & ENGLAND
(1997), demonstraram que os eventos hormonais pré-ovulatérios ndo afetam a
subsequente MIV de odcitos de alta qualidade, lembrando que odcitos de alta qualidade
sdo os denominados de Grau |, que possuem o citoplasma escuro e homogéneo e
ainda s&o rodeados por uma ou mais camadas de células do cumulus (HEWITT et al.,
1998). Ainda, FUJII et al. (2000) encontraram propor¢des semelhantes de COCs em
cadelas de diferentes fases do ciclo estral, considerando o numero total de recuperados
e o grau de qualidade (Grau I). Os mesmos autores citaram que a presenga de tecido
luteal, ndo esta associado a recuperagao de poucos COCs grau |, mas por outro lado,
NICKSON et al. (1993) cita que a presencga de tecido luteal pode estar associada a
recuperacao de poucos odcitos Grau |.

RODRIGUES & RODRIGUES (2003), pesquisando a influéncia do estadio do
ciclo reprodutivo na taxa de maturacdo oocitaria, concluiram que a MIV nédo é
influenciada pelo estadio do ciclo estral, sendo a qualidade do odcito, o indicador mais
confiavel do potencial de competéncia meidtica. Da mesma forma, HEWITT &
ENGLAND (1997) ndo encontraram diferengas nas frequéncias de maturagao oocitaria
entre os odcitos colhidos de cadelas no periodo de anestro e diestro, mas afirmaram
que a obtencgao de odcitos no final do proestro e inicio de estro, € mais adequada pois
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as concentragdes de progesterona e estrogénio durantes esses periodos tem influéncia
positiva na maturacdo. Ainda, LEIBFRIED & FIRST (1979) relataram que para odcitos
bovinos, ndo ha relacao entre o estadio do ciclo estral e a frequéncia de maturacgao.

No entanto, NICKSON et al. (1993) e YAMADA et al. (1993), citaram que o
numero de odcitos colhidos e a taxa de maturacdo dos mesmos, in vitro, é influenciada
pela fase do ciclo estral. Neste contexto, YAMADA et al. (1993) submeteram fémeas
caninas a protocolo de indugao de estro, obtendo taxa de maturacao a Mll de 32%. Os
autores concluiram que cadelas estimuladas com gonadotrofinas apresentam alta
proporcao de odcitos de foliculos pré-ovulatorios (e maior taxa de MIV) em comparagao
a oocitos de foliculos obtidos de fémeas n&o estimuladas. MARTINS (2005) concluiu em
seu estudo que a maturagao oocitaria € beneficiada pela interacdo entre fase do ciclo
estral-estro-meio de maturacdo in vitro e que os odcitos submetidos a maturacao
intrafolicular prévia apresentam taxa de MIV mais alta.

WILLINGHAM-ROCKY et al. (2003) indicaram aumento significante na proporgéo
de odcitos que maturaram a MIl quando os mesmos foram colhidos de ovarios de
fémeas em estro ou diestro, comparativamente as fémeas que estavam em anestro e
proestro. Eles atribuiram esse resultado a um processo de atresia dos foliculos em
estro ou diestro, visto que foi demonstrado por SIRARD (2001) que, em vacas, foliculos
em atresia perdem a habilidade de inibir a competéncia meidtica, fato que determina
aumento nas taxas de maturagao in vitro.

Em concluséo, como citado por LUVONI et al. (2005), apesar de alguns estudos
demonstrarem que odcitos advindos de fémeas em anestro ndo apresentarem
capacidade para evoluir a Mll, nenhuma concluséo adicional pode ser tirada em relacéo

a influéncia do ciclo estral sobre a competéncia meidtica.

2.3. Consideragoes sobre meios e outras condi¢goes de cultivo

Os ovarios ao serem removidos precisam ser mantidos em condi¢cdes adequadas
nos chamados meios de preservacao e transporte. Estes tem constituicdo variavel de
acordo com o autor, sendo que os mais adotados sao: solugéo salina a 35°C (OTOI et
al., 2000), solugao salina com gentamicina a 37°C (NICKSON et al. 1993; YAMADA et
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al.,1992), solugdo salina a 38°C (HAY et al.,, 1997), PBS com penicilina e
estreptomicina a 39°C (HEWITT & ENGLAND, 1997; HEWITT et al., 1998; HEWITT &
ENGLAND, 1998a ) e solugéo salina suplementada com penicilina, estreptomicina e
anfotericina (BOLAMBA et al., 1998; DURRANT et al., 1998).

Da mesma forma, para a lavagem e fatiamento dos ovarios diversos meios sao
sugeridos pela literatura, dentre eles: solugdo salina com gentamicina a 37°C
(YAMADA et al.,1992), lavagem com PBS a 37°C e fatiamento em TCM199 com
gentamicina (NICKSON et al., 1993), fatiamento em PBS com gentamicina a 37°C
(OTOI et al., 2000), fatiamento em PBS com 0,5% de albumina sérica bovina (BSA)
(HOLST et al., 2000) e lavagem e fatiamento em TCM199 com 20% de SFB (HEWITT
et al., 1998).

Nos recentes estudos muita atencdo tem sido dada para a definicdo de um meio
ideal para a MIV de od6citos caninos. O desenvolvimento de um meio definido e ideal no
qual os oocitos caninos possam avancar a MIl antes de serem fertilizados pelo
espermatozoide, em um processo de FIV, logicamente aumentara as chances de
obtenc&o de um embrido multicelular (ABD el RAZEK et al., 2001).

De forma geral, as pesquisas conduzidas com a espécie canina utilizam meios
de cultivo semelhantes aos empregados para as outras espécies.

Segundo GUERIN (1998), a composicdo de um meio de maturacdo deve
obedecer os seguintes requisitos: conter produtos que se assemelhem aos de células
tubaricas, por exemplo, o TCM 199 e ser suplementado com BSA ou SFB; conter
elementos capacitadores, como a heparina, taurina, hipotaurina; conter horménios e
fatores de crescimento como as gonadotrofinas e o EGF; conter substancias anti-
bacterianas e/ou anti-fungicas, como a penicilina, gentamicina, estreptomicina ou
anfotericina B.

Assim, os meios mais utilizados sdo SOF (HEWITT & ENGLAND,1997; HEWITT
& ENGLAND,1998; HEWITT & ENGLAND,1999; BOLAMBA et al., 2002; VANUCCHI,
2003; MARTINS, 2005), e principalmente o TCM199 (NICKSON et al., 1993; HEWITT &
ENGLAND, 1999; FUJII et al., 2000; OTOI et al., 2001; SONGSASSEN et al., 2004;
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RODRIGUES e RODRIGUES, 2003), acrescidos de proteinas, horménios, antioxidantes
e fatores de crescimento.

Em relagdo ao meio SOF, este foi desenvolvido por TERVIT et al.(1972) que
buscavam mimetizar as caracteristicas fisioldégicas do fluido do oviduto de ovelhas e
bovinos. Este meio tem sido utilizado com sucesso na MIV de odcitos bovinos, porém
os resultados s&o limitados em relacdo a maturacdo nuclear in vitro de odcitos de
fémeas caninas (HEWITT & ENGLAND, 1999). Em consonancia, VANUCCHI (2003),
concluiu em seu estudo que nao ha influéncia significativa do co-cultivo de células da
tuba uterina na maturacdo oocitaria de odcitos caninos, em comparagcdo aos meios de
cultivo, sem a presenga das mesmas células, mas suplementados com horménios
esteroides.

Por outro lado, o TCM199 é classificado por CINONE et al.(1992), como o meio
que fornece as melhores condi¢gdes para o odcito canino completar sua maturacéo a
MII.

Em relagdo a suplementacdo hormonal dos meios de cultivo, deve-se considerar
que, em cadelas, as concentragbes de FSH estdo ao redor de 100ng/mL durante o
proestro e aumentam durante a onda pré-ovulatoria de LH. Durante o proestro , os
niveis de LH s&o baixos e os pulsos ndo detectaveis, devido ao “feed-back” negativo
pelo estradiol. O LH aumenta de 8 para 50ng/mL (em média 20ng/mL) durante 1-2 dias
na onda pré-ovulatéria. As concentragdes de estradiol s&o variaveis, mas durante o final
do proestro e inicio do estro, a concentracdo do mesmo atinge pico de 50-110pg/mL.
Concomitantemente ha aumento da concentragdo de progesterona sérica, que passa
de 0,8ng/mL no inicio de proestro para mais de 1ng/mL durante a onda pré-ovulatéria
de LH (CONCANNON, 1991).

Assim, comparativamente a outras espécies domésticas, a cadela é a unica que
apresenta essa caracteristica de microambiente folicular: a luteinizagdo pré-ovulatéria
das células foliculares da granulosa, que expde o odcito a altas concentragbes de
progesterona. A concentragdo desse horménio, encontrada no fluido folicular de
foliculos pré-ovulatérios, esta ao redor de 7700ng/mL (nivel encontrado quando a
concentragéo sérica era superior a 7ng/mL) (WILLINGHAM-ROCKY, 2003).
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Em resumo, a suplementagdo hormonal nos meios de cultivo € baseada no fato
de que os odcitos caninos em fase de vesicula germinativa da Pl estdo sujeitos, in vivo,
a concentracdes decrescentes de estrogeno e crescentes de progesterona no foliculo
pré-ovulatorio (HEWITT & ENGLAND, 1997; NICKSON et al., 1993). De fato, a
influéncia hormonal intra-folicular pode ser o fator principal responsavel pelo aumento
das proporgdes de maturacdo a MIl (31,9%) de odcitos caninos colhidos de cadelas
superovuladas (YAMADA et al., 1993).

A grande maioria dos odcitos caninos colhidos para a MIV, geralmente derivam
de foliculos imaturos e poucas vezes de foliculos pré-ovulatérios, e como nos foliculos
imaturos eles ndo estiveram expostos a agdo hormonal, a adicdo de gonadotrofinas ao
meio de cultivo podera ser necessaria. Tem sido demonstrado, em outras espécies, que
a adicdo de FSH induz o retorno a meiose in vitro pela regulagado dos niveis de AMPc
no COC (KNOBIL & NEILL, 1994). Além disso, o FSH é considerado responsavel pela
expansao das células do cumulus o que geralmente tem uma correlagao positiva com a
aquisicao de competéncia meidtica (SUTOVSKY et al., 1993).

HEWITT & ENGLAND (1997) iniciaram os estudos sobre a influéncia da
suplementacdo hormonal na MIV de oécitos caninos. Utilizaram meios suplementados
com estrogeno e progesterona em doses fixas (1 ug/mL) e concluiram que nao houve
efeito positivo sobre a maturagdo. Da mesma forma, WILLINGHAM-ROCKY et al.
(2003), comparando diferentes concentragbes de progesterona (0, 20, 200, 2000
ng/mL) n&o observaram aumento nas taxas de oocitos em MIl. No entanto, VANUCCHI
(2003) avaliando o efeito da suplementacdo de hormoénios esterdides no meio de
maturagdo, observaram que, a associagdo de 20 ug/mL de estrégeno e 20 pg/mL de
progesterona proporcionaram maiores indices de Mll, as 72 horas, em comparagao ao
meio sem suplementagdo hormonal; porém as 96 horas, os resultados se inverteram,
sendo que o meio sem suplementacdao hormonal apresentou as melhores taxas de
maturacao.

KIM et al. (2005) citaram que a associagdo de hormoénios esteroides (estrogeno e
progesterona) na concentragdo de 2 pg/mL apresenta melhor efeito sobre a maturagéo
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de oodcitos caninos (16,6% a MIl) quando comparada com a mesma concentragao
isoladamente (com estrogeno, 14,7% e com progesterona, 10,8%).

BOLAMBA et al. (1998), por sua vez, utilizaram meios suplementados com FSH,
hCG, estradiol para cultivar odécitos de foliculos pré-antrais avancados e antrais
precoces. O procedimento acarretou porcentagem muito pequena de odcitos que
progrediram de Ml a MII.

Os achados sugerem que a definicdo das concentragdes foliculares e ovidutais
de gonadotrofinas e esterdides € imprescindivel para a determinagdo de uma dosagem
adequada desses hormdnios na suplementacdo dos meios de cultivo (LUVONI et al.,
2005).

Com relagcdo a suplementagcdo dos meios com fontes protéicas, na MIV de
oocitos caninos, tém-se utilizado principalmente a adicdo de SFB, soro de fémea em
estro e BSA, sendo que o uso dessas substancias esta comprovadamente relacionado
ao aumento das taxas de sobrevivéncia e maturacdo de odcitos bovinos. YOUNIS et al.
(1989) e FUNAHASHI & DAY (1993) também descreveram que o soro tem efeito
positivo na maturacdo de odcitos in vifro e na sua subsequente capacidade de
desenvolvimento. Estudos reportam a utilizagao de 5 a 20% de soro bovino ou canino e
0,3 a 4% de BSA (LUVONI et al., 2005).

Segundo HEWITT et al.(1998), o SFB apenas suporta a viabilidade de oécitos
caninos quando adicionado em concentracdes superiores a 10%, porém sem beneficio
as taxas de maturacdo. Esses mesmos autores em estudo utilizando o meio TCM 199,
demonstraram que a suplementagcdo com 0,3% de BSA aumentou as taxas de
maturagao até MI, Al e MIl as 48 horas de cultivo e a suplementagdao com 20% de SFB
as 96 horas. Porem enquanto alguns autores tem demonstrado efeito positivo das
fontes protéicas sobre as taxas de MIV, HEWITT & ENGLAND (1999) e BOLAMBA et
al. (2002) relataram que essa suplementacdo no meio SOF parece nao ter efeito
positivo significativo.

RODRIGUES & RODRIGUES (2003) estudaram o efeito de diferentes fontes
protéicas sobre a MIV e ao compararem soro de cadela em estro ao soro de vaca em
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estro, concluiram que o primeiro apresentou maior eficiéncia na promocado da
maturagao oocitaria canina.

OTOl et al. (1999) avaliaram a influéncia de varias concentragdes (5, 10 e 20%)
de soro de cadela em anestro, estro e diestro na MIV canina e concluiram que devido a
maior concentragdo de estrogeno e progesterona no soro de cadelas em estro, uma
propor¢cdo mais elevada de odcitos submetidos a tal suplementacdo, reassumiu a
meiose até estagios de Ml e MIl e que ao se empregar esse soro na concentragédo de
10%, os eventos pré-ovulatoérios in vivo sdo mimetizados.

NICKSON et al. (1993) utilizaram um meio contendo 10% de soro de cadela em
estro e 20pg/mL de estradiol para a MIV canina e encontraram cerca de 39% de odcitos
que alcangcaram MIl apds 72 horas de cultivo, sendo essa a maior taxa de maturacao in
vitro canina descrita na literatura.

De fato, é bem conhecido que o soro sanguineo contém, além de componentes
protéicos, varios horménios, como gonadotrofinas, esterdides e fatores de crescimento
e por essa razao ¢ dificil atribuir a um componente especifico, o efeito positivo sobre a
maturagao oocitaria (LUVONI et al., 2005).

Uma das principais preocupag¢des durante o processo de maturagcdo e
fecundagao in vitro sdo os danos causados pelos ROS produzidos normalmente no
metabolismo oxidativo (DEW, 2001). Os radicais livres sdo os mais importantes
oxidantes biologicos, pois s&o potentes eletrofilos e agem em centros nucledfilos, como
as terminacdes OH, NH,, SH, de pequenos componentes e macromoléculas celulares,
como DNA, proteinas e polissacarideos, com consequéncias irreversiveis como a morte
celular, via apoptose e necrose (AVELINO, 2004). Entretanto, a maioria das células
apresenta um potente sistema de defesa contra radicais livres, representado pela GSH,
que possui como principal funcdo a detoxicacdo e antioxidacdo de componentes
enddégenos e exdgenos, mantendo a condigdo redox intracelular (GASPARRINI et al.,
2005; LUBERDA, 2005).

Apesar de a GSH ser sintetizada tanto no processo de maturagao in vivo, como
in vitro, sua concentracdo € mais elevada nos odcitos maturados in vivo. Uma possivel

explicagédo € que a tensao de oxigénio no lume do trato reprodutivo feminino é um tergo
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do que ocorre na maturacido in vitro. Desta forma odcitos cultivados em condigdes
artificiais, mobilizam maior quantidade de GSH para combater os radicais livres,
provocados pelo estresse oxidativo, o que resulta no declinio de seus niveis, fato que
pode justificar a baixa competéncia de odcitos maturados in vitro (BRAD et al., 2003).
Desta forma, a adicdo ao meio de cultivo de compostos antioxidantes € aconselhavel,
assim como o uso de substratos energéticos, para a promog¢éo da sobrevivéncia celular
e suporte da maturacédo (LUVONI et al., 2005).

Nesse sentido, suplementos como a combinacdo de insulina transferrina e
selénio (ITS), podem ser utilizados para o fim acima descrito. Segundo AUGUSTIN et
al. (2003), a insulina melhora o desenvolvimento embrionario de mamiferos pre-
implantados, pelo controle do transporte da glicose e exercem agdées mitogénicas e anti-
apoptéticas (importantes na MIV), pois o transporte desse substrato de energia é
essencial para a sobrevida do embrido. Outros fatores podem ser adicionados ao meio,
associado a insulina, como o selénio, que age como estimulador da sintese de GSH.
Também a transferrina foi identificada como um dos maiores constituintes protéicos nas
células da granulosa e no fluido folicular e ampolar, tendo agdo de quelar radicais
hidroxila, facilitar o transporte de ferro e outros metais para dentro do embrido e servir
de fator de crescimento (LIM & HANSEL, 2000).

Sobre os sistemas de cultivo de odcitos caninos, pode-se afirmar que o cultivo
em gotas de meio cobertas por 6leo mineral € o mais amplamente utilizado. Nesse
sistema, o principal fator biofisico € representado pela propor¢cdo entre numero de
oocitos e volume de meio (LUVONI et al., 2005). Porem, VANUCCHI (2003), PIRES
(2006) e APPARICIO (2006), utilizaram cultivo em placas de quatro pogos, sem
aparente prejuizo para os odcitos.

Quanto aos periodos de cultivo, deve-se levar em consideragdo que apdés a
ovulacdo, os odcitos permanecem na tuba uterina, onde sofrem o processo de
maturagdo nuclear, ou seja, atravessam a fase de vesicula germinativa para MII
(expulsdo do primeiro corpusculo polar) (VANUCCHI, 2003).

Segundo YAMADA et al. (1992), a primeira divisdo meiotica n&o esta completada
até pelo menos 48 horas apds a ovulacdo. Em face disto, os pesquisadores utilizaram
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periodo de cultivo de 72 horas com avaliagdo apds 24 e 48 horas (momento no qual
observou-se expansao das células do cumulus). Ja NICKSON et al. (1993) optaram por
periodos de 96 horas e HEWITT & ENGLAND (1997) nao verificaram diferengas de
MIV a MIl em cultivos de 48 e 96 horas. Diversas pesquisas estabeleceram 72 horas
como o periodo de maturagao oocitaria para caes (OTOI et al., 2000; RODRIGUES &
RODRIGUES, 2003), embora LUVONI et al. (2001) tenham observado aumento na taxa
de odcitos degenerados quando estenderam o periodo de cultivo de 30 para 48 horas.

2.4. Avaliacao da maturagao oocitaria

Os meétodos descritos para avaliar o ooplasma do odcito canino preconizam a
retirada mecanica de material lipidico ou utilizacdo de marcadores nucleares
fluorescentes que permitem a visualizacdo do ooplasma sem a necessidade de se
remover o material lipidico. Cabe salientar que o ooplasma canino, rico em lipideos,
torna dificil a visualizacdo de nucleo, citoplasma, e portanto a avaliagcdo da maturacao
(HEWITT et al.,1998). Uma das técnicas descritas é a utilizagdo de aceto-orceina com
prévia fixacdo em acido e alcool (MAHI-YANGIMACHI, 1976; YAMADA et al., 1992;
HEWITT & ENGLAND, 1997; DURRANT, 1998) e fixacdo adicional em citrato de sodio
para tornar o ooplasma mais claro e de melhor visualizagdo (HEWITT et al.,1998),
sendo que a visualizagdo da morfologia nuclear deve ser realizada em microscopia de
interferéncia ou contraste de fase.

A utilizagdo de corantes fluorescentes, como o HOESCHT 33258 também vem
sendo utilizada para avaliar a maturagado nuclear em microscoépio invertido e lampada
ultra-violeta (HEWITT & ENGLAND, 1997). Essa técnica permite a visualizagdo de
material nuclear, mas nao distingue individualmente os cromossomos, como ocorre com
a coloragao de aceto-orceina. Ademais, a coloracdo de HOESCHT 33258 é um método
muito mais rapido e ndo causa morte celular como pode ocorrer quando se utiliza a
aceto-orceina (DEW, 2001).

Em funcdo da intensidade de condensagédo cromossémica e da configuragédo da

cromatina dos odcitos apds cultivo, visualizada por meio de técnicas fluorescentes, &
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possivel classifica-los nos diferentes estagios de divisdo celular da meiose (HEWITT et
al., 1998).

Para avaliacdo da maturagao citoplasmatica, CHERR et al. (1988) propuseram a
avaliacdo de odcitos bovinos por meio da coloragdo dos granulos corticais,
considerando-se maduros aqueles cujos granulos tivessem migrado para a periferia do

odcito.

3. Consideragdes sobre a indugao farmacolégica do estro em cadelas

3.1. O estro fisiolégico

O ciclo reprodutivo da cadela apresenta quatro fases bem distintas,
estabelecidas por alteragcbes hormonais que induzem transformagdes de ordem
morfologica e clinica, citologicas, vaginais e cervicais. Essas fases sdo conhecidas
como proestro, estro, metaestro/diestro e anestro, sendo que o periodo de atividade
reprodutiva é conhecido como estro (JOCHLE & ANDERSEN,1977). As alteragdes
enddcrinas relacionadas ao mecanismo de interrupgdo do anestro na cadela nédo se
encontram totalmente esclarecidas (KOOISTRA et al.,1999). O FSH e o LH séao
foliculotroficos e € possivel que elevagbes na secregdao de LH em conjunto com
aumentos discretos de FSH déem inicio a atividade ciclica nesta espécie e que para o
inicio da atividade folicular o FSH n&o seja tdo importante quanto o LH (CONCANNON,
1993).

O proestro nesta espécie é caracterizado por duracdo meédia de 7-10 dias
(CONCANNON et al., 1989), edema de labios vulvares e secre¢ao sanguinolenta que
pode ser observada na rima vulvar (JOCHLE & ANDERSEN,1977). O carater
sanguinolento dessa secrecgéo € resultado de diapedese de hemacias proveniente da
ruptura de vasos subepiteliais endometriais (FELDMAN & NELSON, 1997) em conjunto
a secregao das glandulas endometriais (HOFFMANN et al, 1996). Ja o estro tem
duragdo média de 5-9 dias. A turgidez vulvar observada no proestro da lugar a maciez e
flacidez, que se fazem acompanhar de supressao e modificacdo da secrecao vaginal de
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sanguinolenta para serosanguinolenta e permissdo a cépula (FELDMAN & NELSON,
1997).

Nos esfregagos vaginais, a proporgéo relativa de diferentes tipos de células pode
ser usada como identificadora do ambiente enddcrino (ARTHUR et al., 1996). O numero
de células basais e parabasais sediadas nas camadas mais profundas do epitélio,
reduz-se a medida que o ciclo avanga para o estro e da lugar ao aparecimento de
células intermediarias superficiais e células superficiais, que compdéem o estrato
espinhoso e superficial, de modo que nos quatro ou cinco dias precedentes ao pico de
LH, o indice de células parabasais torna-se inferior a 5% (CONCANNON &
DIGREGORIO, 1986).

Sob a influéncia da elevagao progressiva de estrégeno ocorre a estratificagao
epitelial e proliferagao celular. As células mais distantes do estrato basal, sofrendo com
a reducgao de aporte nutricional e de oxigénio, perdem a sua capacidade de exocitose e
acabam degenerando-se (FELDMAN & NELSON, 1997; VERSTEGEN, 1999). O
predominio de células superficiais no esfregago € indicativo de progressao do ciclo e
estd associado ao efeito estrogénico maximo alcangado assinalando a expressao
hormonal deste momento (FELDMAN & NELSON, 1997).

Segundo MIALOT (1988), o esfregago vaginal do anestro € caracterizado quase
que exclusivamente por células parabasais e também algumas intermediarias; o diestro
por células intemediarias e parabasais isoladas; o proestro tem predominancia de
células intermediarias e superficiais nucleadas, além de numerosos globulos vermelhos
e o estro caracteriza-se por células superficiais anucleadas ou com nucleo picnoético e
poucos globulos vermelhos.

A concentragdo sérica de estradiol 173 atinge seu apice 24 a 48 horas antes do
estabelecimento da elevacgao sérica maxima pré-ovulatéria do LH, isto €, antes do pico
de LH, o qual marca o inicio do estro (VALTONEN & JALKANEN, 1993). As
concentragdes inicias de estradiol de 90pg/mL reduzem-se para 10 a 20pg/mL ao final
do proestro (HOFFMANN et al., 1996; VERSTEGEN, 1999). Esse declinio que ocorre
concomitante a elevacdo plasmatica de progesterona, reflete a maturagao folicular
varios dias antes da ovulacdo (FELDMAN & NELSON, 1997). A queda de estrogeno e
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a elevagao inicialmente discreta na progesterona induzem a secrecdo de FSH e
especialmente de LH, que é mediada por um vigoroso mecanismo de retroalimentagéo
positiva (FELDMAN & NELSON, 1997).

Contrariamente a liberacdo de FSH, a de LH é importante e sua elevagao pré-
ovulatéria determina, na cadela, o fim da fase folicular e o ingresso na fase luteal
(SHILLE & STABENFELDT, 1980). O pico de LH é o momento marcante do ciclo estral
dessa espécie pois todos os eventos, da ovulagdo a parigdo, |lhe sao retroativos
(RODRIGUES & RODRIGUES, 2002). No proestro, apds o pico de LH, que persiste por
12 a 24 horas, segue-se a ovulagao.

A concentragdo hormonal de progesterona eleva-se acima do nivel basal antes
do estabelecimento do pico de LH, devido a capacidade de sintese e secrecdo mediada
pelas células foliculares ovarianas, que se tornam funcionais mesmo antes do
desenvolvimento do corpo luteo (FELDMAN & NELSON, 1997). Os niveis de
progesterona que no inicio do proestro se encontravam abaixo de 1ng/mL, aumentam
de forma que valores de 2 a 3ng/mL, registrados no momento do pico de LH, sobem
para 4,9 + 1,0ng/mL no instante da ovulagdo (BOUCHARD, 1991), embora estudos
recentes tenham revelado indices médios de 2,3ng/mL no dia da ovulagao (HASE et al.,
2000). Segundo JHONSTON et al. (2001), uma concentracdo plasmatica de
progesterona entre 1,0 a 1,9 ng/mL indica ovulagdo em até 48 horas, entre 2,0 a 3,9
indica ovulagdo em até 24 horas e 4,0 a 10,0 indica que o animal ja ovulou ou esta
ovulando.

Assim, foi demonstrado que o processo ovulatério mantém relacéo estreita com o
aumento de progesterona. A falha na sua elevagdo faz com que a propor¢do na
concentragdo sérica progesterona/estradiol ndo se modifique, o que impede o
desencadeamento do pico de LH e a ovulagcéo (VERSTEGEN, 1999).

3.2. O estro induzido
A indugédo do estro em cadelas vem sendo realizada com diferentes objetivos,
entre eles, a busca de acasalamento em tempo determinado pelo proprietario, o término

de um anestro prolongado por causas n&o determinadas ou falhas para iniciar o periodo
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de puberdade. Mais recentemente, alguns estudos tem usado a indugao de estro para a
obtencao de odcitos supostamente mais competentes destinados a MIV.

Diversos protocolos de indugao sédo usuais. Atualmente a prolactina é conhecida
como principal luteotrofina em caninos (VERSTEGEN, 1997). Assim, tem sido verificado
que o uso de agonistas da dopamina ocasionam supressdo na secregao de prolactina,
diminuindo o intervalo interestro. Dentre os agonistas mais utilizados estdo, a
bromocriptina (ZOLDAG et al., 2001; KOOISTRA et al., 1999) e a cabergolina (ONCLIN
et al., 1993).

Estudos prévios tentaram induzir estro fértil em cadelas usando gonadotrofinas e
componentes estrogénicos, sem grandes sucessos nas taxas de prenhez. O uso
desses compostos ndo resultou em dados reais e com repetibilidade (ZOLDAG et al.,
2001).

SHILLE & STABENFELDT (1980), citaram que o uso das gonadotrofinas visa
mimetizar a interagdo hipofise-ovario para o desenvolvimento folicular, maturagéo
oocitaria e ovulagdo, mas afirmaram que esses compostos nao proporcionam inducao
de estro fértl. Segundo CONCANNON (1989), os resultados insatisfatérios dos
protocolos de indugdo de estro, utilizando gonadotrofinas com ou sem estimulagéo
prévia com estrogeno, resultam da falta de conhecimento dos eventos hormonais e
foliculares responsaveis pelo término do anestro nas cadelas e afirmou que a eficiéncia
diminuida desses protocolos pode ser devido a uma hiperestimulagao ovariana, falhas
nos processos de ovulacao, lutedlise prematura ou formagéo de anticorpos.

Os principais protocolos de indugdo usando gonadotrofinas e compostos
estrogénicos incluem aplicagdo de 20 Ul/kg por 5 a 10 dias consecutivos de eCG,
seguido de 500-1000Ul/animal, em aplicagdo unica de hCG (ENGLAND & ALLEN,
1991); 5 mg/kg, ao dia, de diethiletilbestrol (DES), até inicio do proestro , seguido de
5mg/kg de FSH, no quinto, nono e décimo primeiro dias do proestro (MOSES &
SHILLE, 1988); e ainda o uso de GnRH em administragéo pulsatil (CONCANNON et al.,
1997).

A despeito desses dados, protocolos de indugdo de estro utilizando

gonadotrofinas tém sido utilizados para provocar crescimento folicular e proporcionar,
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assim, a colheita de odcitos pré-ovulatorios para a MIV, ja que € sabido que a
competéncia meiodtica de odcitos de outras espécies € influenciada pelo tamanho de
ambos, foliculo (LONERGAN et al., 1994; MARTINO et al., 1994; MOTLIK & FULKA,
1986) e odcito (FAIR,1997 e OTOI et al., 1997).

YAMADA et al. (1992) e YAMADA et al. (1993) realizaram MIV e FIV de oécitos
caninos pré-ovulatorios. Estes autores utilizaram protocolo de inducdo de estro com
100-400 pg/dia de estrone, até o aparecimento de secreg¢do vaginal sanguinolenta. Trés
dias depois, 400 Ul/animal de eCG e 1000 Ul/animal de hCG, via subcutanea, seguido
de duas aplicacdes de estradiol, uma trés e outra quatro dias apds a aplicagao de eCG
e hCG. O primeiro dia do estro foi determinado pela citologia vaginal e nesse dia os
animais receberam aplicacdo de 1000Ul/animal de hCG. Esses autores realizaram
puncéo folicular para colheita dos odécitos, e consideraram os foliculos repletos de fluido
claro e protrusos sobre a superficie ovariana (com mais de 3mm de didmetro), como
grandes foliculos, e os foliculos colapsados, hemorragicos e com ponto de ruptura,
foram considerados foliculos ovulados. Ainda, concluiram por essas caracteristicas
morfologicas que a ovulagdo nas cadelas ocorreu 72 horas apos a aplicagdo do hCG,
sendo que os ovarios colhidos 96 horas apds a aplicagdo de hCG possuiam apenas
foliculos colapsados.

Assim, o presente estudo teve como escopo geral, estudar a MIV de odcitos de
fémeas caninas. Especificamente buscou-se pesquisar se as taxas de MIV séao
influenciadas pelo estadio reprodutivo e suplementacdo dos meio de cultivo com
progesterona e soro de cadela em estro; descrever a incidéncia de maturagao intra
folicular; analisar a distribuicdo de diametro oocitario de acordo com o estadio
reprodutivo; elucidar aspectos de citologia vaginal, concentragao sérica de progesterona

e macroscopia ovariana em fémeas submetidas a indugéo de estro.
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OBJETIVOS GERAIS

A presente pesquisa teve como escopo geral:

1. Estudar a influéncia da fase do ciclo estral e da suplemetacdo de meio de cultivo
com progesterona e/ou soro de fémea canina em estro, nos indices de MIV de
o0citos caninos;

2. Investigar a incidéncia de maturacdo oocitaria intraovariana de cadelas em
anestro, estro natural e estro induzido;

3. Descrever a distribuicdo de didametro oocitario em fémeas caninas em anestro,
estro natural e estro induzido;

4. Descrever a evolugao da citologia vaginal, mensurar a dosagem de progesterona
e analisar a morfologia macroscopica ovariana no momento pré-ovulatorio de

cadelas submetidas a indug&o do estro com gonadotrofinas.
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CAPITULO 2 - INFLUENCIA DO ESTADIO REPRODUTIVO E SUPLEMENTAGAO DO
MEIO DE CULTIVO COM PROGESTERONA E/OU SORO DE CADELA EM ESTRO,
NAS TAXAS DE MATURAGAO IN VITRO DE OOCITOS DE FEMEAS CANINAS

RESUMO - O presente estudo avaliou a influéncia das diferentes condigbes
reprodutivas, anestro, estro e estro induzido e de diferentes meios de maturagcao
(suplementados com progesterona e/ou soro de cadela em estro) sobre os graus de
configuragdo cromossOmica nuclear de oocitos de fémeas caninas. Pesquisou-se
também se a fase do ciclo influéncia no numero de odcitos adquiridos por animal e nas
taxas de perda oocitaria durante os processos de coloracdo. Os odcitos foram colhidos
por fatiamento ovariano, mantidos em cultivo por 72 horas e apds corados com
bisbenzimida. Concluiu-se que o grupo estro induzido forneceu maior numero de
oocitos Grau | e com diametro superior a 110um por animal, comparativamente ao
anestro; o grupo estro induzido apresentou menor porcentagem de perda oocitaria
comparativamente ao estro, que apresentou a maior perda; quanto ao efeito da
suplementacado de progesterona, ndo houve efeito positivo na retomada e progressao
da meiose; quanto ao efeito da suplementacdo com soro de cadela em estro, houve
efeito positivo na retomada, mas n&do na progressdo da meiose, sendo esse efeito
observado apenas no grupo estro induzido; quanto a influéncia do estadio reprodutivo, o
estro induzido foi superior quando utilizamos meio suplementado com progesterona e
soro, por apresentar menores taxas de VG, porém nas taxas de MI, anestro e estro
mostraram-se semelhantes e superiores ao estro induzido. Ainda o grupo estro induzido
apresentou maiores taxas de oocitos degenerados ou n&o passiveis de identificagao,

apods a coloracao.

Palavras-chave — odcito, maturagao, cadela, estro, cultivo in vitro
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CHAPTER 2 - THE INFLUENCE OF REPRODUCTIVE STAGE AND CULTURE
MEDIUM SUPLEMENTATION USING PROGESTERONE AND/OR BITCH SERUM IN
ESTRUS, IN THE MATURATION INDEXES IN VITRO OF CANINES FEMALE
OOCYTES

ABSTRACT - The present study evaluates the influence of different reproductive
conditions, anestrus, estrus and estrus-induced, as well the different maturation medium
(supplemented with bitch’s progesterone and in estrus bitch’s serum) under the canine
female oocytes’ nuclear chromosomic configuration degrees. It was evaluated also if the
cycle’s phase would influence the number of acquired oocytes per animal and the
oocytary’s loss indexes during the coloration processes. The oocytes were collected by
slicing of ovaries, cultivated for 72 hours and after that colored with bisbenzimide. It was
concluded that the estrus-induced group provided higher amount of oocytes Grade | with
a diameter higher than 110 ym per animal. When compared with anestrus, the estrus-
induced group presented lower oocytary losses percentage when compared to the
estrus group, which presented the higher lost. Regarding to the progesterone
supplementation effect, there was no positive effect in the meiosis progression and
resumption. Related to the supplementation with bitch serum in estrus, there was
positive effect in the progression, but there was no effect positive in the meiosis
progression, being this effect observed just in the estrus-induced group. Regarding to
the reproductive stage influence, it was observed that the estrus-induced group was
superior when the supplemented medium with progesterone and serum was used, due it
present lower VG rates, however the MI, anestrus and estrus rates were similar and
superior to the estrus-induced group. The estrus-induced group still presented higher

degenerates oocytes and possible no identifiable oocytes rates after coloration.

Keywords — oocytes, maturation, bitch, estrus, in vitro culture
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Introducgao

Durante muito tempo, as pesquisas na area de biotecnologia da reprodugao se
restringiram a estudos com animais de produgdo e somente a partir da década de 90,
com o interesse da comunidade cientifica pela preservagao da biodiversidade é que a
espécie canina mereceu atengcido. Esse aspecto deveu-se ao fato de a fémea canina
constituir-se um modelo experimental para os canideos ameagados de extingdo, dentre
eles o cachorro-do-mato vinagre (Spheothos venaticus), lobo-guara (Chrysocyon
brachyurus) e a raposa-do-campo (Lycalopex vetulus), que sdo espécies da fauna
brasileira.

O processo de maturagao oocitaria in vitro (MIV) de odcitos de fémeas caninas
tem sido objeto de exaustivos estudos pois o0 dominio do mesmo constitui-se o fator
primordial para o desenvolvimento e implementacido adequados da FIV e do CIV, fato
que permitiria portanto o alcance do objetivo final que € a obtengdo de embrides das
especies de canideos em extingdo (PIRES, 2006).

Dentro desse aspecto porém ha um entrave que pode explicar os baixas taxas
atuais de MIV dos odcitos de fémeas caninas : a pecualiridade da fisiologia reprodutiva
canina.

O processo de interrupcao do anestro e os eventos enddcrinos relacionados sao
eventos ainda nao totalmente esclarecidos (KOOISTRA, 1999) sendo que ha sugestdes
de que o desenvolvimento dos foliculos nessa espécie se inicia aproximadamente 30
dias antes da ocorréncia da ovulagdo, com ondas foliculares anteriores ao proestro
(ENGLAND & HEWITT, 1999).

Ao final do proestro, a queda da concentragdo de estradiol ocorre
concomitantemente a elevagdo da concentragao plasmatica de progesterona, refletindo
a maturagao folicular, que ocorre varios dias antes da ovulagdo (FELDMANN &
NELSON, 1997). Segundo LEAVITT et al. (1971), o aumento da progesterona tem
origem nos foliculos pré-ovulatorios e nas células intersticiais ovarianas. Esse aspecto
diferencia grandemente os canideos de outros mamiferos domésticos, pois naqueles é

o estrogeno que predomina no ambiente folicular pré-ovulatério (FARSTAD, 2000).
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Em acréscimo, segundo DULCIBELLA (1998), na maioria dos mamiferos, o
processo de desenvolvimento oocitario sofre dois momentos de estagnacao, Pl e MIl. A
primeira estagnagao € interrompida com o processo de crescimento folicular, quando,
caracterizando o processo de maturagédo oocitaria, ha transigcdo do estagio de VG ao
estagio de Mll e a segunda estagnacéo é quebrada com a fecundagéao (DEW, 2001).

Porém, como citado por LUVONI et al. (2005), odcitos caninos sdo ovulados
imaturos, em estadio de vesicula germinativa, enquanto que outras espécies ovulam
oocitos em metafase Il. Assim, outra peculiaridade dos canideos é o fato de o oviduto
sustentar, por longo periodo, odcitos imaturos e ser o sitio da evolugdo a metafase Il ,
bem como da fecundagédo e desenvolvimento a blastocisto (HOLST & PHEMISTER,
1971 ). Segundo OTOI et al. (2000), os odcitos caninos necessitam de 2 a 5 dias para
completarem a maturagao meidtica no oviduto.

Alteragbes morfolégicas que ocorrem no odcito canino durante os diferentes
estagios do ciclo estral podem afetar a habilidade do oécito em se comunicar com as
células do cumulus e alterar a capacidade de competéncia meidtica. LUVONI et al.,
(1995) citam que existem junc¢des do tipo “gap” entre as células do cumulus e o odcito e
essas estdo envolvidas na regulacdo da diferenciagdo meidtica e maturagdo dos
mesmos. E segundo esses autores, estas comunicagdes ndo estdo abertas durante o
periodo de anestro, em comparagao a 89% de jungdes abertas encontradas em odcitos
provenientes de ovarios em fase de proestro.

As pesquisas sobre a influéncia nas taxas de MIV, de acordo com o status
reprodutivo, trazem resultados muito controversos e diversos autores tem buscado
relacionar o efeito dos eventos endocrinos pré ovulatérios in vivo sobre os odcitos e MIV
dos mesmos (HEWITT & ENGLAND, 1997; LUVONI et al., 2001; OTOI et al., 2001;
RODRIGUES & RODRIGUES, 2003; WILLINGHAM-ROCKY et al., 2003;
SONGSASSEN et al., 2004; YAMADA et al., 1993).

O processo de crescimento intra folicular do odcito € constituido por um conjunto
de modificacbes morfologicas, bioquimicas e fisiologicas (SCRIBAN, 1999). Ainda
segundo esse mesmo autor, pode-se distinguir trés tipos de maturacdo, a nuclear, que

corresponde ao inicio da meiose e expulsdo do primeiro corpusculo polar pelo nucleo



56

do odcito, a citoplasmatica, caracterizada pela capacidade do citoplasma descondensar
o nucleo do espermatozoide e transforma-lo em pré-nucleo masculino e a maturacao de
membrana, que permite a zona pelucida do odécito reconhecer os espermatozoides de
sua espécie. Com base nessas afirmacdes deve-se considerar a influéncia positiva do
tempo que o odcito passa dentro do foliculo em crescimento, sobre as taxas de MIV.

Ao se abordar o aspecto de suplementacdo de meios de cultivo a que se
considerar o fato de que os odcitos caninos em fase de vesicula germinativa da Profase
| estdo sujeitos , in vivo, a concentragcdes decrescentes de estrogeno e crescentes de
progesterona no foliculo pré-ovulatério (HEWITT & ENGLAND, 1997; NICKSON et al.,
1993).

Segundo WILLINGHAM-ROCKY et al. (2003), a concentragdo de progesterona
encontrada no fluido folicular de foliculos pré-ovulatorios, esta ao redor de 7700ng/mL
(nivel encontrado quando a concentragdo sérica era superior a 7ng/mL). KIM et al,
(2005) citaram que a associagao de hormodnios esterdides (estrogeno e progesterona)
apresenta melhor efeito sobre a maturagado de odcitos caninos (16,6% a MIl) quando
comparada com a mesma concentragédo isoladamente (com estrégeno, 14,7% e com
progesterona 10,8%). VANUCCHI (2003) concluiu em seus estudos que, houve
influéncia positiva da suplementagdo hormonal no desenvolvimento oocitario in vitro,
particularmente com referéncia a adicdo de progesterona, associada ou nao ao
estrégeno. Da mesma forma, APPARICIO (2006), concluiu que a suplementagdo com
hCG, progesterona e estradiol interferiu de forma positiva na maturagédo MIV de odcitos
caninos.

Com relagcao a suplementagcdo dos meios com fontes protéicas, na MIV de
oocitos caninos, tém-se utilizado principalmente a adicdo de SFB, soro de fémea em
estro e BSA, sendo que o uso dessas substancias esta comprovadamente relacionado
ao aumento das taxas de sobrevivéncia e maturacédo de odcitos bovinos. YOUNIS et al.
(1989) e FUNAHASHI & DAY (1993) também descreveram que o soro tem efeito
positivo na maturacdo de odcitos in vifro e na sua subsequente capacidade de
desenvolvimento. Estudos reportam a utilizagdo de 5-20% de soro bovino ou canino e
0,3 a 4% de BSA (LUVONI et al., 2005).
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RODRIGUES & RODRIGUES (2003) estudaram o efeito de diferentes fontes
protéicas sobre a MIV e ao compararem soro de cadela em estro ao soro de vaca em
estro, concluiram que o primeiro apresentou maio eficiéncia na promog¢ao da maturacao
oocitaria canina.

OTOl et al. (1999) avaliaram a influéncia de varias concentragdes (5, 10 e 20%)
de soro de cadela em anestro, estro e diestro na MIV canina e concluiram que uma
propor¢dao mais elevada de odcitos submetidos a suplementacdo com soro de cadelas
em estro, evoluiu até estagios de Ml e MII.

De fato, é bem conhecido que o soro sanguineo contém, além de componentes
protéicos, varios horménios, como gonadotrofinas, esterdides e fatores de crescimento
e por essa razao ¢ dificil atribuir a um componente especifico, o efeito positivo sobre a
maturagao oocitaria (LUVONI et al., 2005).

Neste contexto, a presente pesquisa objetivou estudar a influéncia da fase do
ciclo estral e da suplemetagcdo de meio de cultivo com progesterona e/ou soro de fémea
canina em estro, nos indices de MIV dos oécitos de fémeas caninas.

Material e Métodos

Local e animais

A pesquisa foi desenvolvida no Laboratério de Reprodugdo Animal, do
Departamento de Medicina Veterinaria Preventiva e Reproducédo Animal, da Faculdade
de Ciéncias Agrarias e Veterinarias — Unesp — Campus de Jaboticabal. Foram utilizadas
36 cadelas que forneceram parte da sua populagdo oocitaria para este estudo (662
oocitos). Os animais encontravam-se em diferentes condi¢gbes reprodutivas (anestro ,
estro natural e estro induzido), eram de ragas variadas, idade entre um e sete anos e

apresentavam-se higidos ao exame clinico.
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Determinagao da fase do ciclo estral

Durante a realizagao de cadastro dos animais para a introdu¢ao dos mesmos no
experimento, foram obtidas informagdes sobre o ultimo ciclo reprodutivo e a partir desse
dado, os mesmos eram direcionados para constituirem os grupos dos animais em
anestro, estro ou estro induzido.

Os animais destinados a compor o grupo ANESTRO foram submetidos a
citologia vaginal e dosagem sérica de progesterona para a confirmacdo da fase.
Destinaram-se a fornecer odcitos para esse grupo, 0s animais que apresentavam na
citologia vaginal, baixa celularidade com predominio de células basais e parabasais e
dosagem sérica de progesterona inferior a 1ng/mL. A citologia vaginal era realizada
segundo técnica descrita por MIALOT (1988). Apds a confirmagédo dessa fase do ciclo
estral, as fémeas foram submetidas a OSH para colheita dos ovarios. Todas as
dosagens de progesterona, neste experimento, foram realizadas no Laboratério de
Analises Clinicas - Endomed, na cidade de Jaboticabal- SP, através do método de
quimioluminescéncia.

As cadelas destinadas a compor o grupo ESTRO foram, imediatamente apds os
primeiros sinais de proestro, submetidas a citologia vaginal em dias alternados para
acompanhamento da progressdo da fase folicular. Esse exame era realizado até a
determinagdo do inicio do estro, quando na citologia vaginal denotava-se presenca de
cerca de 90% de células superficiais e superficiais anucleadas. Doze horas apés,
amostra de sangue era colhida e encaminhada para dosagem sérica de progesterona a

fim de se predizer o momento da ovulagao, conforme Tabela 1.

Tabela 1. Relacdo entre dosagem sérica de progesterona e estimativa do momento da ovulagédo em
fémeas caninas.

ng/m omento estimado da ovulagao
P4] ng/ml M t timado d laga
1.0-1.9 Em até 48 horas
2.0-3.9 Em até 24 horas
4.0-10.0 Houve ovulagao ou esta ovulando

JHONSTON et al. (2001)
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Com base nos resultados de dosagem de progesterona realizou-se a OSH para
colheita dos ovarios, em tempo médio de 12 horas antes da ovulagao estimada.

Os animais que formaram o grupo ESTRO INDUZIDO foram submetidos a uma
triagem, de modo que somente foram selecionados animais em anestro comprovado
por citologia vaginal e dosagem sérica de progesterona. Isto posto, o protocolo de

inducgéo era aplicado conforme esquema abaixo:

eCG eCG eCG eCG eCG eCG eCG eCG eCG hCG OSH

| | | | | | | | | I I |
do d1 d2 d3 d4 d5 d6é d7 d8 d9  d10  d11

d0 a d1 : dia 0 ao dia 11
eCG (gonadotrofina coriénica equina): 30Ul/kg, IM, uma vez ao dia

hCG (gonadotrofina coribnica humana): 500Ul/ animal, IM, em aplicag&o Unica

O protocolo de indugédo utilizado foi adaptado de ENGLAND & ALLEN (1991) e
no 12° dia de tratamento (d11), realizou-se a OSH para colheita dos ovarios.

Obtencao e classificagcao dos odcitos

Apos a OSH, os ovarios foram colhidos assepticamente, imersos em solucéo
fisiolégica 0,9% a 37°C (Figura 2A) imediatamente encaminhados ao Laboratério de
Reproduc¢do Animal desta Universidade. Em placa aquecida, os mesmos foram fatiados
em solugéo de PBS com10% de SFB, a 37°C, para liberagéo dos COCs (Figura 2B).

Os odcitos foram localizados sob lupa estereomicroscépica, avaliados com
relagdo a homogeneidade do citoplasma, numero de camadas de células do cumulus,
conforme os critérios morfoldégicos adotados por HEWITT & ENGLAND (1997). Os

oocitos também foram selecionados pela mensuracdo de seu didametro por meio de

reticulo milimetrado de medigao (10mm/100partes) para ocular de 10x de Microscépio
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Estereoscopio, sendo que somente foram destinados a MIV odcitos com diametro
superior a 110 ym em COCs Grau |.

Os COCs selecionados foram entdo passados em trés gotas de meio de lavagem
(Apéndice G) antes de incubados para maturagao.

Obtencao do soro de cadela em estro

O sangue foi colhido de uma fémea canina em estro, cinco dias apos a
determinagdo do dia 0 (inicio do estro), dia este determinado pela analise da citologia
vaginal (90% de células superficiais) associada ao comportamento de receptividade ao

macho. Apoés a colheita, o sangue foi centrifugado a 3000rpm, por 10 minutos, duas

vezes, para separacdo do soro. O soro foi entdo inativado por aquecimento a 56°C, por

30 minutos, em seguida filtrado em membrana 22um, aliquotado e congelado a 20°C.

O soro sanguineo dessa fémea apresentava concentragdo de progesterona de
14,9ng/ml, indicativa do quinto dia de estro, momento no qual os odcitos, in vivo, se

encontram na tuba, em processo de maturagéo.

Maturagao in vitro
ApoGs a lavagem, grupos de até 10 odcitos (pertencentes a fémeas sob a mesma
condic¢ao reprodutiva) foram transferidos para 500uL de meio de maturagédo, em placas

de quatro pocos. Posteriormente a placa foi acondicionada em estufa 38°C em

atmosfera de 5% de CO; por um periodo de 72 horas, sendo que apos periodo de 48
horas, realizou-se retirada de 250uL de meio de cada pogo com posterior reposi¢cao de
mesma quantidade de meio, recém preparado. Cada pog¢o continha meio especifico
para cada tratamento experimental, porém todos com a mesma base de constituicdo

(meio TCM199), conforme descrito no Apéndice H.
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Assim, os quatro meios de cultivo utilizados neste experimento foram:

- Meio 1 : meio TCM199

- Meio 2 : meio TCM199 acrescido de 2 yL/ mL de progesterona (5 ug/uL)

- Meio 3 : meio TCM199 acrescido de 100 uyL/mL de SCE

- Meio 4 : meio TCM199 acrescido de 2 yL/mL de progesterona (5 pg/uL) e 100 pyL/mL
de SCE.

Avaliacao do estagio de maturagao nuclear

Apos 72 horas de cultivo, os odcitos foram colocados em placas contendo 200uL
de solugao de hialuronidase 0,2% e aspirados repetidas vezes com pipeta de 100uL
para remocao completa das células do cumulus. Na sequéncia, foram passados trés
vezes em meio de lavagem para inativagdo da enzima. Ato continuo, transferidos para
solucéo de paraformaldeido 4%, onde permaneceram por 5 minutos para fixagdo. Apos,
foram novamente passados em meio de lavagem por trés vezes e transferidos para
solugdo de Triton 100 em PBS (1%) por 10 minutos. Ao término deste processo, 0s
oocitos foram colocados em ldmina de microscopia contendo uma gota de bisbenzimide
(Hoechst 33342) em glicerol (0,001%), a seguir foram cobertos por laminula e

avaliados.

Uma lista composta pelas especificagdes sobre reagentes e horménios utilizados
neste experimento, encontra-se sob titulo de Apéndice J.

Classificagcao dos estadios de maturagao

A classificagdo do estadio de maturagdo nuclear foi realizada segundo os
critérios adotados por HEWITT & ENGLAND (1997), baseado na morfologia do DNA,
por graus variados de condensac&o cromossdmica (Figura 1). A avaliagdo foi realizada
em microscopio invertido equipado com luz ultravioleta e filtro para comprimento de
onda entre 365-420 de excitacdo/emissao. Assim, os graus avaliados foram:
1. Vesicula Germinativa (VG — estadio dictiato da préfase 1) — presenga de nucleo

vesicular com cromossomos pouco condensados.
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2. Quebra de Vesicula Germinativa (QVG) — cromossomos apresentam algum grau de
condensacgao com dispersa distribuicdo, porém ainda com nucleo de aspecto vesicular.
3. Metafase | (MI) — cromossomos atingem grau mais elevado de condensagao n&o
sendo possivel a visualizagao individual dos mesmos.

4. Metafase Il (MIl) — apresentam grupo denso de cromossomos formando o primeiro
corpusculo polar e outro grupo, mais afastado, caracterizado pela placa metafasica.

5. D/NI : degenerados ou nao passiveis de identificago.

Analise Estatistica

Os dados foram analisados através do programa SAS (Statistical Analysis
System) para Windows (2000) e Statistica 6.0. Para avaliagdo do numero de odcitos
adquiridos e porcentagem de perda oocitaria em diferentes estagios reprodutivos, foi
realizado o Teste de Tukey, com nivel de significancia de 5%. Para a analise da
maturacgdo oocitaria, o efeito dos meios de cultivo e do estagio do ciclo estral foram
verificados pelo Teste Qui-quadrado. A hipétese HO determinou que a proporgcao de
oocitos com as diferentes configuragcées cromossdmicas (VG, QVG, MI, AT, Mll, DEG)
era a mesma em diferentes meios de cultivo e em diferentes status reprodutivos. Assim,
quando essa hipotese foi rejeitada, o teste Qui-quadrado foi desmembrado em varios
testes e realizadas comparagdes multiplas com os tratamentos comparados dois a dois.

Resultados

Avaliagao da taxa de recuperacao e perdas oocitarias

No presente experimento, foram utilizados ovarios provenientes de 36 cadelas,
que permitiram a recuperacao de 849 odcitos Grau | e com diametro superior a 110um,
sendo que parte desses odcitos (662) foi destinada ao presente estudo. Esse dado
permitiu 0 registro do numero médio de odcitos adquiridos por animal nas diferentes
condi¢des reprodutivas e ainda revelou a extensdo das perdas oocitarias ocorridas
durante o processo de coloragao para avaliagdo do material nuclear (Tabela 4).
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Os resultados mostram que houve variagdo no numero de odcitos recuperados
por animal, nas diferentes fases reprodutivas analisadas, sendo que a maior média
(45,5 oaocitos) foi encontrada em ovarios provenientes de cadelas submetidas a indugao
do estro, e a menor média (24,4 odcitos) encontrada em animais em anestro. Animais
em estro natural forneceram em média 28,36 odcitos. A analise estatistica demonstrou
que houve diferenga significativa entre as médias dos grupos anestro e estro induzido
(p<0,05).

Em relagédo a perda oocitaria, observou-se maior perda em odécitos provenientes
de cadela em estro (31,91%) e menor perda em animais em estro induzido (10,45%).
Animais em anestro apresentaram frequéncia de perda de 23,05%. Houve diferenca
estatistica entre as frequéncias dos grupos estro e estro induzido (p<0,05).

Tabela 2. Numero de odcitos (Grau | e com didametro superior a 110 um) recuperados de cadelas em
diferentes estadios reprodutivos e porcentagem de perda oocitaria decorrente do processo de
coloragéo para analise da maturagao nuclear. Jaboticabal, 2007.

Estadios reprodutivos

Parametros avaliados Anestro Estro natural Estro induzido
Odcitos/ animal 24,457 28,36% 45,55
% perda oocitaria 23,05 % 31.91° 10,45°

Médias seguidas de mesma letra ndo diferem estatisticamente entre os tratamentos pelo Teste de Tukey (P<0,05).

Avaliacao da influéncia de diferentes meios de cultivo e estadios reprodutivos

nas taxas de maturagao oocitaria

Na tabela 3 pode-se observar a frequéncia dos diferentes estagios de maturagéo
nuclear de odcitos de cadelas em diferentes condi¢gdes reprodutivas (anestro, estro e
estro induzido) e submetidos a condigbes de cultivo diversas. Os resultados foram
dispostos de forma a permitir a analise individual de cada classificagdo de configuragéo

cromossdmica e uma visdo completa dos dados.
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Vesicula germinativa

Ao se analisar dentro de cada condigao reprodutiva, a agao dos diferentes meios,
tem-se que, o M2 (meio TCM199 com progesterona) foi 0 que gerou maior porcentagem
de VG nos trés grupos de animais, anestro (28,23%), estro (14,28%) e estro induzido
(24,42%), mas somente no grupo estro induzido, essa porcentagem diferiu
significativamente de outros meios. Assim, no referido grupo houve diferenga estatistica
nas porcentagens de VG entre os grupos M1xM4 (p<0,01), M2xM3 (p<0,05) e M2xM4
(p<0,01). Os menores valores de VG nas fémeas em anestro foram encontrados no M1
(12,12%), nas em estro e estro induzido, no M4, 4,08% e 2.6% respectivamente,
ressaltando que apenas no grupo estro induzido essa porcentagem diferiu das
porcentagens dos outros meio (M1 e M2).

Quando se fixa a variavel meio, nas diferentes fases reprodutivas, temos que
quando utilizado o M1, as maiores valores de VG foram encontrados no grupo estro
induzido (17,24%) e os menores (11,30%) no grupo estro, porém n&o houve diferenca
estatistica entre todos os valores de VG observados no M1. Quando utilizado o M2,
observamos maiores valores de VG no grupo anestro (28,23%) e menores no grupo
estro (14,28%), mas da mesma forma, ndo houve diferenga estatistica entre nenhum
valor de VG observado nos M2. O M3 proporcionou maiores valores de VG, para o
grupo anestro (12,19%) e menores para o grupo estro (5,45%) e assim como para M1 e
M2, estatisticamente ndo foi observado efeito da fase estral nos odcitos cultivados neste
meio. Em relagdo ao M4 observamos os maiores valores paras as fémeas em anestro
(17,5%), sendo que as em estro apresentaram 4,8% de VG e os menores valores foram
verificados nas cadelas em estro induzido (2,6%). Neste meio podemos verificar

diferencga estatistica (p<0,01) quando comparado os grupos anestro e estro induzido.

Quebra de Vesicula Germinativa (QVG)

Analisando primeiramente o grupo anestro, observou-se maior numero de
oocitos em QVG no M1 (33,33%) e os menores valores nestas fémeas foram
encontrados no M3 (21,95%). No grupo estro, a maior porcentagem foi observada no
M3 (32,73%) e a menor no M2 (12,24%). No estro induzido, o M1 proporcionou maior
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porcentagem de QVG (28,73%) e o M2, a menor (23,26%). Nos trés grupos néao
observou-se diferenga estatistica nas porcentagens de QVG nos diferentes meios
utilizados.

Ao se fixar a variavel meio, observou-se que, quando utilizado o M1, os maiores
valores de QVG foram encontrados no grupo anestro (33,33%), os menores no estro
(20,97%). Ao se utilizar o M2, o grupo que apresentou maiores valores de QVG, foi o
grupo anestro (28,20%) e os menores valores foram observados no grupo estro
(12,24%). Com a utilizacdo do M3, observou-se maiores valores no grupo estro
(32,73%) e menores no anestro (21,95%). Ao se analisar a frequéncia de QVG no M4,
verificou-se maiores valores no estro induzido (24,68%) e menores no estro (20,40%).
Todos esses valores, ou seja as porcentagens de QVG no mesmo meio analisadas nas
diferentes fases, ndo diferiram entre si (p<0,05).

Metafase |

No grupo anestro observou-se maior porcentagem de MI, no M2 (25,64%) e
menor no M1 (12,12%), mas todos os valores deste grupo ndo apresentaram diferenca
significativa entre si (p<0,0,5). No grupo estro, M2 e M4 proporcionaram os maiores
indices de MI (22,45%) e M3, a menor porcentagem (18,18%) e da mesma forma, para
esse grupo os valores de MI ndo diferiram entre os meios (p<0,05). Nas fémeas em
estro induzido, o maior valor de MI foi encontrado no M4 (14,29%) e o menor, no M1
(8,04%) e como para os outros grupos, ndo houve diferenga entre os meios (p<0,05).

Ao se fixar a variavel meio tem-se que, utilizando-se o M1, os maiores valores de
MI, foram encontrados no grupo estro (19,35%) e os menores valores observados no
grupo estro induzido (8,04%), mas nao houve diferenca estatistica entre as fases
(p<0,05). Em relacdo ao M2, observamos no grupo anestro 25,64% de MI, no estro,
22,45% e no grupo estro induzido, 9,3% de MI. Para esse meio podemos observar
diferengca estatistica quando comparamos anestro x estro induzido e estro x estro
induzido, sendo que anestro e estro nao diferiram entre si (p<0,05). Quando analisado o
M3, os maiores valores foram observados no grupo anestro (24,39%) e os menores no
estro induzido (10%). Em relagdo ao M4, observamos maiores valores no grupo estro
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(22,45%) e menores no estro induzido (14,29%), porém para esses dois meios nao
observou-se diferencas significativas entre as fases (p<0,05).

Anafase-Telb6fase

Nas cadelas em anestro, o unico meio onde foram encontrados odécitos em A-T,
foi o M1 (6,06%), porém esse valor ndo foi estatisticamente significativo (p<0,05). Nas
em estro, observamos maiores valores no M2 (6,12%) e menores no M4 (4,08%), mas
nao houve diferencga estatistica entre os quatro meios utilizados. Nas cadelas em estro
induzido os grupos que proporcionaram A-T foram M1 (2,30%) e M4 (1,29%), mas
também esses valores nao foram estatiscamente significativos (p>0,05).

Ao se fixar a variavel meio observamos que quando utilizado o M1, ndo houve
efeito da fase do ciclo estral sobre as porcentagens de A-T. Quando utilizado o M2, s6
se pode observar oocitos em A-T nas fémeas em estro (6,12%) e esse valor difere dos
valores encontrados em anestro e estro induzido (p<0,05), o mesmo foi verificado ao se
utilizar o M3. Quando se analisa o efeito das fases no M4, pode-se afirmar qua ndo ha
diferenga entre as fases (p<0,05).

Metafase Il

No grupo anestro observou-se maior porcentagem de MIl, no M4 (10%) e menor
no M2 (0%), mas todos os valores deste grupo ndo apresentaram diferencga significativa
entre si (p<0,0,5), ou seja, os meios, no grupo anestro ndo influenciaram nas taxas de
MIl. No grupo estro, M3 proporciou maior indices de MIl (10,91%) e M2, a menor
porcentagem (4,08%) e da mesma forma, para esse grupo os valores de MIl n&o
diferiram entre os meios (p<0,05). Nas fémeas em estro induzido, o maior valor de Ml
foi encontrado no M1 (8,04%) e o menor, no M2 (0%), sendo que esses valores foram
0s unicos a apresentarem diferenca significativa entre si (p<0,01).

Ao se fixar a variavel meio temos que, utilizando-se o M1, os maiores valores de
MIl, foram encontrados nos grupos estro (8,06%) e estro induzido (8,04%). Com o M2, o
grupo estro apresentou 4,08% de MIl. Com o M3, o grupo estro apresentou 10,91% de
MIl e com o M4, o grupo estro apresentou 10% de MII. Na analise dos dados constatou-
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se nao haver influéncia da fase estral sobre as taxas de MIl, independente do meio
utilizado (p<0,05).

Degenerados ou ndo passiveis de identificacdo

As taxas de degenerados que se mostraram altas no presente estudo né&o
apresentaram variabilidade dentro de cada fase estral quando analisados os diferentes
meios.

Quando fixa-se a variavel meio, pode-se observar que utilizando-se o M1, ndo
houve diferenca entre os diferentes estadios reprodutivos. Quando utilizou-se o M2,
observou-se que o grupo anestro apresentou a menor taxa de odcitos degenerados
(17,94%) em comparagao aos outros grupos, sendo que estes (estro e estro induzido)
nao diferiram entre si nas porcentagens de degenerados ou nao passiveis de
identificagcdo. Quando analisados os odcitos maturados no M3, observou-se que o
grupo estro induzido apresentou a mais alta taxa de degenerados (50%), esse valor
diferiu apenas do grupo estro que apresentou 27,27% de odcitos degenerados (p<0,01).
Quando utilizou-se o M4 nao observou-se diferenga entre as fases.

Pode-se observar que embora ndo haja diferengas estatisticas quando utilizou-se
o M1 e o M4, independente do meio utilizado, o grupo estro induzido sempre
apresentou as maiores taxas de odcitos degenerados ou nao passiveis de identificagao.

Discussao

Os protocolos de maturagao atuais buscam mimetizar as condigcbes hormonais in
vivo, porém os experimentos até agora efetuados ndo alcangaram éxito consideravel,
com taxas de maturagdo completa reduzidas, variando de 0 a 42% (FARSTAD, 2000).
Dentro deste contexto, questdes relativas a suplementacdo hormonal dos meios de
cultivo, bem como a fase reprodutiva em que se encontra a doadora de odcitos, tém
sido estudadas por inumeros autores que buscam na manipulagdo desses fatores,

aumentar as taxas de MIV canina.
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Baseando-se no fato de que a recuperacdo dos odcitos caninos predispde a
perda ovariana, ja que os ovarios sao submetidos a fatiamento, tem se buscado
também estudar em qual fase reprodutiva da cadela ha maior recuperacao de odcitos
Grau |. Esses estudos sdo ainda justificados principalmente ao se remeter o motivo
nobre que suporta as pesquisas com MIV canina, que € a preservagao de material
genético. Considerando a necessidade de se manipular oocitos de uma fémea canidea
em extincdo, € imprescindivel que se conheg¢a em qual fase do ciclo estral da mesma,
havera maior taxa de recuperagao oocitaria.

No estudo de MACHADO (2007), a maioria das doadoras (54,05%) estava em
diestro, obtendo-se nesta fase 39,2 COCs Grau | por doadora. Do total de doadoras,
18,91% estavam em anestro com, 38 estruturas por fémea, e 5,40% em estro com 59
estruturas por fémea.

APPARICIO (2006) trabalhando com MIV de cadelas em diferentes fases do ciclo
estral relatou média de 56,7 odcitos recuperados em fémeas em fase folicular, 57,3
oocitos de fémeas em fase luteal e 32,0 odcitos de fémeas em anestro, sendo esses
numeros relativos a oocitos Grau I. OTOI et al. (2001) analisando o numero de odcitos
Grau | e com didmetro superior a 110um, encontraram média de 8,37 odcitos por fémea
em anestro, 34,25 odcitos por fémea em fase folicular e 13,67 odcitos por fémea em
diestro, demonstrando haver influéncia da fases do ciclo sobre o numero de odcitos
recuperados. Em discordéncia FUJII et al. (2000) e RODRIGUES & RODRIGUES
(2003) n&do observaram diferengas entre as proporgdes de odcitos recuperados de
fémeas em anestro e estro.

Os dados do presente estudo demonstram numeros inferiores aos encontrados
pelos referidos autores, com exce¢cdo do numero de odcitos recuperado por fémea em
anestro, citado por OTOI et al. (2001), pois encontramos média superior (24,45
oocitos). Podemos supor que o autor supra citado tenha trabalhado com fémeas em
estagio mais precoce do anestro, em comparagdo as nossas cadelas. Ainda,
consideramos nossos numeros muito satisfatdrios visto que selecionamos apenas

oocitos grau | e com diametro superior a 110um.
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A média do numero de odcitos adquiridos de fémeas submetidas a indugao do
estro (45,45 oocitos), foi superior a dos outros grupos e estatisticamente diferente do
grupo anestro, o que demostrou a eficiéncia do protocolo de indugao utilizado (p<0,05).
Assim, embora os indices de fertilidade n&o sejam satisfatérios quando se realiza a
inducdo do estro com gonadotrofinas, observamos que esse protocolo de indugéo é
muito eficaz para proporcionar o crescimento folicular e oocitario. Ainda nossos
resultados corroboram com FUJII et al. (2000) e RODRIGUES & RODRIGUES (2003)
pois, estatisticamente, ndo houve diferenca no niumero de odcitos fornecidos pelas
fémeas em estro e anestro.

A perda de odcitos foi descrita em altas proporgdes por THEISS (1997), HEWITT
et al. (1998) e ROTA & CABIANCA (2004), tanto na colheita quanto apds o cultivo.
Essas perdas sio atribuidas aos processos de maturacdo, retiradas da camada de
células do cumulus, retirada da zona pelucida, passagem por solugéo acida e varias
outras lavagens em solugbes, etapas necessarias para os processos de coloragao
nuclear e citoplasmatica e descritas na metodologia de coloragao.

Como sabido o odcito Grau |, que é o apto a MIV, apresenta uma ou mais
camadas de células do cumulus, compactas e muito resistentes. O processo inicial de
coloracédo exige a retirada dessas células, o que foi feito com pipetagens sucessivas
dos mesmos em solugdo de hialuronidase. Muitas odcitos ja se degeneraram nessa
fase, perdendo as caracteristicas de nucleo escuro, apresentando quebra de zona
pelucida e perda de material nuclear para o meio exterior. Essas alteragdes
degenerativas muitas vezes aconteceram antes mesmo que as células do cumulus
tivessem sido totalmente removidas.

Admitindo-se que a solucdo de hiluronidase é preparada dentro de um protocolo
de diluicdo padronizado para oodcitos bovinos, pode-se supor que a concentracao
preconizada ndo seja a ideal para manter a integridade e ao mesmo tempo remover as
células do cumulus de odcitos caninos.

VANUCCHI (2003) relatou perda oocitaria de 22,09% durante todo o processo de
maturacdo, PIRES (2006) referiu perda de 34,6%, mas MARTINS (2005) descreveu
perda de apenas 4,07%. APPARICIO (2006) descrevendo as taxas de perda nas
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diferentes etapas de coloragao, encontrou perda de até 49%, muito embora esse autor
tenha trabalhado com coloracdo nuclear e citoplasmatica, fato que certamente
aumentou as perdas.

As porcentagens de perdas na presente pesquisa mostraram-se estatisticamente
diferentes somente quando comparamos o grupo estro ao estro induzido, sendo que
esse ultimo apresentou a menor porcentagem de perda (10,45%). Nao ha até entao,
relatos de comparacdo de perdas oocitarias em procedimentos de coloragao
comparando-se diferentes fases do ciclo estral, mas acreditamos que a baixa
porcentagem de perdas no grupo estro induzido esta diretamente relacionada as altas
taxas de oocitos degenerados ou ndo passiveis de identificacdo apds coloragéo, ou
seja, esses oodcitos foram mais resistentes em suportar as etapas de coloragéo,
mantendo-se estruturalmente integros, porém essa integridade foi aparente ja que o
material nuclear mostrou-se degenerado.

Em relacdo aos indices de MIV, & consenso que atualmente, a taxa de
maturagdo oocitaria em fémeas caninas € caracterizada por resultados variaveis e
inexpressivos, fato que provavelmente se deva a baixa competéncia dos oocitos
selecionados ou as condi¢des inadequadas de cultivo (FARSTAD, 2000; LUVONI et al.,
2005).

Sabe-se que a maturagdo oocitaria canina ocorre sob altas concentragdes de
progesterona, em um microambiente (tuba uterina) previamente modificado por agdes
estrogénicas (KIM et al., 2005). Esses mesmos autores analisando o efeito da
suplementacdo de progesterona e estradiol ao meio de maturagdo concluiram que a
associagao desses hormodnios esterdides, na concentracdo de 2ug/mL, apresenta
melhor efeito sobre a maturagdo de odcitos caninos (16,6% a MIl) quando comparada
com a mesma concentragdo isoladamente (com estrégeno, 14,7% e com progesterona
10,8%). Os meios do presente estudo continham P4 na concentragdo de 10ug/mL,
baseado na citagdo de WILLINGHAM-ROCKY et al. (2003), de que a concentragao de
progesterona encontrada no fluido folicular pré ovulatério € de cerca de 7,7ug/mL, valor
encontrado apds a onda de LH e quando a concentragcédo plasmatica de P4 era superior
a 7ng/mL.
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Ainda dentro deste contexto e em concordancia, VANUCCHI (2003) evidenciou
um efeito benéfico da progesterona sobre as taxas de QVG (35,29%), principalmente
nos periodos mais avangados de maturagcédo (72 horas). Descreveu também que em
uma avaliacdo realizada ap6s 48 horas, encontrou as menores taxas de VG (30,0%) e a
maior propor¢ao de odécitos em MIl (3,33%).

No presente estudo, ndo podemos afirmar que houve superioridade dos meios
suplementados com progesterona, no sentido de proporcionarem menores taxas de VG.
Nossos dados, portanto, corroboram com as afirmagdes de WILLINGHAM-ROCKY et
al. (2003), que ao pesquisar o efeito da suplementagcdo de P4 ao meio de cultivo, ndo
evidenciaram efeito benéfico da mesma sobre as taxas de MIV, mesmo trabalhando
com diversas concentragdes desse horménio (0, 20, 200 e 2000ng/mL). Ainda, ao
analisarmos as taxas de MIl em nosso estudo, verificamos que no grupo das cadelas
em estro induzido (Unico que apresentou diferengas significativas nas taxas de MIl de
acordo com o meio utilizado), o M1 (sem suplementagdo alguma) mostrou indices de
MII (8,05%) significativamente superiores ao M2 (com suplementacéo de progesterona).
Esse fato nos faz inferir sobre algum efeito prejudicial da adicdo de progesterona e
reforca a conclusdo de que neste experimento a adicdo desse hormdnio nao foi
benéfica para a MIV.

Segundo LUVONI et al. (2005), € bem conhecido que o soro sanguineo exerce
efeito positivo sobre a maturacdo oocitaria. Ele contém, além de componentes
protéicos, varios horménios, como gonadotrofinas, esterdides e fatores de crescimento
e por essa razao é dificil atribuir a um componente especifico, sua agdo benéfica sobre
a MIV.

Sobre o efeito de diferentes fontes protéicas, RODRIGUES & RODRIGUES
(2003), compararam soro de cadela em estro (SCE), SVE e BSA e, observaram que as
maiores taxas de MI (20%) foram obtidas no meio com BSA. Os odcitos submetidos a
MIV em meio contendo 10% de SCE nao progrediram a MIl (10,4% MI e 0% MIl), mas
os indices de MI nesse grupo foram superiores aos apresentados pelo grupo de odcitos
em meio com SVE.
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Os resultados de MARTINS (2005) demonstram taxas de 9,79% de Ml em
fémeas em anestro e 25% de Ml em fémeas em estro, quando submetidos a maturagcao
em TCM 199 com SCE.

OTOl et al. (1999) avaliaram a influéncia de varias concentragdes (5, 10 e 20%)
de soro de cadela em anestro, estro e diestro na MIV canina. Os autores concluiram
que o soro de cadela em estro, na concentracdo de 10%, € o tratamento ideal pois
proporcionou a mais elevada taxa de oo6citos em Ml e MIl (26% e 17%,
respectivamente). Os autores ainda justificaram esses indices afirmando que este
tratamento mimetiza os eventos pré-ovulatérios in vivo.

Os dados do presente estudo permitiram sugerir sobre possivel efeito positivo do
uso do soro de cadela em estro, especificamente quando observamos as taxas de VG,
dentro do grupo estro induzido. Neste grupo os meios 3 e 4 apresentaram menores
taxas de VG, o que mostrou que nesses meios, esse grupo de oocitos apresentou maior
capacidade de retomada da meiose. Mas quanto aos valores de Ml e MIl, pode-se
afirmar que nas condigdes deste estudo nao foi verificado efeito positivo da adigdo do
soro. Esses dados podem ser confirmados pois, dentro do grupo estro induzido, que foi
0 unico a apresentar diferenga significativa entre os meios, encontrou-se que os meios
3 e 4 nao foram significativamente diferentes do meio 1 (sem suplementagéo). Pode-se
perceber entdo que neste grupo, os oocitos apresentaram maior capacidade de
retomada da meiose (demonstrada pelas baixas taxas de VG), mas essa retomada n&o
foi traduzida em maturacéo a Ml ou MII.

Em relacdo a influéncia da fase estral sobre as taxas de MIV, as pesquisas
atuais também trazem resultados controversos. Dentre os pesquisadores que
compartilham da idéia de que a fase do ciclo estral influencia as taxas de MIV, estédo
YAMADA et al. (1993), OTOI et al. (2001), OTOI et al. (2001) e MARTINS (2005). OTOI
et al. (2001) referem indice de 41% de MIl em Gocitos provenientes de fémeas em estro
natural. Da mesma forma, MARTINS (2005) encontrou taxa de 25% de M|l em odcitos
de fémeas em estro contra 9,79% de MI em odcito de fémeas em anestro. YAMADA et
al. (1992) relataram taxa de MIl de 32% em odcitos pré ovulatorios. Estes autores
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realizaram indugdo de estro com eCG, hCG e estradiol objetivando a estimulagéo
folicular e consequente obtencéo de odcitos mais competentes.

Segundo GRAZUL-BILSKA et al. (1997), a aquisicdo de competéncia meittica e
competéncia citoplasmatica sdo controladas por comunicagdes intercelulares, entre as
células do cumulus e o odocito, pelas quais ocorre a passagem de nutrientes, ions e
pequenas moléculas, como o Ca* e AMPc. Essas comunicagdes, denominadas “gap
juctions” foram estudadas por LUVONI et al. (2001), que concluiram que essas jungdes
estdo fechadas durante a fase do anestro e abertas no estro. Esse achado suporta a
idéia de influéncia da fase estral sobre as taxas de MIV, porém nenhuma concluséo
adicional pode ainda ser feita.

Em nosso estudo, observou-se diferenga significativa entre as fases quando
utilizamos o M4. Nessas condicdes, verificou-se superioridade da fase estro induzido
em relagdo ao anestro, traduzida por baixas taxas de VG (2,6%). Neste caso pode-se
até inferir sobre o efeito negativo da auséncia de jungdes “gap” abertas, na fase do
anestro, porém esperava-se dentro desse contexto que também o grupo estro fosse
significativamente superior ao anestro, o que ndo ocorreu. Quando avaliadas as taxas
de MI, também foram observadas diferencas entre as fases, especificamente quando se
utilizou o M2. Nessas condi¢cdes anestro e estro mostraram resultados semelhantes e
ambos foram significativamente superiores ao grupo estro induzido, que apresentou
9,3% de ML.

Sobre a relagdo entre as porcentagens de odcitos maturados e a fase do ciclo
estral das doadoras, RODRIGUES & RODRIGUES (2003), APPARICIO (2006) e
HEWITT & ENGLAND (1997), ndo encontraram correspondéncia entre esses fatores.
RODRIGUES & RODRIGUES (2003), encontraram porcentagens de MIl de 5,4% no
grupo estro, 4,2% no diestro e 4,4% no anestro, sendo que esses valores nao diferiram
entre si. Em consonancia, APPARICIO (2006) relatou taxa de 10% de MIl na fase
folicular, 6,6% na lutea e 5% no anestro e embora as taxas na fase folicular sejam
maiores, esses numeros nao diferiram estatisticamente entre si, mas o referido autor,
avaliando a maturacao citoplasmatica encontrou evidéncias de correlagao positiva entre

as fases lutea e folicular e o estagio de classificagao nuclear.
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Nossos dados corroboram com os estudos acima pois na analise das taxas de
MIl, que é o indice de maturagdo desejado, ndo observamos diferenga significativa
entre as diferentes fases, nos diferentes meios.

Em relacdo a porcentagem de degenerados ou n&o passiveis de identificacao,
encontramos que quando utilizado o M2, houve diferenca entre as fases, com estro e
estro induzido apresentando taxas altas, semelhantes entre si e significativamente
diferentes do anestro. Quando utilizado o M3, o estro induzido apresentou taxas mais
elevadas de degenerados. Esses resultados podem nos conduzir a uma suspeita de
certo efeito negativo da suplementagcdo de progesterona para os animais em estro e
ainda, as altas taxas de degenerados no grupo estro induzido estédo correlacionadas as
baixas perdas durante o processo de coloragdo, como ja mencionado.

Assim, nas condi¢cdes do presente estudo pode-se concluir que:

1. A indugédo do estro favorece a obtencdo de odcitos Grau | e com didametro
superior a 110um;

2. A perda oocitaria durante o processo de coloragdo € menor quando se realiza
indugéo do estro;

3. A suplementacao de progesterona ndo apresentou efeito positivo na retomada
e progressao da meiose;

4. E interessante o uso do soro de cadela em estro para a retomada da meiose
de odcitos caninos;

5. Em meio suplementado com progesterona e soro de cadela em estro, os
estadios reprodutivos anestro e estro proporcionam maiores indices de Ml e as taxas de

degeneragao oocitaria sdo maiores em animais em estro induzido.
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CAPITULO 3 - INCIDENCIA DA MATURAGAO NUCLEAR INTRAOVARIANA DE
OOCITOS DE FEMEAS CANINAS EM ANESTRO, ESTRO NATURAL E ESTRO
INDUZIDO

RESUMO - O principal objetivo das pesquisas com MIV canina tem sido o
desenvolvimento e implementagdo adequados da fecundacgao in vitro (FIV) e do cultivo
embrionario in vitro (CIV) para a obtencdo de embrides das espécies de canideos em
extingdo. Concomitantemente a publicacdo de dados sobre indices de MIV em cadelas,
surgiram alguns relatos sobre taxas de maturagdo completa e indicios de retomada da
meiose em odcitos provenientes de foliculos pré-ovulatérios. Assim, o presente estudo
objetivou investigar a incidéncia de maturagdo oocitaria intraovariana de cadelas em
anestro, estro natural e estro induzido. Os odcitos foram colhidos apds fatiamento
ovariano e imediatamente corados com bisbenzimida para avaliagdo dos diferentes
graus de configuragdo cromossémica. Em conclusdo podemos afirmar que ha
retomada e progressdo da meiose em oocitos, no ambiente intrafolicular; ndo ha
diferengca estatistica (P<0,05) nas porcentagens das diferentes configuragdes
cromossdmicas de acordo com os estadios reprodutivos avaliados neste estudo

(anestro/estro e estro induzido).

Palavras-chave — odcito, ovario, maturacao nuclear, cadela, estro, anestro
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CHAPTER 3 - CANINE FEMALE OOCYTES INTRAOVARIAN NUCLEAR
MATURATION INCIDENCE IN ANESTRUS NATURAL ESTRUS AND ESTRUS-
INDUED

ABSTRACT - The main canine MIV research goal has been adequate in vitro
fecundation develop and implementation (FIV) and the in vitro embryo cultivation (CIV)
to obtain in extinction canid species embryos. Concomitantly to data publication about
bitch MIV indexes appeared some relates about complete maturation rates and
indications of meiosis retaken in oocytes from pre-ovulatory follicles. This way, the
present study aimed investigate the anestrus bitches interovarian oocytary maturation
incidence, natural estrus and estrus-induced The oocytes were collected after the ovary
slicing and immediately colored with bisbenzimide to evaluate the different chromosomic
configuration degrees. As a conclusion, can be affirmed there is meiosis progression
and resumption in oocytes, in the intra follicular environment. There were no statistical
difference (P<0.05) between the different chromosomic configurations percentages
according to the reproductive stages evaluated in this study (anestrus/estrus and estrus-
induced).

Keywords — oocytes, ovary, nuclear maturation, bitch, estrus, anestrus
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Introducgao

O processo de maturagao in vitro de oocitos de fémeas caninas tem sido objeto
de exaustivos estudos, pois 0 dominio do mesmo constitui-se o fator primordial para o
desenvolvimento e implementagdo adequados da fecundacgao in vitro (FIV) e do cultivo
embrionario in vitro (CIV), fato que permitiria portanto, a obtengdo de embrides das
especies de canideos em extingdo (PIRES, 2006).

As caracteristicas da fisiologia reprodutiva canina sao peculiares e ainda n&o
totalmente esclarecidas, fato que pode ser responsavel pelas baixas taxas de MIV dos
oocitos nesta espécie.

O ciclo estral das cadelas compreende um periodo de inatividade sexual,
conhecido como anestro, que é seguido por outro de atividade reprodutiva, cuja
manifestagao principal é definida como estro. Esta forma de apresentacgéo ciclica e os
espacamentos interestro de 5 a 12 meses fazem com que a fémea canina seja
referenciada na literatura como uma espécie monoéstrica nado estacional
(CONCANNON et al., 1989). Ainda, o ciclo reprodutivo apresenta fases distintas
estabelecidas por alteracbes hormonais que induzem a transformacdées de ordem
morfolégica e clinica, sendo as fases, o proestro, estro, metaestro/diestro e anestro
(JOCHLE & ANDERSEN, 1977).

A fase folicular (proestro e estro inicial) € o tempo no qual os foliculos ovarianos
estdo se desenvolvendo e aumentando de tamanho com a aproximagao da ovulagéo
(HOSZEL, 1975). Depois da ovulagédo ha a formagéo do corpo luteo, que é seguido por
um periodo de duragao variavel, o anestro. Um aumento na secrecédo do LH sinaliza o
final do anestro e o retorno a atividade ovariana (CONCANNON, 1993; VAN HAFTEN et
al., 1994).

Os odcitos sao células hapléides que iniciam processo de mitose quando migram
do saco vitelinico embrionario para o local de desenvolvimento gonadal, onde séo
denominados oogoénias (WASSARMAN & ALBERTINI, 1994). Quando a mitose é
cessada, inicia-se a meiose que ocorre em momentos distintos de acordo com a

espécie animal, sendo que em canideos o processo de meiose inicia-se algumas
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semanas apos o nascimento (ANDERSEN, 1970). A meiose ocorre em duas etapas,
meiose | e meiose |l e cada etapa € compreendida por quatro fases: préfase (com cinco
estagios : leptoteno, zigoteno, paquiteno, dipldteno e vesicula germinativa), metafase,
anafase e telofase (BAKER, 1982). Ainda, segundo DULCIBELLA (1998), na maioria
dos mamiferos, o processo de desenvolvimento oocitario sofre dois momentos de
estagnacgao, em Pl e em MIl. A primeira estagnacéo € interrompida com o processo de
crescimento folicular, quando, caracterizando o processo de maturagdo oocitaria, ha
transicdo do estagio de vesicula germinativa (VG) ao estagio de metafase Il e a
segunda estagnacéo é quebrada com a fecundagéo (DEW, 2001).

Em bovinos, o processo de maturacdo in vivo a MIl tem inicio
concomitantemente com o pico de LH e in vitro, com a retirada do odcito do ambiente
folicular. Para completar esse processo de maturagéo nuclear de odcitos bovinos, é
requerido um periodo de 18-24 horas tanto in vivo quanto in vitro (SIRARD, 2001).

Porém, como citado por LUVONI et al. (2005), odcitos caninos sdo ovulados
imaturos, em estadio de vesicula germinativa, enquanto as outras espécies ovulam
oocitos MIl. Assim, nos canideos, o oviduto sustenta por longo periodo odcitos
imaturos e € o sitio da evolucao a MIl, bem como da fecundacio e desenvolvimento a
blastocisto (HOLST & PHEMISTER, 1971 ). Segundo OTOI et al., (2000) os odcitos
caninos necessitam de dois a cinco dias para completarem a maturagao meidtica no
oviduto.

A despeito dessas informagdes, HEWITT & ENGLAND (1998) estudaram a
incidéncia de maturagédo nuclear intrafolicular de cadelas e encontraram como achado
interessante, odcitos em estagio de quebra de vesicula germinativa e metafase |,
provenientes de ovarios de cadelas em diferentes fases do ciclo estral. Os autores
relatam que tais achados n&o haviam sido descritos anteriormente.

Assim, esse estudo objetivou investigar a incidéncia de maturagdo oocitaria

intraovariana de cadelas em anestro, estro natural e estro induzido.
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Material e Métodos

Animais

A pesquisa foi desenvolvida no Laboratério de Reprodugdo Animal, do
Departamento de Medicina Veterinaria Preventiva e Reprodu¢cédo Animal, da Faculdade
de Ciéncias Agrarias e Veterinarias — Unesp — Campus de Jaboticabal. Para este
estudo foram utilizados ovarios de 30 fémeas caninas, em anestro , estro natural e estro
induzido. A populagéo oocitaria dos ovarios dessas cadelas foi subdividida entre esse
estudo e experimentos de maturagao in vitro, de forma que para a presente analise

foram destinados 162 odcitos.

Determinagao da fase do ciclo estral

Durante a realizagao de cadastro dos animais para a introdu¢ao dos mesmos no
experimento, eram obtidas informagdes sobre o ultimo ciclo reprodutivo e a partir desse
dado, os mesmos eram direcionados para constituirem os grupos dos animais em
anestro, estro ou estro induzido.

Os animais destinados a compor o grupo ANESTRO eram submetidos a citologia
vaginal e dosagem sérica de progesterona para a confirmagdo da fase. Eram
destinados a fornecer odcitos para esse grupo, 0s animais que apresentavam na
citologia vaginal, baixa celularidade com predominio de células basais e parabasais e
dosagem sérica de progesterona inferior a 1ng/mL. A citologia vaginal era realizada
segundo MIALOT (1988). Apds a confirmagao dessa fase do ciclo estral, as fémeas
eram submetidas a OSH para colheita dos ovarios. Todas as dosagens de
progesterona, neste experimento, foram realizadas no Laboratorio de Analises Clinicas
- Endomed, na cidade de Jaboticabal- SP, pelo do método de quimioluminescéncia.

As cadelas destinadas a compor o grupo ESTRO eram, apds os primeiros sinais
de proestro, imediatamente submetidas a citologia vaginal em dias alternados para
acompanhamento da progressdo da fase folicular. Esse exame era realizado até a
determinagdo do inicio do estro, quando na citologia vaginal denotava-se presenca de
cerca de 90% de células superficiais e superficiais anucleadas. Doze horas apés,
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amostra de sangue era colhida e encaminhada para dosagem sérica de progesterona a

fim de se predizer o momento da ovulagao, conforme Tabela 1.

Tabela 1. Relacdo entre dosagem sérica de progesterona e estimativa do momento da ovulagédo em
fémeas caninas.

[P4] ng/ml Momento estimado da ovulagao
1.0-1.9 Em até 48 horas
2.0-3.9 Em até 24 horas
4.0-10.0 Houve ovulagao ou esta ovulando

JHONSTON et al. (2001)

Com base nos resultados de dosagem de progesterona realizavamos a OSH
para coleta dos ovarios, em tempo médio de 12 horas antes da ovulacao estimada.

Os animais que formaram o grupo ESTRO INDUZIDO foram submetidos a uma
triagem, de modo que somente foram selecionados animais em anestro comprovado
por citologia vaginal e dosagem sérica de progesterona. Isto posto, iniciavamos o

protocolo de indugdo que compreendia o seguinte esquema:

eCG eCG eCG eCG eCG eCG eCG eCG eCG hCG OSH

| | | | | | | | | I I |
do d1 d2 d3 d4 d5 d6é d7 d8 d9  d10  d11

d0 a d1: dia 0 ao dia 11
eCG (gonadotrofina coriénica equina): 30Ul/kg, IM, uma vez ao dia
hCG (gonadotrofina coribnica humana): 500Ul/ animal, IM, em aplicag&o Unica

O protocolo de indugédo utilizado foi adaptado de ENGLAND & ALLEN (1991) e
no 12° dia de tratamento (d11), realizou-se a OSH para colheita dos ovarios.
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Obtencao e classificagao dos odcitos

Apos a OSH, os ovarios foram colhidos assepticamente, imersos em solucéo
fisiolégica 0,9% a 37°C (Figura 2A) e imediatamente encaminhados ao Laboratério de
Reprodugdo Animal desta Universidade. Em placa aquecida, os mesmos foram fatiados
em solugdo de PBS com 10% de SFB, a 37°C, e assim os complexos odcito-cumulus

(COCs), liberados (Figura 2B)

Os oocitos foram rastreados sob lupa estereomicroscopica, avaliados com
relacdo a homogeneidade do citoplasma, numero de camadas de células do cumulus,
conforme os critérios morfologicos adotados por HEWITT & ENGLAND (1997). Os
oocitos também foram selecionados pela mensuracdo de seu didmetro sendo que
somente foram destinados a esse estudo, oécitos com didmetro superior a 110um em
COCs Grau |.

Os COCs selecionados foram passados trés vezes em meio de lavagem
(Apéndice G) antes de submetidos aos processos de coloragédo para determinagdo do

grau de maturacéo nuclear.

Avaliacao do estagio de maturagao nuclear

Imediatamente apds a lavagem, os odcitos foram colocados em placas de Petri
contendo 200 pL de solugdo de hialuronidase a 0,2% e aspirados repetidas vezes com
pipeta de 100 pyL para remog¢ao completa das células do cumulus. Na sequéncia, foram
passados trés vezes em meio de lavagem para inativagdo da enzima. Ato continuo,
foram transferidos para solugdo de paraformaldeido a 4%, onde permaneceram por 5
minutos para fixagdo. Apds foram novamente passados em meio de lavagem por trés
vezes e transferidos para solugdo de Triton 100x (1%) em PBS por 10 minutos. Ao
término deste processo, os odcitos foram colocados em l|lamina de microscopia
contendo uma gota de bisbenzimide (Hoechst 33342) em glicerol (0,001%) e a seguir

foram cobertos por laminula.
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Uma lista composta pelas especificagbes sobre reagentes e horménios utilizados

neste experimento, encontra-se sob titulo de Apéndice J.

Classificagao dos estagios de maturacao

A classificagdo do estagio de maturagdo nuclear foi realizada segundo os
critérios adotados por HEWITT & ENGLAND (1997), baseado na morfologia do DNA,
por graus variados de condensagéo cromossOmica (Figura 1). A avaliagéo foi realizada
em microscopio invertido equipado com luz ultravioleta e filtro de 365-420 de
excitagdo/emissao. Assim, os graus avaliados foram:
1. Vesicula Germinativa (VG - profase |I) — presenga de nucleo vesicular com
cromossomos pouco condensados.
2. Quebra de Vesicula Germinativa (QVG) — cromossomos apresentam algum grau de
condensacgao com dispersa distribuicdo, porém ainda com nucleo de aspecto vesicular.
3. Metafase | (MI) — cromossomos atingem grau mais elevado de condensagao néo
sendo possivel a visualizagdo individual dos mesmos.
4. Metafase Il (MIl) — apresentam grupo denso de cromossomos formando o primeiro
corpusculo polar e outro grupo, mais afastado, caracterizado pela placa metafisaria.

5. D/NI : degenerados ou nao passiveis de identificagao.

Analise Estatistica

Os dados foram analisados através do programa SAS (Statistical Analysis
System) para Windows (2000). Utilizou-se testes ndo paramétricos, sendo o efeito dos
estagios do ciclo estral verificado pelo teste Qui-quadrado.

O nivel de significancia para rejeitar a hipotese de nulidade (a distribuicdo dos
diferentes graus de maturacdo independe do estadio estral) foi de 5%, isto é, para
p<0,05, considerou-se que ocorreram diferengas significativas entre as variaveis (status

reprodutivo) para um determinado estagio de maturagéo (VG,QVG,MI,Mll, D/NI).
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Resultados e Discussao

Existem varias diferengas entre a fisiologia reprodutiva canina e a da maioria dos
outros mamiferos. Tem sido reportado que cadelas ovulam odcitos primarios que
passarao por processo de maturagédo dentro do oviduto (HOLST & PHEMISTER, 1971).
Em contraste, a maioria das outras espécies de mamiferos tem maturacdo oocitaria
dentro do foliculo pré ovulatério. Essa peculiaridade da reproducdo da fémea canina,
bem como outros aspectos relacionados a endocrinologia de cada fase do ciclo estral e
especificamente da ovulagao, tem tornado o processo de maturagao in vitro dos odécitos
caninos, um campo de pesquisa extremamente desafiador.

O principal objetivo das pesquisas com MIV canina tem sido o desenvolvimento e
implementagédo adequados da FIV e do CIV para a obteng&o de embrides das espécies
de canideos em extingdo (PIRES, 2006). Esse aspecto deve-se ao fato de a fémea
canina constituir-se modelo experimental para esses canideos, dentre eles o cachorro-
do-mato vinagre (Spheothos venaticus), lobo-guara (Chrysocyon brachyurus) e a
raposa-do-campo (Lycalopex vetulus), que sdo espécies da fauna brasileira.

Concomitantemente a publicacdo de dados sobre indices de MIV em cadelas,
surgiram alguns relatos sobre taxas de maturagdo completa e indicios de retomada da
meiose em odcitos provenientes de foliculos pré ovulatérios, ou seja, certo grau de
maturagao intraovariana tem sido relatado. Esse aspecto merece certa atencao,
considerando a urgéncia da preservagdo de alguns canideos, ja que mediante a
obtencdo de odcitos ja maturos, mesmo que em quantidades minimas, poderia-se
proceder a FIV e CIV.

MAHI & YANAGIMACHI (1976) relataram que ha fecundagdo em odcitos
imaturos ou supostamente imaturos. Considerando que nesses od6citos houve
capacidade de bloqueio a poliespermia, pode-se inferir que provavelmente ha
maturagdo citoplasmatica, embora esse n&o seja o unico evento responsavel pelo
bloqueio. Como é sabido que a maturagdo citoplasmatica € um conjunto de alteragdes
estruturais no ooplasma, que acompanham a maturagao nuclear e preparam o 0d0cito

para a fertilizagdo e desenvolvimento embrionario (AVELINO, 2004). Segundo
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APPARICIO (2006), em estudo sobre a maturago citoplasmatica de odcitos caninos,
cerca de 60% dos odcitos em M| apresentavam granulos corticais em estagios de
transicdo, do centro para a periferia do ooplasma, e todos os odécitos em Mil
apresentavam granulos totalmente na periferia, comprovando que ha correspondéncia
entre a progressao da meiose e a maturagao citoplasmatica em caninos. Assim pode-se
inferir que odcitos caninos supostamente imaturos, fecundados por espermatozdides
podem n&o estar completamente imaturos, se considerarmos que certo grau de
maturagao citoplasmatica esteve presente, fato evidenciado pelo bloqueio a
polispermia.

Em acréscimo, OTOI et al. (2004), demonstraram consideravel porcentagem de
clivagem em embrides caninos oriundos de odcitos maturados in vitro por apenas 48
horas, sendo que ja se evidenciou que o tempo de 72 horas € o ideal para se atingir a
maturagdo completa.

Dentre deste contexto a presente pesquisa buscou relatar os diferentes graus de
configuragdo nuclear encontrados em odcitos ndo submetidos a MIV e colhidos de
fémeas caninas em distintas condigdes reprodutivas (Tabela 2).

Tabela 2. Numeros absolutos e relativos de odcitos em diferentes graus de maturagdo nuclear
intrafolicular, obtidos de ovarios de fémeas em trés condi¢des reprodutivas (anestro, estro e
estro induzido). — Jaboticabal - SP, 2007.

Configuragao

cromossomica Estadio reprodutivo
ANESTRO ESTRO ESTRO INDUZIDO
PI-VG 21/56 (37,5) 30/52 (57,69) 30/54 (55,55)
RM-QVG 15/56 (26,78) 10/52 (19,23) 10/54 (18,50)
MI 5/56 (8,93) 2/52 (3,85) 2/54 (3,70)
A-TI 0/56 (0) 2/52 (3,85) 0/54(0)
Mii 0/56 (0) 0/52 (0) 1/54 (1,85)
DEG. 15/56 (26,79) 8/52 (15,38) 11/54 (20,37)

PI-VG: profase |-vesicula germinativa; RM-QVG: retomada da meiose-quebra de vesicula germinativa; MI: metafase I; A-T I

anafase-telofase I; MIl: metafase Il; DEG: degenerados ou ndo passiveis de identificagao.
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Nossos resultados comprovam a existéncia de retomada da meiose em odcitos
imediatamente apds a colheita. Em todas as condicbes reprodutivas analisadas
observamos presenca de odécitos em QVG, sendo 26,78% nas fémeas em anestro,
19,23% nas em estro e 18,50% nas em estro induzido. Também evidenciou-se
progressdo da meiose para Ml em todas as fases, sendo 8,93% no anestro, 3,85% no
estro e 3,7% no estro induzido. Observamos ainda dois odécitos em A-T, no grupo estro
e um oocito em M, no estro induzido.. Assim foi confirmada a presenca de maturagao
nuclear intraovariana em cadelas, mesmo que em grau limitado.

De acordo com BOLAMBA et al. (2002), as altas taxas de QVG (19,4%)
encontradas em odcitos, imediatamente apds a colheita, deve-se ao fato de que
provavelmente os mesmos eram advindos de foliculos pré-antrais avangados. Em
concordancia, MAHI & YANAGIMACHI (1976) e HEWITT et al.(1998) relataram 1,1 e
5,1 % respectivamente de QVG em odcitos ndo submetidos a MIV.

Em analise da influéncia da fase do ciclo estral sobre os diversos graus de
maturagao nuclear, evidenciou-se na presente pesquisa, que nado houve diferenca
significativa quando avaliada a mesma configuragdo cromossémica nas diferentes
fases. Assim, embora BOLAMBA (2002) tenha afirmado que os odcitos em QVG
provavelmente eram advindos de foliculos pré-antrais, essa afirmag¢ao nao se aplica ao
nosso estudo, pois ndo houve diferengca nas porcentagens de QVG nas diferentes
condicbes reprodutivas e como sabido, animais em anestro ndo apresentam ou
apresentam menor numero de foliculos pré-antrais.

Em concordancia, MARTINS (2005) analisando odcitos ndo sumetidos a MIV,
relatou taxas QVG de 20,71% e 43,56% respectivamente em fémeas em anestro e
estro, sendo que esse ultimo grupo ainda apresentou 15,34% de odcitos em MI. Esse
autor constatou influéncia positiva da fase do estro em detrimento do anestro na
maturagdo nuclear de odcitos ndo submetidos a MIV, fato ndo confirmado em nosso
estudo.

HEWITT & ENGLAND (1998) observaram odcitos imediatamente apds a colheita
e relataram taxas de QVG de até 8% nas fémeas em metaestro tardio e proestro e 7,5%

em fémeas em estro, além de 2% de MI em odcitos de cadelas em proestro. As fémeas
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em anestro apresentaram odécitos com 100% de VG. Também YAMADA et al. (1993),
analisando odcitos apds colheita, encontraram 100% deles em VG, tanto nas fémeas
em anestro, quanto naquelas submetidas a protocolo de superovulacido. Novamente os
dados deste estudo discordam das observagdes desses autores pois encontramos
também odcitos em QVG e MI nas fémeas em anestro.
Em conclusao e nas condi¢cdes da presente pesquisa pode-se afirmar que:
1. Ha retomada e progressédo da meiose em odcitos, no ambiente intrafolicular;
2. Os estadios reprodutivos ndo influenciam nas taxas das diferentes configuragdes

cromossdmicas dos odcitos caninos.
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CAPITULO 4 - ANALISE DA DISTRIBUIGAO DE DIAMETRO OOCITARIO DE
ACORDO COM O ESTADIO REPRODUTIVO DE FEMEAS CANINAS

RESUMO - Pesquisas atuais tem buscado relacionar diametro oocitario e estadio do
ciclo estral a competéncia meidtica de odcitos caninos, objetivando estabelecer maiores
critérios para a selecdo dos mesmos. Ha relatos de que o odcito adquire habilidade
para sofrer a meiose reducional (competéncia meidtica) durante o processo de
crescimento oocitario, que se da coordenadamente ao processo de crescimento
folicular. Assim, o presente estudo teve como escopo descrever a distribuicao de
diametro oocitario em fémeas caninas em anestro, estro natural e estro induzido. Apos
a ovariossalpingohisterectomia, os ovarios foram colhidos assepticamente, imersos em
solugao fisiologica 0,9% a 37°C (solugdo de transporte). Apods, foram fatiados em
solucdo de PBS com SFB a 37°C, rastreados, classificados e submetidos a mensuracao
dos seus diametros por meio de um reticulo milimetrado de medigdo (10mm/100partes).
Assim, os odcitos foram divididos em oodcitos com diametro superior ou inferior a
110um. Concluiu-se que a propor¢ao de odcitos com diametros superior a 110um ou
inferior a 110pm n&o é influenciada pelos estadios reprodutivos avaliados (anestro,
estro e estro induzido) e encontra-se significativamente mais odcitos com diametro
superior ou igual a 110um nos ovarios de cadelas, independentemente do estadio

reprodutivo em que se encontram.

Palavras-chave — odcito, didmetro oocitario, cadela, ciclo estral
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CHAPTER 4 — OOCYTARY DIAMETER DISTRIBUTION ANALYSIS ACCORDING
CANINE FEMALE REPRODUCTIVE STAGE

ABSTRACT - Actual researches are trying accounting oocytary diameter and
estrus cycle stage to oocytes canine meiotic competence, focusing establish higher
criteria to their selections. There are some accounts given which the oocytes acquire
ability to get the reductional meiosis (meiotic competence) during the oocytary growth,
which happens coordinately to the follicular growth. This way, the present study had as it
target describe the oocytary diameter distribution in canine female in anestrus, natural
estrus and induced-estrus. After the hemiovarysalpingohysterectomy the ovaries were
collected aseptically immersed in a 0.9% physiologic solution at 37°C (transport
solution). Later, they were sliced in PBS solution with SFB at 37°C, tracked, classified,
and submitted to their diameter measure through a milimetered reticulum used to
measure (10mm/100 parts). After that the oocytes were divided in oocytes with diameter
superior or inferior to 110 uym. It was concluded the oocytes with diameter superior/equal
or inferior to 110 um proportion is not influenced by the evaluated reproductive stages
(anestrus, estrus and induced-estrus). There are significantly more oocytes with
diameter superior to 110um when compared with oocytes with diameter inferior to
110pm in bitch ovaries. This fact does not depend to the animal reproductive stage.

Keywords — oocytes, oocytary diameter, bitch, estrous cycle
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Introducgao

A aplicacéo de biotécnicas aplicadas a reproducédo animal tem sido fundamental
para assegurar ganho genético desejavel nas espécies domésticas inseridas na escala
de producdo de alimentos, sendo que a inseminagao artificial (IA) e transferéncia de
embrides (TE) sdo os exemplos mais significativos da importancia que os estudos in
vitro possuem, para maior controle dos processos fisiologicos que ocorrem in vivo.

Durante muito tempo, as pesquisas na area de biotecnologia da reprodugao se
restringiram a estudos com animais de produgdo e somente a partir da década de 90,
com o interesse da comunidade cientifica pela preservagao da biodiversidade é que a
espécie canina mereceu atengcido. Esse aspecto deveu-se ao fato de a fémea canina
constituir-se modelo experimental para canideos ameacados de extingdo, dentre eles o
cachorro-do-mato vinagre (Spheothos venaticus), lobo-guara (Chrysocyon brachyurus)
e a raposa-do-campo (Lycalopex vetulus), que sao espécies da fauna brasileira (PIRES,
2006).

O processo de maturagéo oocitaria e fecundagéo nos canideos é unico, ja que os
oocitos sao ovulados em estadio de vesicula germinativa e necessitam de dois a cinco
dias para completarem a maturagdo meiotica, no oviduto (OTOI et al., 2000). Essa
fisiologia é particular pois enquanto a fémea canina ovula odcito primario, na maioria
dos mamiferos, a maturagado acontece dentro do foliculo ovariano, o oécito secundario é
ovulado, estando pronto para a fecundagao (TSUITSUI, 1989). Esse fato pode explicar
0 sucesso limitado nas taxas de maturacao oocitaria in vitro em caninos, que é de cerca
de 20%, enquanto em bovinos, 90% (FARSTAD, 2000).

Segundo WASSARMAN & ALBERTINI (1994), o odcito e as células foliculares
que o rodeiam crescem coordenadamente, progredindo através de uma série de
estagios morfoldgicos definidos. Em ratos sexualmente maduros, os oécitos completam
seu crescimento antes da formagéo do antro folicular; consequentemente a maior parte
do crescimento folicular ocorre apds o fim do crescimento do odcito. O crescimento
folicular termina com a ovulagdo de um odcito maturo ou atresia de odcito e seu foliculo.

No processo de crescimento, os odcitos crescem de um diametro de cerca de 12um
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para um diametro final de 80um. Portanto, durante essa fase de crescimento, enquanto
ainda esta em estagio de vesicula germinativa, o odcito de ratos aumenta
consideravelmente seu volume tornando-se a maior célula do corpo.

O odcito em estagio dictiato ou VG adquire habilidade para sofrer a meiose
reducional (competéncia meidtica) durante o processo de crescimento oocitario. Essa
aquisicao de competéncia meidtica aparentemente ocorre em dois passos: oocitos em
crescimento primeiro adquirem capacidade de passar pela QVG com progressao para
MI , seguido pela aquisicdo de capacidade de progredir da M| para a MIl. Esses autores
citam ainda que, oocitos de ratos somente maturam in vitro, se tiverem diametro
superior a 60um .

Neste contexto, YAMADA et al. (1992), no intuito de se obter maior numero de
oo6citos com maior diametro, submeteram fémeas caninas a protocolo de inducédo de
estro, obtendo taxa de maturagdo a MIl de 32% e em (1993), encontraram que, uma
alta proporgao de odcitos de foliculos pré-ovulatorios de cadelas estimuladas com
gonadotrofinas atingiram MIl comparados com od6citos de foliculos obtidos de fémeas
nao estimuladas.

THEISS (1997), foi quem primeiramente demonstrou evidéncias de que a
habilidade do odcito canino em recomecar a meiose in vitro € maior quando seu
diametro é superior a 110um.

DURRANT et al. (1998) também citaram que dentro de um foliculo em
crescimento, o oocito canino se desenvolve e aumenta de tamanho. Assim durante
essa fase de crescimento, o odcito aumenta seu diametro de 20um para
aproximandamente 120um, o que o torna, segundo esses autores, progressivamente
competente e capaz de evoluir a MIl.

O processo de crescimento intra folicular do odcito € constituido por um conjunto
de modificacbes morfologicas, bioquimicas e fisiologicas (SCRIBAN, 1999). Ainda
segundo esse mesmo autor, pode-se distinguir trés tipos de maturacdo, a nuclear, que
corresponde ao inicio da meiose e expulsdo do primeiro corpusculo polar pelo nucleo
do odcito; a citoplasmatica, caracterizada pela capacidade do citoplasma descondensar

o nucleo do espermatozoide e transforma-lo em pré-nucleo masculino e a maturacéo de
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membrana, que permite a zona pelucida do odcito reconhecer os espermatozoides de

sua especie. Com base nessas afirmacgdes ha que se considerar a influéncia positiva do

tempo que o odcito passa dentro do foliculo em crescimento, sobre as taxas de MIV.
Neste contexto, o presente estudo teve como escopo descrever a distribui¢cdo de

didmetro oocitario em fémeas caninas em anestro, estro natural e estro induzido.

Material e Métodos

Animais

A pesquisa foi desenvolvida no Laboratorio de Reprodugdo Animal, do
Departamento de Medicina Veterinaria Preventiva e Reproducédo Animal, da Faculdade
de Ciéncias Agrarias e Veterinarias — Unesp — Campus de Jaboticabal. Para este
estudo foram utilizados 1765 odcitos, provenientes de ovarios de fémeas caninas, em
anestro, estro natural e estro induzido. Os animais eram de racas variadas,

apresentavam-se higidos e tinham idade entre um e sete anos.

Determinagao da fase do ciclo estral

Durante a realizagao de cadastro dos animais para a introdu¢ao dos mesmos no
experimento, eram obtidas informagdes sobre o ultimo ciclo reprodutivo e a partir desse
dado, os mesmos eram direcionados para constituirem os grupos dos animais em
anestro, estro ou estro induzido.

Os animais destinados a compor o grupo ANESTRO eram submetidos a citologia
vaginal e dosagem sérica de progesterona para a confirmagdo da fase. Eram
destinados a fornecer odcitos para esse grupo, 0s animais que apresentavam na
citologia vaginal, baixa celularidade com predominio de células basais e parabasais e
dosagem sérica de progesterona inferior a 1ng/mL. A citologia vaginal era realizada
segundo MIALOT (1988). Apds a confirmagdo dessa fase do ciclo estral, as fémeas

eram submetidas a OSH para coleta dos ovarios. Todas as dosagens de progesterona,
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neste experimento, foram realizadas no Laboratério de Analises Clinicas Endomed, na
cidade de Jaboticabal- SP, através do método de quimioluminescéncia.

As cadelas destinadas a compor o grupo ESTRO eram, imediatamente apds os
primeiros sinais de proestro, submetidas a citologia vaginal em dias alternados para
acompanhamento da progressdo da fase folicular. Esse exame era realizado até a
determinagao do inicio do estro, quando a citologia vaginal denotava presenca de cerca
de 90% de células superficiais e superficiais anucleadas. Doze horas apds, amostra de
sangue era coletada e encaminhada para dosagem sérica de progesterona a fim de se

predizer o momento da ovulacao, conforme Tabela 1.

Tabela 1. Relacdo entre dosagem sérica de progesterona e estimativa do momento da ovulagdo em
fémeas caninas.

[P4] ng/ml Momento estimado da ovulagao
1.0-1.9 Em até 48 horas
2.0-3.9 Em até 24 horas

4.0-10.0 Houve ovulagao ou esta ovulando

JHONSTON et al. (2001)

Com base nos resultados de dosagem de progesterona realizavamos a OSH
para coleta dos ovarios, em tempo médio de 12 horas antes da ovulacao estimada.

Os animais que formaram o grupo ESTRO INDUZIDO foram submetidos a uma
triagem, de modo que somente foram selecionados animais em anestro comprovado
por citologia vaginal e dosagem sérica de progesterona. Isto posto, iniciavamos a

protocolo de indugdo que compreendia o seguinte esquema:

eCG eCG eCG eCG eCG eCG eCG eCG eCG hCG OSH

| | | | | | | | | I I |
do d1 d2 d3 d4 d5 d6é d7 d8 d9  d10  d11

d0 a d1 : dia 0 ao dia 11
eCG (gonadotrofina coriénica equina): 30Ul/kg, IM, uma vez ao dia

hCG (gonadotrofina coriénica humana): 500Ul/ animal, IM, em aplicag&o Unica
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O protocolo de indugédo utilizado foi adaptado de ENGLAND & ALLEN (1991) e

no 12° dia de tratamento (d11), realizou-se a OSH para colheita dos ovarios.

Obtencao e classificagcao dos odcitos

Apos a OSH, os ovarios foram coletados assepticamente, imersos em solucéo
fisiolégica 0,9% a 37°C (Figura 2A) e imediatamente encaminhados ao Laboratério de

Reprodugdo Animal desta Universidade.
Em placa aquecida, os mesmos foram fatiados em solugéo de PBS com 10% de

SFB a 37°C e assim os COCs, liberados (Figura 2B)

Os oocitos foram rastreados sob lupa estereomicroscopica, avaliados com
relacdo a homogeneidade do citoplasma, numero de camadas de células do cumulus, e
selecionados conforme os critérios morfologicos adotados por HEWITT & ENGLAND
(1997) (Figuras 2C e 2D). Os COCs selecionados foram entdo passados trés vezes em
meio de lavagem (Apéndice G). Apds, mantidos em gota do mesmo meio em placa
aquecida enquanto progressivamente eram submetidos a mensuragdo dos seus

didmetros.

Uma lista composta pelas especificagdes sobre reagentes e horménios utilizados
neste experimento, encontra-se sob titulo de Apéndice J.

Mensuragao do diametro oocitario

A mensuracgao dos diametros foi realizada por meio de um reticulo milimetrado
de medicdo (10mm/100partes) para ocular de 10x , acoplado em microscopio
estereoscoépio. De acordo com a calibracdo, em zoom 4,0 o valor de cada milimetro da
régua correspondia a 27,5um. Assim, os odcitos foram divididos em odcitos com
didmetro igual ou superior a 110um e inferior a 110um (Figura 2E).
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Analise estatistica

Para se evidenciar diferenga nas propor¢des de odcitos com diametros maiores
ou menores que 110um, dentro de cada fase e entre fases, utilizou-se Teste-T de
amostras independentes (com transformac&o arcsen\p/100), através do Programa SAS

(Statistical Analysis System) para Windows (2000).

Resultados e Discussao

As pesquisas com maturagao oocitaria canina tem se tornado frequentes, mas as
taxas de maturacdo a MIl ainda sdo consideradas muito baixas (< 25%). Alguns
estudos relatam que a idade da doadora (NICKSON et al. 1993), o didmetro oocitario
(THEISS, 1997; OTOI et al.,2000) e a qualidade morfoldgica dos odcitos (NICKSON et
al, 1993) influenciam na frequéncia de maturacdo. A influéncia da fase do ciclo estral
canino nas taxas de MIV permanece uma questdo ainda muito controversa e embora
LIEBFRIED & FIRST (1979) tenham afirmado que em odcitos bovinos n&o existe
relagdo entre o estagio do ciclo estral da doadora e a frequéncia de maturagdo dos
oocitos, em caninos, ndo ha consenso entre os pesquisadores. Dentro deste contexto, o
aspecto da fase do ciclo estral parece estar relacionado a aquisicdo de odcitos com
maiores diametros, os quais apresentariam maior competéncia meidtica.

FAIR (1997) relatou uma correlagédo positiva entre o didmetro dos odcitos
bovinos e a dimensdo do foliculo e que os odécitos maiores apresentavam alta
habilidade de retomada da meiose. Em contraste, experimentos evidenciando a
correlagao entre diametro e competéncia meidtica em caninos, sdo escassos.

WASSARMAN & ALBERTINI (1994) afirmaram que o oocito em estadio de
vesicula germinativa (VG) adquire habilidade para sofrer a meiose reducional
(competéncia meidtica) durante o processo de crescimento oocitario, que se da
coordenadamente ao processo de crescimento folicular. DURRANT et al. (1998) citaram
que pequenos oodcitos (com cerca de 25um de didmetro) com uma unica camada de

células do cumulus sao encontrados em foliculos primordiais; oocitos palidos (com
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cerca de 78um de didmetro) caracterizados por camadas incompletas de células do
cumulus estao contidos em foliculos pré-antrais; e em foliculos pré-antrais avancados
(com cerca de 212um de diametro) sdo encontrados odécitos (com cerca de 115um de
diametro) que apresentam um citoplasma lipidico denso, multiplas camadas de células
do cumulus, caracterizando um odcito pré-ovulatoério.

A puncgao individual dos foliculos ovarianos na cadela, € um processo laborioso e
gue nao resulta na recuperacdo de muitos odcitos, isso porque quase todos os foliculos
permanecem abaixo da superficie ovariana, tornando-se aparentes apenas poucos dias
antes da ovulacdo. Portanto, varios laboratoérios tem usado a técnica de fatiamento em
cortes seriados do ovario a fim de se aumentar o numero de odcitos recuperados
(NICKSON et al., 1993; FUJII et al., 2000). Assim, pode-se afirmar que o fatiamento
ovariano, que € o meétodo mais comum de aquisicdo dos odcitos caninos, gera a
obtencdo de uma populacdo heterogénea de od6citos, tanto em relagcdo as
caracteristicas morfolégicas, como a capacidade intrinseca de retomada da meiose.
Pode-se entdo inferir que esse aspecto relaciona-se, ao menos em parte, aos baixos
indices de maturacéo in vitro nessa espécie.

Em virtude disso, alguns pesquisadores tem buscado relacionar diametro
oocitario e estagio do ciclo estral a competéncia meodtica de odcitos caninos,
objetivando estabelecer maiores critérios para a selegao dos mesmos.

HEWITT & ENGLAND (1998) citaram que quanto maior o tamanho do odcito,
maior sua habilidade em transpor a fase de quebra da vesicula germinativa para atingir
as fases de MI, anafase | (ANA |) e MIl e que aqueles com didmetro superior a 120 um
apresentam maior competéncia meidtica para os estadios finais de maturacgao.
Também, HAY et al. (1997) recomendaram para o uso na MIV, somente o6citos com
diametro superior a 100um, desde que sejam obviamente de Grau I.

YAMADA et al. (1992), no intuito de obter maior numero de odcitos com maior
diametro, submeteram fémeas caninas ao protocolo de indug¢ao de estro, obtendo taxa
de maturagao a Mll de 32% e em (1993) os mesmos autores encontraram que, uma alta
propor¢cdo de odcitos de foliculos pré-ovulatérios de cadelas estimuladas com
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gonadotrofinas atingiram MIl comparados com odcitos de foliculos obtidos de fémeas
nao estimuladas.

Assim, orientados pelas afirmagdes de THEISS (1997) e HAY et al. (1997) que
recomendam, respectivamente, para o uso em MIV somente odécitos com diametos
maiores que 110um ou 100um, o presente estudo buscou caracterizar e comparar, a
propor¢cdao de odcitos maiores que 110um ou menores que 110um, encontrados em
ovarios de fémeas caninas em trés condi¢cdes reprodutivas diferentes, anestro, estro
natural e estro induzido (Tabela 2).

Os resultados demonstram que as porcentagens de odcitos com diametro inferior
a 110um foram 31,57%, 26,34% e 31,53%, respectivamente para anestro, estro e estro
induzido. Para os odcitos com didmetro superior a 110um, as porcentagens foram
68,42%, 73,65% e 68,46%, respectivamente para anestro, estro e estro induzido. A
analise dos dados revelou ndo haver diferenga significativa entre as diferentes
condigcdes reprodutivas quando se compara classe de oocitos de mesmo diametro.
Quando se analisa, porém, as proporgdes de oocitos com didmetros menores e maiores
que 110um dentro da mesma condigédo reprodutiva verificou-se diferenga significativa
(p<0,01).

Tabela 2. Porcentagem dos odcitos com didmetro inferior e superior a 110um, obtidos de ovarios de
fémeas caninas em fase de anestro, estro e estro induzido - Jaboticabal, 2007.

Status Reprodutivo

Diametro anestro estro estro induzido

% real arcsenvp/100 % real arcsenvp/100 % real arcsenyp/100
<110 um 31,57 a 0,589 26,34 a 0,532 31,53 a 0,588
>110 um 68,42 b 0,981 73,65b 1.038 68,46 b 0,982

R?=0.044610 CV =24.24473 (menor) / R*= 0.044610 CV = 13.56949 (maior). Letras diferentes na mesma coluna de % real,
diferem entre si (P<0,05).

Os dados do presente estudo, portanto ndo corroboram com os dados de OTOlI
et al. (2001), o qual afirmou que, com respeito a distribuicdo de diametros, a
porcentagem de oocitos menores que 110um colhidos de ovarios em fase folicular
(17,8%) foi significantemente menor que aqueles obtidos de ovarios em anesto ou
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diestro (69,7% e 58,3% respectivamente), e ainda, a porcentagem de odcitos com
didametro superior a 120pum em ovarios em fase folicular (50,8%) foi significantemente
maior que aquelas encontradas em ovarios em fase anestro (5,5%) ou diestro (13,3%).
No mesmo estudo, depois de 72 horas de cultivo, os autores encontraram alta
frequéncia de maturagdo a MIl em odcitos maiores que 120um na fase folicular, mas
nao encontraram diferenca na frequéncia de MIl em odcitos maiores que 120um entre
os trés estagios do ciclo estral avaliados. No grupo de pequenos odcitos (< 120 um),
nao existiu diferenca entre os estagios do ciclo estral com respeito a propor¢ado de
oocitos que atingiram cada estagio da meiose. Assim, os autores afirmaram que, como
a aquisicdo de competéncia meidtica foi maior quanto maior o didmetro oocitario, a alta
frequéncia de MIl dos odcitos advindos de ovarios em fase folicular pode resultar da alta
proporcao de grandes odcitos encontrados nesses ovarios e concluiram que o efeito do
ciclo estral sobre as taxas de MIV resulta das diferengcas quantitativas de odcitos
grandes nestas distintas fases. Porém, esses dados ndo permitem inferir sobre
competéncia meidtica dos odcitos avaliados neste estudo.
Nas condi¢des do presente estudo podemos afirmar que:

1. O didmetro do odcito ndo ¢é influenciado pelo anestro, estro e estro induzido;

2. Encontra-se significativamente mais o6citos com didmetro superior ou igual a 110um
nos ovarios de cadelas, independentemente do estadio reprodutivo em que se

encontram.
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CAPITULO 5 - AVALIAGAO DA CITOLOGIA VAGINAL, DOSAGEM SERICA DE
PROGESTERONA E MACROSCOPIA OVARIANA E UTERINA, DE FEMEAS
CANINAS SUBMETIDAS A INDUGAO DO ESTRO COM GONADOTROFINAS

RESUMO — O presente estudo objetivou realizar a indugao de estro em cadelas com o

uso de gonadotrofinas e avaliar a efetividade desse protocolo através da analise das
alteragcbes de citologia vaginal, dosagem sérica de progesterona e analise
macroscopica dos ovarios. Para tanto, utilizou-se nove fémeas caninas, de diferentes
racas e com idade entre 1 e 4 anos. O protocolo de indugdo compreendeu aplicacdes
diarias de gonadotrofina coridnica equina (eCG) na dosagem de 30 Ul/kg, via intra-
muscular, uma vez ao dia, por 9 dias, seguido de aplicagdo de gonadotrofina coriénica
humana (hCG) na dosagem de 500 Ul/ por animal, via intra-muscular, em aplicagéo
unica no décimo dia. No décimo segundo dia apos inicio deste protocolo, realizou-se a
ovariossalpingohisterectomia para colheita dos ovarios. A citologia foi realizada em dias
alternados e a dosagem de progesterona foi realizada no 12° dia. Os resultados
demonstraram que o protocolo foi efetivo na promogdo de alteragdes citologicas
indicativas de proestro seguido de estro. As dosagens séricas de progesterona
revelaram valores acima do esperado, demonstrando uma luteinizagdo pré-ovulatoria
exacerbada. Os ovarios apresentaram altas taxas de foliculos crescidos, bem como
rompidos, demonstrando a efetividade do protocolo na indugdo da ovulagdo. Em
concluséo, o protocolo utilizado foi efetivo na indugédo de estro em cadelas e as baixas
taxas de fertilidade mencionadas até entdo, podem ser advindas de alteracdes fisicas
do fluido folicular que no presente estudo apresentou-se viscoso em intima aderéncia

aos oocitos.

Palavras-chave — gonadotrofina, cadela, estro, progesterona, citologia vaginal, ovario
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CHAPTER 5 - VAGINAL CYTOLOGY EVALUATION, SERIC PROGESTERONE
DOSAGE AND OVARIAN AND UTERINE MACROSCOPY OF CANINE FEMALE
SUBMITTED TO ESTRUS INDUCTION WITH GONADOTROPHIN

ABSTRACT - The present study aimed performs the estrus induction in bitches using
gonadotrophines and evaluate the effectiveness of this protocol through vaginal cytology
alteration analysis, seric progesterone dosage and ovarian macroscopic analysis. To
this, nine canine females of different races and ages from one to four-year-old were
used. In the induction protocol, equine chorionic gonadotrophin (eCG) were applied daily
in the dose of 30 Ul/kg via intramuscle, once a day, during nine days, followed by one
application in the tenth day of human chorionic gonadotrophin (hCG), 500 Ul/per animal
dose. Twelve days after beginning this protocol, the ovarysalpingohysterectomy were
done to collect the ovarians. The cytology was done in alternated days and the
progesterone dosage was done in the twelfth day. The results demonstrated the protocol
was effective to promote the proestrus indicative cytological alterations followed by
estrus. The seric progesterone dosages presented values higher than expected,
demonstrating an exacerbate preovulatory luteinization The ovaries presented high
indexes of grown follicles, as well broken, demonstrating the protocol effectiveness to
ovulation induction. In conclusion, the used protocol seems have been effective to
induce estrus in bitches with low fertility rates since now. It can come from follicular fluid
physic alterations that in this present presented viscous, in intimate adherence to the

oocytes.

Keywords — gonadotrophin, bitch, estrum, progesterone, vaginal cytology, ovary
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Introducgao

A indugédo do estro em cadelas vem sendo realizada com diferentes objetivos,
entre eles, a busca de acasalamento em tempo determinado pelo criador, o término de
um anestro prolongado por causas nao determinadas ou falhas para iniciar o periodo de
puberdade (ZOLDAG et al., 2001). Mais recentemente, pesquisadores tem usado a
inducéo de estro na tentativa de obtencédo de odcitos supostamente mais competentes
destinados a maturacéo in vitro.

O ciclo reprodutivo da cadela apresenta quatro fases bem distintas,
estabelecidas por alteragcbes hormonais que induzem transformagdes de ordem
morfologicas, clinicas e citologicas no trato genital. Essas fases s&o conhecidas como
proestro, estro, metaestro/diestro e anestro, sendo que o periodo de atividade
reprodutiva € denominado estro (JOCHLE & ANDERSEN,1977).

O proestro nesta espécie é caracterizado por duracdo média de 7-10 dias
(CONCANNON et al., 1989), edema de labios vulvares e secregao sanguinolenta que
pode ser observada na rima vulvar (JOCHLE & ANDERSEN, 1977). O carater
sanguinolento dessa secrecgdo € resultado de diapedese de hemacias proveniente da
ruptura de vasos subepiteliais endometriais (FELDMAN & NELSON, 1997) em conjunto
a secregao das glandulas endometriais (HOFFMANN et al, 1996). Ao proestro segue-se
o estro, com duragdo média de 5-9 dias. A turgidez vulvar observada no proestro da
lugar a maciez e flacidez, que se fazem acompanhar de supressdo e modificagdo da
secrecdo vaginal de sanguinolenta para serosanguinolenta e permissdo a copula
(FELDMAN & NELSON, 1997). As alteragbes enddcrinas relacionadas ao mecanismo
de interrupcdo do anestro na cadela ndo se encontram totalmente esclarecidas
(KOOISTRA,1999).

Nos esfregagos vaginais a proporgéao relativa de diferentes tipos de células pode
ser usada como identificadora do ambiente endécrino e portanto da fase do ciclo estral
(ARTHUR, 1996). O numero de células basais e parabasais sediadas nas camadas
mais profundas do epitélio, reduz-se a medida que o ciclo avanga para o estro e da
lugar ao aparecimento de células intermediarias superficiais e células superficiais, que
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compdem o estrato espinhoso e superficial, de modo que nos quatro ou cinco dias
precedentes ao pico de LH, o indice de células parabasais torna-se inferior a 5%
(CONCANNON & DIGREGORIO, 1986). Isso ocorre porque sob a influéncia da
elevagao progressiva de estrogeno ocorre a estratificacéo epitelial e proliferacédo celular.
As células mais distantes do estrato basal, sofrendo com a reducdo de aporte
nutricional e de oxigénio, perdem a sua capacidade de exocitose e acabam
degenerando-se (FELDMAN & NELSON, 1997; VERSTEGEN, 1999). Por isso, o
predominio de células superficiais no esfregago € indicativo de progressao do ciclo e
estd associado ao efeito estrogénico maximo alcangado assinalando a expressao
hormonal deste momento (FELDMAN & NELSON, 1997).

Segundo MIALOT (1988), o esfregago vaginal do anestro € caracterizado quase
que exclusivamente por células parabasais e também algumas intermediarias; o diestro
por células intermediarias e parabasais isoladas; o proestro tem predominancia de
células intermediarias e superficiais nucleadas, além de numerosos globulos vermelhos
e o estro caracteriza-se por células superficiais anucledas ou com nucleo picnético e
poucos globulos vermelhos.

O estradiol 17- atinge seu apice 24 a 48 horas antes do estabelecimento da
elevacao sérica maxima pré-ovulatéria do LH, isto €, antes do pico de LH, o qual marca
o inicio do estro (VALTONEN & JALKANEN, 1993). Os niveis iniciais de estradiol de 90
pg/mL reduzem-se para 10-20 pg/mL ao final do proestro (HOFFMANN et al., 1996;
VERSTEGEN, 1999). Esse declinio que ocorre concomitante a elevacéo plasmatica de
progesterona, reflete a maturagao folicular varios dias antes da ovulacdo (FELDMAN &
NELSON, 1997). LEAVIT et al. (1971) concluiram que o aumento da progesterona tem
origem nos foliculos pré-ovulatérios e nas células instersticiais ovarianas, conceito
defendido também por FELDMAN & NELSON (1997).

Contrariamente a liberagcdo de FSH, a de LH é determinante pois sua elevagcao
pré-ovulatéria determina, na cadela, o fim da fase folicular e o ingresso na fase luteal
(SHILLE & STABENFELDT, 1980). O pico de LH é o momento marcante do ciclo estral
dessa espécie pois todos os eventos da ovulagdo a paricao Ihe sao retroativos. Ao pico
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de LH, que persiste por 12 a 24 horas, segue-se a ovulacdo (RODRIGUES &
RODRIGUES, 2002).

A concentragdo hormonal de progesterona eleva-se acima do nivel basal antes
do estabelecimento do pico de LH, devido a capacidade de sintese e secrecdo mediada
pelas células foliculares ovarianas, que se tornam funcionais mesmo antes do
desenvolvimento do corpo luteo (FELDMAN & NELSON, 1997). Os niveis de
progesterona que no inicio do proestro se encontravam abaixo de 1ng/mL, aumentam
de forma que, valores de 2 a 3 ng/mL, registrados no momento do pico de LH, sobem
para 4,9 £ 1,0 ng/mL no instante da ovulacdo (BOUCHARD, 1991), embora estudos
recentes tenham revelado indices médios de 2,3ng/mL no dia da ovulagdo (HASE,
2000).

Segundo JHONSTON et al. (2001), uma concentracdo plasmatica de
progesterona entre 1,0-1,9ng/mL indica ovulagdo em até 48 horas, entre 2,0-3,9 ng/mL
indica ovulagdo em até 24 horas e 4,0-10,0 ng/mL indica que o animal ja ovulou ou esta
ovulando.

Foi demonstrado que em cadelas, o processo ovulatério mantém relacio estreita
com o aumento de progesterona. A falha na sua elevagéo faz com que a proporgao na
concentragdo sérica progesterona/estradiol ndo se modifique, o que impede o
desencadeamento do pico de LH e a ovulagcéo (VERSTEGEN, 1999).

Quanto as caracteristicas morfolégicas ovarianas, estas também se modificam
na dependéncia da fase do ciclo estral. Quando a hipdfise inicia a liberacdo de FSH e
LH em grandes quantidades no inicio do periodo de maturidade sexual, os foliculos
iniciam seu crescimento e cerca de 48 horas apds a onda pré-ovulatoria de LH, eles
rompem-se liberando o oécito, no processo denominado ovulagdo. Imediatamente apés,
os foliculos rompidos iniciam a rapida producdo de uma massa celular, denominada
corpo luteo, o qual ira produzir progesterona, que tera papel de manutengcdo da
gestacdo. Um foliculo € a unidade morfofuncional do ovario, sendo constituido por um
oocito circundado por células somaticas (células da granulosa e em estagios mais
avangados, células tecais). De acordo com o grau de evolugdo, pode-se dividir a

populacdo folicular de um ovario em foliculos ndo cavitarios ou pré-antrais (foliculos
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primordiais, primarios e secundarios) e foliculos cavitarios ou antrais (foliculos terciarios
e foliculos de Graaf). S&o os foliculos pré antrais, os responsaveis pela renovagao
continua dos foliculos antrais no ovario (DAVOL, 2007).

HEWITT & ENGLAND (1998) analisando macroscopicamente o ovario de
cadelas descreveram que durante o anestro ocorre predominancia de foliculos
primarios, no proestro predominam os antrais, no estro, os chamados pré ovulatoérios e
no diestro n&o ha foliculos aparentes. Encontraram ainda, tecido luteal pronunciado no
diestro e remanescente no anestro. HEWITT et al. (1998) e OTOI et al. (2000) relataram
que os foliculos ovarianos da cadela apresentam localizacdo cortical nos ovarios,
permanecendo abaixo da superficie ovariana e somente se tornando aparentes pouco
antes da ovulacgao.

Segundo CONCANNON et al.(1989), os resultados insatisfatorios dos protocolos
de indugdo de estro, utilizando gonadotrofinas com ou sem estimulagdo prévia com
estrogeno, resultam da falta de conhecimento dos eventos hormonais e foliculares
responsaveis pelo término do anestro nas cadelas e afirmou que a eficiéncia diminuida
desses protocolos pode ser devido a uma hiperestimulacdo ovariana, falhas nos
processos de ovulagao, lutedlise prematura ou formacgao de anticorpos.

Diversos protocolos de indugao sédo usuais. Atualmente a prolactina é conhecida
como principal luteotrofina em caninos (VERSTEGEN, 1997). Assim, tem sido verificado
que o uso de agonistas da dopamina ocasionam supressdo na secregao de prolactina,
diminuindo o intervalo interestro. Dentre os agonistas mais utilizados estdo, a
bromocriptina (KOOISTRA et al., 1999); a cabergolina (ONCLIN et al., 1993).

Estudos prévios tentaram induzir um estro fértl em cadelas usando
gonadotrofinas e componentes estrogénicos, sem grandes sucessos nas taxas de
prenhez. O uso desses compostos nao resultou em dados reais e com repetibilidade
(ZOLDAG et al. 2001).

SHILLE et al. (1989) citaram que o uso das gonadotrofinas visa mimetizar a
interagdo hipofise-ovario para o desenvolvimento folicular, maturagdo oocitaria e
ovulacdo, mas concluiram em seu estudo que esses compostos ndo corresponderam

na indugao de estro fértil. Os principais protocolos de indugao usando gonadotrofinas e
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compostos estrogénicos incluem eCG : 20 Ul/kg por 5 a 10 dias consecutivos, seguido
de aplicagdo unica de hCG (500-1000 Ul por animal) (ENGLAND & ALLEN, 1991); DES
(diethiletilbestrol): 5 mg/kg até inicio do proestro, seguido de 5mg/kg no quinto dia do
proestro e FSH: 5mg/kg, via intra-muscular, nos dias 9 e 11 do proestro (MOSES et al.,
1988); e ainda o uso de GnRH em administragc&o pulsatil (CONCANNON et al., 1997).

A despeito desses dados, protocolos de indugdo de estro utilizando
gonadotrofinas tém sido utilizados para provocar crescimento folicular e proporcionar,
assim, a colheita de odcitos pré-ovulatérios para a MIV, ja que é defendido que a
competéncia meiodtica de oocitos de outras espécies € influenciada pelo tamanho de
ambos, foliculo (LONERGAN et al., 1994; MARTINO et al., 1994; MOTLIK & FULKA,
1986) e odcito (FAIR, 1997; OTOI et al., 1997).

YAMADA et al. (1992) e YAMADA et al. (1993) realizaram MIV e FIV de oécitos
caninos pré-ovulatérios. Seu protocolo de indugcdo compreendia estrone (100-400
pg/dia) até o aparecimento de secregdo vaginal sanguinolenta. Trés dias depois, eCG
(400 Ul) e hCG ( 1000 UlI), via subcutanea, seguidas de duas aplicagbes de estradiol,
uma trés e outra quatro dias apds a aplicagdo de eCG e hCG. O primeiro dia do estro
foi determinado pela citologia vaginal e nesse dia os animais receberam aplicagéo de
hCG (1000Ul). Esses autores realizaram puncéo folicular para colheita dos odcitos, e
consideraram os foliculos repletos de fluido claro e protrusos sobre a superficie
ovariana (com mais de 3mm de diametro), como sendo grandes foliculos e os foliculos
colapsados, hemorragicos e com ponto de ruptura, foram considerados foliculos
ovulados. Ainda, concluiram por essas caracteristicas morfologicas que a ovulagéao nas
cadelas ocorreu 72 horas ap6s a aplicacdo do hCG, sendo que os ovarios colhidos 96
horas apos a aplicagao de hCG possuiam apenas foliculos colapsados.

Assim, o presente estudo realizou a indugdo do estro em cadelas objetivando
descrever a evolugdo da citologia vaginal, mensurar a dosagem de progesterona e

analisar a morfologia macroscépica ovariana no momento pré-ovulatorio.
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Material e Métodos

Local e animais

O estudo foi conduzido nas dependéncias do Hospital Veterinario “Governador
Laudo Natel”, Setor de Reprodugao e Obstetricia Veterinaria, Faculdade de Ciéncias
Agrarias e Veterinarias — Unesp — Campus de Jaboticabal. Foram utilizadas nove
fémeas caninas, com idade entre um e quatro anos, de diferentes racas. As fémeas
pertenciam a proprietarios que manifestavam interesse em requisitar a realizagdo da

cirurgia de OSH para seus animais.

Selecao do Animais

Todos os animais passaram por exame clinico prévio antes de serem incluidos
no experimento. O exame clinico, como de rotina englobou anamnese, exame fisico e
exames complementares. A anamnese foi realizada com énfase para o sistema
reprodutivo, a fim de que ndo fossem incluidas no experimento fémeas que
apresentassem histérico de abortamento, piometra, vaginite recorrente, sub ou
infertilidade ou que tivessem recebido, eventualmente ou regularmente,
hormonioterapia anticoncepcional. O exame fisico completo foi executado objetivando o
diagndstico de qualquer patologia, reprodutiva ou néo.

Por fim, todos os animais, foram submetidos a triagem, buscando-se selecionar
animais em anestro comprovado por citologia vaginal de baixa celularidade, com
predominio de células basais e parabasais, associada a dosagem sérica de

progesterona inferior a 1ng/mL.
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Protocolo de indugao do estro

Os animais incluidos no experimento foram submetidos ao seguinte protocolo de

indugao:

eCG eCG eCG eCG eCG eCG eCG eCG eCG hCG OSH
I I I I I I I I I I I I
do d1 d2 d3 d4 d5 dé d7 ds8 d9 d10 d11

d0 a d1 : dia 0 a dia 11
eCG (gonadotrofina coriénica equina): 30Ul/kg, IM, uma vez ao dia

hCG (gonadotrofina coriénica humana): 500Ul/ animal, IM, em aplicag&o Unica

O protocolo de indugédo utilizado foi adaptado de ENGLAND & ALLEN (1991) e

no 12° dia de tratamento (d11), realizou-se a OSH para colheita de ovarios e utero.

Uma lista composta pelas especificagdes sobre reagentes e horménios utilizados
neste experimento, encontra-se sob titulo de Apéndice J.

Citologia vaginal

O exame citolégico vaginal foi realizado a cada 48 horas ap0os inicio do protocolo
de indugéo, objetivando analisar a progressao da fase folicular.

O inicio do proestro era detectado pelos sinais clinicos caracteristicos dessa
fase, que s&do: edema de vulva, atracdo de machos e secreg¢ao vaginal sanguinolenta. A
colheita de material para a citologia vaginal foi realizada com o uso de swab. Apos
introdugdo do mesmo até a porgao cranial da vagina, foram efetuados movimentos de
rotacdo em toda a circunferéncia vaginal, sempre mantendo-o em contato com a
mucosa. O swab foi entdo rolado sobre ldminas de vidro devidamente identificadas, as
quais depois de secas, foram coradas pelo método de Romanowsky (Apéndice I). A
leitura das laminas foi realizada em microscopio o6ptico de Iluz, em aumento de

40x, verificando-se a morfologia das células do epitélio vaginal e a progressédo da
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cornificacdo celular, a fim de se determinar a porcentagem de células epiteliais
superficiais.

O inicio do estro foi determinado quando a citologia vaginal evidenciava
presenca de mais de 80% de células superficiais com auséncia de nucleo ou nucleo

picnético em associagao ao comportamento de estro.

Dosagem sérica de Progesterona

No dia da realizagdo da OSH, ou seja, 12 dias apoés inicio do protocolo de
inducdo, os animais foram submetidos a puncé&o da veia jugular para colheita de
amostras de sangue destinadas a dosagem sérica de progesterona.

A dosagem foi realizada através do método de quimioluminescéncia, no
Laboratorio de Analises Clinicas Endomed, na cidade de Jaboticabal, Sdo Paulo, e

objetivou evidenciar o grau de luteinizagdo dos foliculos pré ovulatorios.

Macroscopia Ovariana

Imediatamente apdés a OSH, ovarios e uteros foram submetidos a avaliacédo
macroscopica que compreendia o registro dos seguintes dados:
1. Nos ovarios: coloragdo, textura de superficie, presenca de foliculos turgidos,
foliculos com ponto de ruptura, corpo hemorragico, corpo luteo e cistos foliculares.
2. No utero: presenca de hiperplasia cistica do endométrio, presenca de secre¢ao intra

luminal.

Resultados e Discussao

O desenvolvimento de um protocolo efetivo de indugdo do estro em cadelas
parece ser vantajoso, especialmente em estabelecimentos de criagdo de caes onde se
faz necessario um continuo suprimento de filhotes. Porém, os resultados obtidos com o
uso desses protocolos difere entre os diferentes trabalhos publicados mesmo quando
metodologias semelhantes séo utilizadas. Esse fato pode ser uma consequéncia de



122

alguns aspectos e entre eles deve-se considerar, o pequeno numero de animais
utilizados em alguns trabalhos, a utilizagdo de animais em anestro determinado apenas
através de citologia vaginal e comportamento, a n&o distingdo da fase do anestro (inicial
ou tardio) em que os animais se encontram antes de serem submetidos a indugéo e
ainda, a utilizagado de animais em estado de anestro prolongado. Todos esses aspectos
contribuem para as divergéncias nos relatos de sucesso, isto €, nas taxas de ovulagéo,
prenhez e nascimentos (ENGLAND & ALLEN, 1991).

Segundo JOHNSTON et al. (2001), a avaliagdo da citologia vaginal associada a
dosagens hormonais, podem ajudar o profissional veterinario a determinar o momento
mais apropriado para a realizagdo da monta natural ou inseminagao artificial, pois esses
parametros refletem as diferentes fases do ciclo estral. Considera-se que o proestro
tem duracdo meédia de 9 dias, terminando com o pico de LH, que marca o inicio do
estro, fase também marcada inicialmente pela presenca de células superficiais em
porcentagem superior a 90% .

Dentro deste contexto, o presente estudo objetivou descrever as alteragbes de
citologia vaginal e morfologia ovariana e uterina , bem como a determinacdo da
dosagem sérica de progesterona em animais submetidos a indugdo de estro.
Considerando que estes parametros ja se encontram muito bem determinados em
animais em estro natural, buscou-se avaliar como eles se comportam no estro artificial.

Na Tabela 1, pode-se verificar como ocorreu a evolugao do proestro e inicio de
estro mediante aspectos de citologia vaginal. A Tabela 2 demonstra a concentragéo
sérica de progesterona no 12° dia de indugcdo de estro e a Tabela 3 revela as

caracteristicas ovarianas observadas por ocasiao da OSH.
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Tabela 1. Valores percentuais referentes aos tipos celulares observados nas andlises de citologia vaginal
(CV), realizadas em seis momentos (dia 2 ao dia 12) apds inicio da aplicagao do protocolo de
inducao do estro em fémeas caninas. Jaboticabal-SP, 2007.

TIiF:°5 Animal 1 Animal 2 Animal 3
cellares 54 6 8 10 12 2 4 6 8 10 12 2 4 6 8 10 12
B 60 - - - - - B 170 25 - - - - B 10 - - - - -
PB 40 9 30 5 5 5 PB 10 50 - - - - PB 9 9 70 50 - -
I - 10 70 9 80 80 | 20 20 50 10 - - I - 5 30 50 20 -
SN - - - 5 15 15 SN - 5 5 5 20 5 SN - - - - 80 90
SA - - - - < - SA - - - 40 80 95 SA - - - - - 10
Animal 4 Animal 5 Animal 6
2 4 6 8 10 12 2 4 6 8 10 12 2 4 6 8 10 12
B 5 - - - - - B 0 - - - - - B 5 5 5 - - -
PB 65 60 - - - - PB 9 10 - - - - PB 50 50 25 25 10 -
I 30 40 80 - - - ] - 70 - - - - - - 70 50 30 -
SN - - 20 60 50 20 SN - 10 20 10 - - SN - - - 20 50 30
SA - - - 40 50 8 SA - 10 80 9 100 100 SA - - - 5 10 70
Animal 7 Animal 8 Animal 9
2 4 6 8 10 12 2 4 6 8 10 12 2 4 6 8 10 12
B 9 9% - - - - B 0 - - - - - B 20 2 10 - - -
PB 10 10 10 - - PB 80 - - - - - PB 8 8 9 - - -
I - - 20 10 - - I -3 - - - - I - - - 9 - -
SN - - 20 30 30 20 SN - 70 50 30 5 5 SN - - - 5 60 60
SA - - 50 60 70 80 SA - - 5 70 9 95 SA - - - 5 30 30

Tipos celulares: B = células basais, PB= parabasais, |= intermediarias, SN= superficiais nucleadas, SA=

ou com nucleo picnético).

superficiais anucleadas

Com referéncia aos dados de citologia vaginal, verificou-se que, de maneira

geral, os animais apresentaram caracteristicas semelhantes, com uma progresséo de

proestro a estro marcada pelo aumento progressivo na porcentagem de células

superficiais. No segundo dia de aplicagdo de eCG, houve predominio de células basais

e parabasais, porém ceélulas intermediarias foram encontradas nos animais 2 (20%) e 4

(30%), fato que demonstrou uma evolugao inicial acelerada do proestro. No quarto dia,

com excegdo dos animais 4, 9 e 7, pode-se notar uma evolugdo do proestro, com

aumento na porcentagem de células intermediarias, e até mesmo presenca de células
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superficiais, nos animais 2 e 5. No sexto dia, destacaram-se os animais 5, 7 e 8, com
presenga precoce e consideravel de células superficiais anucleadas no esfregaco, 80%,
50% e 50%, respectivamente. Em relagao ao dia 8, pode-se destacar os animais 1, 3 e
6 que no momento citado ainda apresentavam células parabasais, demonstrando uma
evolugdo mais lenta do proestro. No dia 10, todos os animais ja apresentavam células
superficias, com destaque para o animal 5 com 100% de células superficias anucleadas
no esfregaco. Por fim, no dia 12, com exceg¢&o do animal 1, todos apresentavam 100%
de células superficiais, poréem o grau de superficiais anucleadas ou com nucleo
picnotico variou entre os animais. De fato, JOHNSTON et al. (2001) citaram que a
porcentagem maxima de cornificacdo celular, que reflete a maxima estimulagéo
estrogénica, esta entre 80 e 90% na maioria do animais. Ainda segundo esses autores,
o tipo e a intensidade da coloragdo podem contribuir para que as células superficiais
tenham aparéncia anuclear.

Avaliando, portanto, as caracteristicas de citologia vaginal influenciadas pela
inducdo hormonal exdégena, pode-se observar que houve indugao de proestro em todos
0s animais, porém com intensidades de progresséao diferenciadas. Considerando que o
inicio do estro coincide com a maxima cornificagao celular, pode-se afirmar que até o
dia 12, o animal 1 ainda ndo havia entrado em estro citologico.

Realizando inducédo de estro em protocolo semelhante ao utilizado no presente
estudo, ENGLAND & ALLEN (1991) avaliaram comparativamente a repetibilidade de
alguns eventos em um grupo de cadelas submetidas a indugédo do estro com 20 Ul/kg
de eCG (uma vez ao dia por 5 dias) e 500 Ul de hCG/animal ( no quinto dia) e em grupo
de animais em estro espontaneo. Os autores descreveram as alteragbes de citologia
vaginal e encontraram que o pico de cornificacdo celular, se deu mais precocemente
nos animais submetidos a indugao do estro, comparativamente aos animais em estro
natural. Nossos dados corroboram em parte com o aspecto citado, pois apesar de os
animais 2, 4, 5, 7 e 8, ja apresentarem presenca de células superficiais anucleadas por
volta do dia 6 apds inicio da aplicagao do protocolo, o pico de cornificacdo nao se deu

precocemente. Assim podemos afirmar que os animais do presente estudo nao
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desenvolveram hiperestrogenismo, condigdo que rotineiramente exige cautela quando
do uso de aplicagdes repetidas de eCG.

A cadela é a unica fémea domeéstica que apresenta elevagcdo na concentracao
sérica de progesterona 2-3 dias antes da ovulagdo. A concentracdo de progesterona
permanece menor que 1 ng/mL durante o anestro e maior parte do proestro. Os valores
aumentam rapidamente acima de 1 ng/mL antes e durante o pico pré- ovulatério de LH
(CONCANNON et al.,1989). No presente estudo, a aplicagado de hCG, foi realizada no
10° dia de indugdo, mimetizando o pico pré ovulatorio de LH e 48 horas depois realizou-
se a dosagem sérica de progesterona, que revelou os valores descritos na Tabela 2.

Os animais 1, 3 e 4 apresentaram valores dentro do esperado, pois segundo
JOHNSTON et al. (2001), valores séricos de progesterona entre 4 a 10 ng/mL, indicam
que a ovulagao esta ocorrendo, fato que se aplica ao momento de dosagem em nossos
animais, 48 horas apos aplicagcdo de hCG. Os outros seis animais apresentaram niveis
séricos de progesterona acima do esperado, pois como descrito por CONCANNON et
al. (1989), picos de 15 a 90 ng/mL ocorrem apenas por volta de 15 a 30 dias apos o
pico de LH, e no presente estudo a aplicacdo de hCG havia sido realizada ha apenas
48 horas. Esse fato demonstra um processo de luteinizacio pré ovulatéria exacerbado.
Essa observacéo destoa das descricdes de ENGLAND & ALLEN (1991), que afirmaram
que a concentragdo sérica de progesterona foi sempre menor nos animais em estro
induzido, comparando-se aos animais em estro natural e que essa pode ser uma das
causas das baixas taxas de prenhez. Embora tenhamos encontrado niveis elevados de
progesterona, cabe ressaltar que nao foi avaliado o tempo de persisténcia desses
valores e portanto ndo podemos inferir sobre nenhum efeito positivo em taxas de
prenhez, mas podemos afirmar que os valores séricos de progesterona encontrados
nos animais 2,5,6,7,8 e 9 ndo estdo em consonancia com os achados de citologia

vaginal desses animais.
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Tabela 2. Valores de progesterona sérica (P,), referente ao 12° dia ap6s inicio da aplicagao de protocolo
de indugao de estro, em fémeas caninas. Jaboticabal — SP, 2007.

Animais
1 2 3 4 5 6 7 8 9

Ps(ng/mL) 5,2 15,4 9,4 7,5 26,5 17,8 19,8 14,5 17,9

O crescimento e desenvolvimento folicular tem sido avaliado em varios estudos
através de ultra-sonografia. No tempo da ovulagdo os ovarios apresentam estruturas
anecoicas (cisticas), que sdo os foliculos em crescimento. Apos a ruptura dos foliculos,
essas estruturas se luteinizam rapidamente tornando-se sitios organizados capazes de
sustentar a produgéo de progesterona por longos periodos. Essas estruturas, ndo mais
cisticas, sdo denominadas corpos luteos e s&o reconhecidas facilmente na superficie
ovariana por sua coloragao salmao. Durante esse periodo, ainda, o utero pode tornar-se
espesso em preparagao para a implantagdo, o sangramento microvascular pode parar
ou diminuir e pode haver desenvolvimento glandular visivel (WALLACE et al., 1992)

Os ovarios, macroscopicamente observados por ocasido da OSH (realizada no
12° dia ap0ds inicio do protocolo de indug&o), evidenciaram uniformidade de coloragao
hemorragica e superficie irregular para todos os animais. O numero de foliculos, corpos
hemorragicos e corpos luteos encontram-se na Tabela 3 e caracterizam a efetividade
na indugdo do crescimento folicular e ovulagcdo. Com excecdo do animal 1, que
apresentou a menor taxa de progesterona, todos os animais apresentaram foliculos
rompidos, ou seja, ocorréncia de ovulagdo e presenca de corpo hemorragico, na
maioria (Figuras 3A e B). Nesse contexto pode-se afirmar que houve correspondéncia
entre os valores de progesterona encontrados e os achados de macroscopia ovariana.

Quanto as alteracdes uterinas, apenas o animal 6 apresentou secrecao intra-
uterina, o que nos permitiu concluir que o protocolo utilizado ndo causou efeitos
negativos relacionados a hiperestimulagdo glandular uterina, o que poderia relacionar-

se ao complexo hiperplasia endometrial cistica-piometra.
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Tabela 3. Numero de estruturas macroscopicas ovarianas, observadas por ocasido da
ovariosalpingo-histerectomia, realizada no 12° dia apds inicio da aplicagao de
protocolo de indugéo de estro, em nove fémeas caninas. Jaboticabal — SP, 2007.

Estruturas ovarianas Animais

1 2 3 4 5 6 7 8 9
Foliculos turgidos 07 05 04 02 11 05 12 11 15
Foliculos rompidos 0 01 01 02 04 17 13 07 09
Corpos hemorragicos 0 0 01 0 01 06 08 12 06
Corpos luteos 0 0 0 0 0 0 0 03 0

Um achado interessante do presente estudo foi a caracteristica do fluido folicular
encontrado. Apesar do grande numero de foliculos rompidos, havia consideravel
numero de foliculos ainda turgidos (ndo rompidos). Ao realizarmos fatiamento ovariano
para a liberacdo de complexos cumulus-oécitos, que foram destinados a outro
experimento, notamos que o fluido folicular apresentava um aspecto nunca antes
observado em outros ovarios, nas diversas fases do ciclo estral (Figuras 3C e D).
Todos os foliculos ovarianos das fémeas do presente experimento apresentavam fluido
folicular extremamente denso, viscoso, assemelhando-se a um gel aderente. Esse
fluido envolvia os odcitos de tal forma que se tornou impossivel a separagao entre os
mesmos. Esse aspecto nos permitiu inferir que essa caracteristica de fluido folicular
pode estar intrinsicamente relacionada as baixas taxas de fertilidade descritas na
literatura, quando se induz o estro em cadelas, com o uso de gonadotrofinas. O fato de
termos encontrado boa evolugdo na citologia vaginal, consideraveis niveis séricos de
progesterona e ainda, altas taxas de crescimento folicular e ovulagdo, claramente
evidenciadas na analise macroscopica ovariana, reforcam a hipbétese que levantamos,
de que as baixas taxas de fertilizacdo podem também estar relacionadas a alteracdes
fisicas e até bioquimicas do fluido folicular de fémeas caninas submetidas a indugéo de
estro com gonadotrofinas.
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Em conclusao, podemos afirmar que, nas condi¢cées do presente estudo, o estro
induzido por gonadotrofinas foi caracterizado por:
1. Citologia vaginal caracteristica de proestro com progressdo para estro em graus
variados;
2. Valores séricos de progesterona acima dos niveis observados em animais em estro
natural, indicando processo de luteinizacdo acelerado;
3. Efetividade na promocgao de crescimento folicular e ovulacao;
4. Auséncia de indugao de alteragdes uterinas consideraveis;
5. Presenca de fluido folicular de caracteristica densa e viscosa, o qual muito

possivelmente compromete as taxas de fertilidade.
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CONCLUSOES GERAIS

A presente pesquisa permitiu concluir que:

- A inducao do estro favorece a obtencdo de odcitos Grau | e com diametro superior a
110pm;

- A perda oocitaria durante o processo de coloragcdo € menor quando se realiza indugao
do estro;

- A suplementagdo de progesterona n&o apresentou efeito positivo na retomada e
progressédo da meiose;

- E interessante o uso do soro de cadela em estro para a retomada da meiose de
o0citos caninos;

- Em meio suplementado com progesterona e soro de cadela em estro, os estadios
reprodutivos anestro e estro proporcionam maiores indices de M|l e as taxas de
degeneragao oocitaria sdo maiores em animais em estro induzido;

- Ha retomada e progressédo da meiose em odcitos, no ambiente intrafolicular;

- Os estadios reprodutivos n&o influenciaram nas taxas das diferentes configuragdes
cromossOmicas intraovarianas;

- O diametro do odcito ndo € influenciado pelo anestro, estro e estro induzido;

- Encontra-se significativamente mais oocitos com diametro superior ou igual a 110um
nos ovarios de cadelas, independentemente do estadio reprodutivo em que se
encontram;

- Cadelas submetidas a indugdo do estro com gonadotrofinas apresentam citologia
vaginal caracteristica de proestro com progressado para estro em graus variados;
valores séricos de progesterona acima dos niveis observados em animais em estro
natural, indicando processo de luteinizagdo acelerado; efetivo crescimento folicular e
ovulacdo; auséncia de alteragdes uterinas consideraveis e presenca de fluido folicular
de caracteristica densa e viscosa, o qual muito possivelmente compromete as taxas de
fertilidade.



FIGURA 1. Fotomicrografia de odcitos caninos em diferentes estagios
de maturagdo nuclear. A a E (foram submetidos a MIV), F (ndo
submetido a MIV). A: vesicula germinativa (VG); B: quebra de vesicula
germinativa (QVG); C: metafase | (MI); D: metafase Il; E: degenerado
ou nao passivel de identificacdo; F: o6citos em VG imediatamente apds

a coleta. Coloracao: Hoechst 33342.
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FIGURA 2. Fotografias digitalizadas A. Ovarios em solugéo de transporte (SF
0,9%) imediatamente apdés a OSH; B. Ovario em placa de Petri, sendo
submetido a fatiamento para recuperacédo dos odcitos. C. Processo de selecao
dos odcitos em placa aquecida apos fatiamento. D. COCs de diferentes graus.
Seta 1 : COC grau 1 (selecionado para maturagao), seta2 e 3 : COCs graus 2 e
3 respectivamente (ndo selecionados para maturagao). E. Mensuragéo oocitaria
através de reticulo milimetrado de medigao (10mm/100partes) para ocular de
10x de Microscopio Estereoscopio/ 1 mm = 27,5 ym (em zoom 4.0). F. Odcitos
desnudos apds passagem pela solugdo de hialuronidase, a seta aponta odécito
degenerado apos esse processo.
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FIGURA 3. Fotografias digitalizadas. A. Ovarios estimulados com gonadotrofinas
exogenas. Ovario da direita com foliculos protrusos (setas) e ovario da esquerda
com corpo hemorragico (seta). B. Ovarios estimulados com gonadotrofinas
exogenas. Ovario da direita com foliculos rompidos (seta). C. Processo de
selecdo de odcitos provenientes de ovarios estimulados com gonadotrofinas
exogenas (observar na ponta da seta substéncia viscosa que envolvia os
odcitos). D. Odcitos observados em microscopio estereoscédpio e envoltos por

fluido viscoso.

137



138

APENDICES

Apéndice A. Numero absoluto e relativo de odcitos, recuperados de fémeas em anestro, em diferentes
graus de maturagéo nuclear (VG: vesicula germinativa; QVG: quebra de vesicula germinativa;
MI: metafase I; A-T I: anafase-telofase I; MIl: metafase 1l; DEG: degenerados ou néo passiveis
de identificagao), apés 72 horas de cultivo em diferentes meios (1: meio MIV; 2: meio MIV +
progesterona; 3: meio MIV + soro de cadela em estro; 4: meio MIV + progesterona + soro de
cadela em estro) - Jaboticabal-SP, 2007.

Configuragio Meios
Cromossomica 1 2 3 4
VG 4/33 (12,12)  11/39 (28,20)  5/41 (12,19) 7/40 (17,5)
QVvVG 11/33 (33,33)  11/39 (28,20)  9/41 (21,95) 9/40 (22,5)
Mi 4/33 (12,12)  10/39 (25,64) 10/41 (24,39) 7/40 (17,5)
A-TI 2/33 (6,06) 0/39 (0) 0/41 (0) 0/40 (0)
Mil 1/33 (3,03) 0/39 (0) 1/41 (2,43) 4/40 (10,0)

DEG. 11/33 (33,33)  7/39(17,94)  16/41(39,02)  13/40 (32,5)
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Apéndice B. Numero absoluto e relativo de odcitos recuperados de fémeas em estro, em diferentes
graus de maturagéo nuclear (VG: vesicula germinativa; QVG: quebra de vesicula germinativa;
MI: metafase I; A-T I: anafase-telofase I; MIl: metafase Il; DEG: degenerados ou néo passiveis
de identificagao), apés 72 horas de cultivo em diferentes meios (1: meio MIV; 2: meio MIV +
progesterona; 3: meio MIV + soro de cadela em estro; 4: meio MIV + progesterona + soro de
cadela em estro) - Jaboticabal-SP, 2007.

Configuragao Meios

Cromossomica 1 2 3 4

VG 7/62 (11,30)  7/49 (14,28)  3/55(545)  2/49 (4,08)
QVG 13/62 (20,97)  6/49 (12,24)  18/55(32,73)  10/49(20,40)
Ml 12/62(19,35)  11/49(22,45) 10/55(18,18)  11/49(22,44)
A-TI 3/62 (4,84)  3/49(6,12) 3/55(5,45) 2/49(4,08)
Ml 5/62 (8,06)  2/49 (4,08)  6/55(10,91)  4/49 (8,16)
DEG. 22/62 (35,48) 20/49(40,81) 15/55(27,27)  20/49(40,81)

Apéndice C. Numero absoluto e relativo de odcitos, recuperados de fémeas em estro induzido, em
diferentes graus de maturagdo nuclear (VG: vesicula germinativa; QVG: quebra de vesicula
germinativa; MI: metafase |; A-T |: anafase-teléfase I; MIl: metéfase Il; DEG: degenerados ou
nao passiveis de identificagao), apés 72 horas de cultivo em diferentes meios (1: meio MIV; 2:
meio MIV + progesterona; 3: meio MIV + soro de cadela em estro; 4: meio MIV + progesterona
+ soro de cadela em estro) - Jaboticabal- SP, 2007.

Configuracao

Cromossomica

VG
QVG
Mi
A-T |
Mil
DEG.

Meios
1 2 3 4

15/87 (17,24) 21/86 (24,42)  8/80 (10,0) 2/77 (2,6)
25/87 (28,73) 20/86 (23,26) 21/80(26,25) 19/77(24,68)

7/87(8,04) 8/86(9,30) 8/80 (10,00)  11/77(14,29)

2/87 (2,30) 0/86(0) 0/80(0) 1/77(1,29)

7/87 (8,04) 0/86 (0) 3/80(3,75) 2/77 (2,6)
31/87 (35,63) 37/86(43,02)  40/80(50,0) 42/77(54,54)
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Apéndice D. Numero absoluto de odcitos grau | e numeros absolutos e relativos dos odcitos com
diametro inferior e superior ou igual a 110 um, obtidos de ovarios de fémeas caninas em fase
de anestro — Jaboticabal- SP, 2007.

Animal n° total de n° odcitos n° odcitos
odcitos Grau | diam <110 um diam >110 um

1 45 12 (26,6) 33 (73,3)
2 32 04 (12,5) 28 (87,5)
3 11 03 (27,3) 08 (72,7)
4 40 08 (20,0) 32 (80,0)
5 37 20 (54,0) 17 (46,0)
6 11 02 (18,18) 09 (81,81)
7 30 12 (40,0) 18 (60,0)
8 91 43 (47,25) 48 (52,7)
9 24 06 (25,0) 18 (75,0)
10 18 06 (33,33) 12 (66,6)
11 58 25 (43,10) 33 (56,8)
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Apéndice E. Numero absoluto de odcitos grau I, oécitos com didmetro inferior 110 pm e odcitos com
didametro superior ou igual a 110 ym, obtidos de ovarios em fase pré-ovulatéria, de fémeas

caninas em estro natural - Jaboticabal- SP, 2007.

Animal n° total de n° odcitos diam n° odcitos
odcitos Grau | <110 um diam >110 um

1 113 49 (43,36) 64 (56,63)
2 22 05 (22,72) 17 (77,27)
3 22 06 (27,27) 16 (72,72)
4 56 07 (12,5) 49 (87,5)
5 56 12 (21,42) 44 (78,57)
6 111 34 (30,63) 77 (69,36)
7 58 11 (18,96) 47 (81,03)
8 31 07 (22,58) 24 (77,41)
9 42 07 ( 16,66) 35 (83,33)
10 184 38 (20,65) 146 ( 79,34)
11 48 25 (52,08) 23 (47,91)
12 75 18 (24,0) 57 (76,0)
13 113 43 (38,05) 70 (61,94)
14 30 4 (13,33) 26 (86,66)
15 20 7 (35,0) 13 (65,0)
16 45 10 (22,22) 35 (77,77)
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Apéndice F. Numero absoluto de odcitos grau |, oécitos com didmetro inferior a 110 ym e odécitos com
didametro superior ou igual a 110 ym, obtidos de ovarios de fémeas em estro induzido -

Jaboticabal- SP, 2007.

Animal n° total de n° odcitos diam n° odcitos
odcitos Grau | <110 um diam >110 um
1 92 34 (36,96) 58 (63,04)
2 62 8 (12,90) 4 (87,10)
3 16 3 (18,75) 3 (81,25)
4 53 31 (58,49) 2 (41,51)
5 72 9 (40,28) 3 (59,72)
6 47 7 (36,17) 0 (63,83)
7 73 7 (23,29) 6 (76,71)
8 53 2 (22,64) 1(77,36)
9 99 34 (34,34) 5 (65,66)

Apéndice G. Protocolo de composi¢cao de solugdo de lavagem padrdo TCM199, utilizado para MIV em
céaes. Jaboticabal — SP, 2007.

Solugao Mae TCM 199 - Hepes 5ML
Agua proveniente do sistema Milli-Q 5 ML
TCM 199 0,0475 g
Bicarbonato de sédio 0,0021 g
Hepes sodico (10mM) 0,013 g
Hepes acido (10mM) 0,012 g
Meio de Lavagem S5ML
Solugdo Mae TCM 199 - Hepes 5mL
BSA 0,015g
Piruvato (100mM) 10 uL
Amicacina (16,67 pg/uL) 25uL
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Apéndice H. Protocolo de composicdo de meio de maturagdo padrdao TCM199, utilizado para MIV em

caes. Jaboticabal — SP, 2007.

Solugao Mae TCM 199 bicarbonato 5mL
Agua proveniente do sistema Milli-Q 5mL
TCM 199 0,0475 g
Bicarbonato de sédio (26mM) 0,011g
Meio de Maturagao (MIV) 5mL
Solugao Mae TCM 199 bicarbonato 5,0mL
BSA 0,015g
Piruvato sodico (100mM) 10 pL
Amicacina (16,67 pg/uL) 25 uL
FSH (1 pg/uL) 25 uL
LH (5 pg/uL) 10 L
ITS (16 pg/uL) 5uL
Estradiol 17B (1 pg/uL ) 10 pL

Apéndice I. Método de Romanowsky utilizado para coloragao de esfregagos vaginais. Jaboticabal-SP,

2007.
Ordem de passagem Reagente Tempo
1 Sol. de triariimetano 0,1% Imersao por 5 segundos
2 Sol. de xantenos 0,1% Imersao por 5 segundos
3 Sol. de tiazinas 0,1% Imerséo por 5 segundos

Ap6s a passagem 3 lavar as laminas em agua corrente e secar a temperatura ambiente



Apéndice J. Lista de reagentes e hormonios utilizados. Jaboticabal — SP, 2007
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Produto Codigo/ nome comercial Fornecedor
Amicacina - Biochimico

Bicarbonato de sédio 7412 Sigma
BSA A6003 Sigma
eCG Novormon Syntex
Estradiol E2758 Sigma
FSH Pluset Calier
hCG Vetecor Calier
Hepes acido 4018-01 Sigma
Hepes sédico H3784 Sigma
Hialuronidase H3884 Sigma
Hoescht B2261 Sigma
ITS 11884 Sigma
LH Profasi Calier
Paraformaldeido P6148 Sigma
Piruvato P4562 Sigma
Progesterona P7556 Sigma
TCM199 31.100-027 Gibco
Triton X100 Sigma
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