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citoplasmas de odcitos e células foliculares de foliculos terciarios (C,D).
Setas vermelhas indicam marcacdo positiva moderada e setas azuis
indicam marcacao positiva leve. As imagens A e C foram obtidas na

objetiva de 10x. As imagens B e D foram obtidas na objetiva de 40x. *
correspondem ao controle negativo. Fp (Foliculo primordial); FS (Foliculo
secundario); FT (Foliculo terciario); CF (Células foliculares); TE (Teca); TC
(Tubulos corticais). Jaboticabal-SP, 2012.

Fotomicrografia de cortes histolégicos de Utero de cadela, demonstrando a
imunolocalizagao do Transforming growth factor alfa (TGF-ALFA), utilizado
como controle positivo. Setas vermelhas indicam marcagéo positiva
moderada. A imagem foi obtida na objetiva de 10x. A imagem B foi obtida

na objetiva de 40x. * correspondem ao controle negativo. GE (Glandulas
endometriais). Jaboticabal-SP, 2012.

Comparagéao da intensidade de coloragé@o entre as estruturas ovarianas de
cadelas, avaliadas por meio do teste nao paramétrico de Kruskal-Wallis,
para o anticorpo anti-IGF-1. Letras diferentes indicam que houve diferenca
estatisticamente significativa. Jaboticabal-SP, 2012.

Comparagdo da porcentagem de células coradas entre as estruturas
ovarianas de cadelas, avaliadas por meio do teste ndo paramétrico de
Kruskal-Wallis, para o anticorpo anti-IGF-1. Letras diferentes indicam que
houve diferenga estatisticamente significativa. Jaboticabal-SP, 2012.

Fotomicrografia de cortes histologicos de ovarios de cadelas,
demonstrando a imunolocalizagao do fator de crescimento semelhante a
insulina -1 (IGF-1) nas células foliculares de foliculos primarios (A,B) e
secundarios (A,B,C,D), em odcitos de foliculos primordiais (A), primarios
(A) e secundarios (A,B,C) e nos tdbulos corticais (C). Setas negras indicam
marcagao positiva intensa; setas vermelhas indicam marcacdo positiva
moderada e setas azuis indicam marcacao positiva leve. As imagens Ae C
foram obtidas na objetiva de 10x. As imagens B e D foram obtidas na

objetiva de 40x. * correspondem ao controle negativo. Fp (Foliculo
primordial); FP (Foliculo primario); FS (Foliculo secundario); CF (Células
foliculares); TC (Tubulos corticais). Jaboticabal-SP, 2012.

Fotomicrografia de cortes histologicos de ovarios de cadelas,
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Figura 27

Figura 28

Figura 29

Figura 30

Figura 31

demonstrando a imunolocalizagao do fator de crescimento semelhante a
insulina (IGF-1) nas células foliculares de foliculos primarios, secundarios
(A,B) e terciarios (C,D) e nas células da teca (C,D). Setas vermelhas
indicam marcagdo positiva moderada e setas azuis indicam marcagéo
positiva leve. As imagens A e C foram obtidas na objetiva de 10x. As

imagens B e D foram obtidas na objetiva de 40x. * correspondem ao
controle negativo. Fp (Foliculo primordial); FP (Foliculo primario); FS
(Foliculo secundario); CF (Células foliculares); TE (Células da teca).
Jaboticabal-SP, 2012

Fotomicrografia de cortes histol6gicos de ovario de cadela (A,B) e Utero de
cadela (C,D), demonstrando a imunolocalizagao do fator de crescimento
semelhante a insulina (IGF-1) nas células foliculares de foliculos
secundarios (A), tubulos corticais (A,B), epitélio superficial (A,B) e parede
vascular (A) de ovarios de cadelas, e também no Utero de cadelas com
hiperplasia endometrial cistica (C,D), utilizado como controle positivo.
Setas negras indicam marcacgao positiva intensa; setas vermelhas indicam
marcagao positiva moderada e setas azuis indicam marcagéo positiva leve.
As imagens A e C foram obtidas na objetiva de 10x. As imagens B e D

foram obtidas na objetiva de 40x. * correspondem ao controle negativo. FS
(Foliculos secundarios); TC (Tubulos corticais); ES (Epitélio superficial); GE
(Glandulas endometriais). Jaboticabal-SP, 2012.

Comparagéao da intensidade de coloragéao entre as estruturas ovarianas de
cadelas, avaliadas por meio do teste nao paramétrico de Kruskal-Wallis,
para o anticorpo anti-IGF-1R. Letras diferentes indicam que houve
diferenca estatisticamente significativa. Jaboticabal-SP, 2011.

Comparagao da porcentagem de células coradas entre as estruturas
ovarianas de cadelas, avaliadas por meio do teste nao paramétrico de
Kruskal-Wallis, para o anticorpo anti-IGF-1R. Letras diferentes indicam que
houve diferenca estatisticamente significativa. Jaboticabal-SP, 2012.

Fotomicrografia de cortes histologicos de ovarios de cadelas,
demonstrando a imunolocalizacdo do receptor do fator de crescimento
semelhante a insulina (IGF-1R) nas células foliculares de foliculos
primarios (A,B), odcitos de foliculos primordiais (A,B), tubulos corticais (C),
epitélio superficial (C), odcitos de foliculos primordiais (C) e células
foliculares e oécitos de foliculos secundarios (C,D). Setas negras indicam
marcagado positiva intensa; setas vermelhas indicam marcacdo positiva
moderada. As imagens A e C foram obtidas na objetiva de 10x. As imagens
B e D foram obtidas na objetiva de 40x. * correspondem ao controle
negativo. Fp (Foliculos primordiais); FP (Foliculos primordiais); FS
(Foliculos secundarios); OO (Odcitos); CF (Células foliculares).
Jaboticabal-SP, 2012.

Fotomicrografia de cortes histolégicos de ovario de cadela (A,B) e testiculo
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Figura 32

Figura 33

Figura 34

Figura 35

de rato (C,D), demonstrando a Imunolocalizagao do receptor do fator de
crescimento semelhante a insulina (IGF-1R) nas células foliculares de
foliculos terciarios (A) e o6citos de foliculos terciarios (A,B) de ovario de
cadelas e nos tubulos seminiferos de ratos (C,D), utilizados como controle
positivo. Setas negras indicam marcagdo positiva intensa; setas azuis
indicam marcagao positiva leve. As imagens A e C foram obtidas na

objetiva de 10x. As imagens B e D foram obtidas na objetiva de 40x. *
correspondem ao controle negativo. FT (Foliculos terciarios); CF (Células
foliculares); OO (Odcito); TS (Tubulos seminiferos). Jaboticabal-SP, 2012.

Comparacgao da intensidade de coloracao (azul) e porcentagem de células
coradas (roxo) entre os anticorpos para cada estrutura avaliada. Letras
diferentes indicam que houve diferenca estatisticamente significativa.
Jaboticabal-SP, 2012.

Comparacgao da intensidade de coloracao (azul) e porcentagem de células
coradas (roxo) entre os anticorpos para cada estrutura avaliada. Letras
diferentes indicam que houve diferenca estatisticamente significativa.
Jaboticabal-SP, 2012.

Comparacgéao da intensidade de coloracao (azul) e porcentagem de células
coradas (roxo) entre os anticorpos para cada estrutura avaliada. Letras
diferentes indicam que houve diferenca estatisticamente significativa.
Jaboticabal-SP, 2012.

Comparacao da intensidade de coloracao (azul) e porcentagem de células
coradas (roxo) entre os anticorpos para cada estrutura avaliada. Letras
diferentes indicam que houve diferenca estatisticamente significativa.
Jaboticabal-SP, 2012.

Xviil

61

62

63

64



LISTA DE QUADROS

Quadro1 Anticorpos primarios e concentracdes utilizadas na imuno-histoquimica.

Jaboticabal-SP, 2012.

Quadro2 Anticorpos secundarios utilizados para cada anticorpo primario e as
respectivas diluigdes. Jaboticabal-SP, 2012.

Quadro3 Escores dados para cada intensidade coloragao e porcentagem de células
coradas. Jaboticabal-SP, 2012

X1X

18

19

21



XX

Imunolocalizacao do fator de crescimento semelhante a insulina (IGF-I) e do fator
de crescimento epidermal (EGF) em ovarios caninos (Canis familiaris) e seus
efeitos sobre a maturacao in vitro de odcitos (MIV): avaliacao nuclear
RESUMO -. O objetivo do presente estudo foi avaliar o efeito dos fatores de crescimento
IGF-1 e EGF sobre a maturacdo nuclear de odcitos caninos e também imunolocalizar
estes fatores em amostras de ovarios de cadelas. Foram selecionados 787 complexos
cumulus-oocitos (COCs), provenientes de ovarios de 34 cadelas, em diferentes fases
do ciclo estral, submetidas a ovario-histerectomias eletivas. Os COCs foram dividos em
trés grupos para diferentes tratamentos, A (TCM 199, n=199), B (TCM 199 + 100ng/mL
de EGF, n=208) e C (TCM 199 + 100 ng/mL IGF-1, n=204). Apdés 96 horas de
incubacédo a 38 °C em atmosfera de 5% de CO,, 50% dos odcitos, desprovidos das
células do cumulus, de cada grupo foram corados com Bisbenzimida H33342 (Hoechst)
e 50% com 4',6-Diamidino-2-phenylindole (Dapi). A adicdo de EGF ou de IGF-1 ao meio
TCM 199 nao foi benéfica a maturagdo in vitro (MIV) de oécitos de cadelas, e a
coloracao Hoechst foi mais eficaz para a avaliacao dos estagios de maturagao nuclear
de odcitos de cadelas. Os tratos reprodutivos das 34 cadelas foram coletados, fixados,
processados e incluidos em parafina. Os fragmentos de ovarios foram cortados,
montados em Iamina, desparafinizados e reidratados. A técnica de Imuno-histoquimica
foi realizada utilizando os seguintes anticorpos: Anti-EGF-pc (Ab-3, Calbiochem), Anti-
IGF-1-pc (Ab-2, Calbiochem). As amostras foram incubadas overnight. O anticorpo
primario foi detectado utilizando I9G secundaria biotinilada de cabra anti-coelho ou de
coelho anti-cabra, com complexo avidina-biotina-peroxidase. A detecg¢do da reacao foi
feita com o AEC (Vector). A imuno-histoquimica revelou a presenca de EGF e do IGF-1
no ovario da cadela. O EGF foi imunolocalizado no citoplasma das células foliculares
(CF) e nos odécitos de foliculos secundarios e terciarios e também na parede vascular,
nos corddes de células da granulosa e nas células luteinicas (CL), enquanto que o IGF-
1, nos nucleos das mesmas estruturas e também no epitélio superficial, estroma
ovariano, tubulos corticais, endotélio vascular, CF de foliculos primarios, células da teca

e oocitos de foliculos primordiais e primarios.

Palavras — chave: odcito, maturacao, cadelas, fator de crescimento.
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Immunolocalization of the insulin like growth factor-1 (IGF-1) and epidermal
growth factor (EGF) in canine ovaries and their effects on in vitro maturation
(IVM): nuclear evaluation
ABSTRACT- The aim of the present study was to assess the effect of the addition of
EGF or IGF-1 to the culture medium TCM 199 on nuclear maturation of canine oocytes
and to determine the distribution of these growth factors in the ovary of the bitch. 787
comulus-oocyte complexes (COCs) were sampled during different phases of the oestral
cycle from 34 bitches submitted to elective ovariohysterectomy. The COCs were
distributed into three groups: A (TCM 199, n= 199); B (TCM 199 + 100ng/ml of EGF,
n=208) and; C (TCM 199 + 100ng/ml of IGF-1, n=204). Following 96 hours of incubation
at 38 °C, in sterile atmosphere with 5% CO2, the nuclear maturation stage was
evaluated following bisbenzimide 33342 (50%) or 4',6-Diamidino-2-phenylindole staining
(50%). The addition of EGF or IGF-1 to the TCM 199 did not favour the IVM of canine
oocytes. The bisbenzimide 33342 staining was better than 4',6-Diamidino-2-
phenylindole staining in the assessment of nuclear maturation stage of canine oocytes. .
Reproductive tracts from 34 bitches at the different phases of the estrous cycle were
collected, fixed and processed with paraffin embedding. Sections were cut, mounted,
dried, deparaffinized and rehydrated. Immunocytochemistry was performed using a
dilution of the following antisera: anti-EGF-pc (Ab-3, Calbiochem) and Anti-IGF-1-pc (Ab-
2, Calbiochem ). Samples were incubated overnight. Primary antibody binding was
detected using a biotynilated secondary goat-anti-rabbit or rabbit anti-goat IgG with
avidin-biotin-peroxidase complexing. The detection reagent was AEC (Vector).
Immunohistochemistry revealed the presence of EGF and IGF-1 in the ovary of the
bitch. EGF was localized in the cytoplasm, while IGF-1 staining was nuclear. EGF was
immunolocalized in the follicular cells (FC) and in the oocytes of secondary and tertiary
follicles, as well as, in the vascular wall, granulosa cells strings and in the luteal cells
(LC). IGF-1 was imunolocalizated in the same structures and in the superficial
epithelium, stroma, cortical tubules, FC of primary follicles, thecal cells and oocytes

primordial and primary follicles.

Keywords: oocytes, maturation, bitches and growth factor



1. INTRODUCAO

A partir de 1990, com o inicio do interesse da comunidade cientifica pela
preservacao de espécies ameacadas de extingcdo, ocorreu um grande desenvolvimento
das biotecnologias da reproducdo em carnivoros (LUVONI, 2000). Desde entao,
canideos e felideos domésticos sao utilizados como modelos experimentais (DURRANT
et al., 1998).

Em canideos, a maturagao in vitro (MIV) apresenta taxas limitadas, com valores
que variam de 0 a 58% (FARSTAD, 2000). LUVONI (2000) refere taxas ainda piores,
que giram em torno de 20%, enquanto que, em felinos, cerca de 75% dos o0d0citos
completam a maturacdo (NAGANO et al., 2008).

Algumas peculiaridades da biologia reprodutiva das cadelas tém sido
responsabilizadas por estas baixas taxas de maturagdo. A luteinizagdo pré-ovulatoria,
que é marcada por uma inversao na concentracao hormonal no final do proestro e inicio
do estro, havendo um crescente aumento nos niveis de progesterona e decréscimo nas
concentracoes de estrdgeno, expde o odcito a elevadas concentragdes intra-foliculares
de progesterona, as quais atingem 7700 ng/mL (LUVONI et al., 2005).

Outra particularidade da cadela € que o oécito é ovulado em estagio imaturo, no
inicio da primeira divisdo meidtica, na fase de vesicula germinativa (VG), portanto, os
estagios subseqlientes da maturagdo meidtica, como quebra da vesicula germinativa
(QVG), metafase | (MI), anafase I, teléfase | e extrusdo do primeiro corpusculo polar na
metafase Il (MIl), assim como a fecundagdo, ocorrem no oviduto. Tal peculiaridade
justifica a importancia do ambiente oviductal para a maturacéo oocitaria canina, pois o
oviduto € responsavel por sustentar durante um extenso periodo, a sobrevivéncia dos
odcitos liberados ainda imaturos até completarem o seu desenvolvimento, serem
fecundados e atingirem o estagio de blastocisto (FARSTAD et al., 1989; LUVONI et al.,
2005). Em outras espécies de mamiferos o odcito em fase de vesicula germinativa sofre
reinicio da meiose nas etapas finais da maturacgao folicular, sendo ovulado em metéafase
Il (FARSTAD et al., 1989; LUVONI et al., 2005).



Tendo em vista os poucos conhecimentos sobre a biologia da reproducédo na
espécie canina, o objetivo deste trabalho foi analisar o efeito dos fatores de crescimento
IGF-1 e EGF sobre a maturacdo de odcitos caninos, bem como imunolocalizar e
quantificar esses fatores de crescimento no ovario através da imuno-histoquimica,
podera subsidiar pesquisas na area de biotecnologia da reprodugcdo em canideos
domeésticos e silvestres.

2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. Meios de transporte de ovarios e obtencao dos oécitos

Os ovarios quando retirados do organismo vivo necessitam ser mantidos em
condicbes adequadas. Diversos meios de preservacdo e transporte podem ser
adotados, tais como: solugéo salina a 35°C (OTOI et al., 2000) e 38 °C (HAY et al.,
1997), solucao salina suplementada com gentamincina a 37°C (HEWITT & ENGLAND,
1997), PBS com penicilina e estreptomicina a 39°C (HEWITT & ENGLAND, 1997;
HEWITT & ENGLAND, 1998a; HEWITT & ENGLAND, 1998b) e solugcédo salina 0,9%
suplementada com penicilina G so6dica, sulfato estreptomicina e anfoterecina B
(NICKSON et al., 1993; HEWITT et al., 1998).

Os oo0citos sdao obtidos principalmente por slicing ou fatiamento do ovario
(NICKSON et al., 1993), e por digestao enzimatica (BOLAMBA et al., 2002). Essas duas
técnicas apresentam um maior numero de odcitos recuperados quando comparadas a
técnica de aspiracdo. Pelo fato dos ovarios e foliculos dos carnivoros domésticos
possuirem um tamanho pequeno e os foliculos tornarem-se visiveis apenas poucos dias
antes da ovulagao, a aspiragao se torna de dificil execug¢ao (OTOI et al 2000). A técnica
de digestdo enzimatica, apesar de apresentar reduzido numero de o00citos
degenerados, causa muitos danos as células da granulosa (BOLAMBA et al., 2002).

Para lavagem dos ovérios e retirada dos odcitos, diversos meios sao referidos

pela literatura cientifica: lavagem dos ovarios em solugdo salina suplementada com



gentamicina a 37°C e manutengao dos odcitos retirados por puncgao folicular em meio
TYH (solugcdo Krebs-Ringer bicarbonato modificada) com 10% de soro fetal bovino
inativado e sulfato de gentamicina (YAMADA et al., 1992); lavagem dos ovarios em PBS
a 37°C e dos odcitos retirados por fatiamento em meio TCM199 com sais de Earle,
HEPES, L-glutamina e sulfato de gentamicina (HAY et al., 1997); fatiamento em PBS
com gentamicina (CONCANNON et al., 1989); ovérios fatiados em PBS com 0,5% de
albumina sérica bovina (NICKSON, et al., 1993) , lavagem e fatiamento dos ovarios em
TCM 199 com sais Earle, HEPES, penicilina, sulfato de estreptomicina e bicarbonato de
sodio (HEWITT & ENGLAND, 1997; DURRANT et al.,, 1998; HEWITT & ENGLAND,
1998a ); lavagem dos ovérios e obtengéo dos oécitos em PBS com 0,4% de BSA (OTOI
et al., 2000); manutencao e fatiamento dos ovarios em TCM 199 com 20% soro fetal
bovino inativado, penicilina, estreptomicina e bicarbonato de sédio a 39°C (HEWITT &
ENGLAND, 1998a).

E possivel utilizar alternativamente solucdes de digestdo como, por exemplo,
meio BWW (Briggers-Whitten-Whittingham) modificado, sem BSA, contendo colagenase
e Dnase, durante 1 hora a 37°C, para fragmentos ovarianos de 1-2mm. Neste trabalho,
os autores compararam trés protocolos de digestdo para recuperacao de foliculos de
tecido ovariano, verificando que o protocolo de digestao seguido de refrigeracdo a 4°C
overnight apresentou a menor porcentagem de od6citos degenerados, porém com
foliculos apresentando oocitos com camadas de células da granulosa danificadas ou
ausentes (HEWITT et al., 1998).

STROM HOLST et al. (2001) e RODRIGUES & RODRIGUES (2003), relataram
que nao existe diferenga significativa com relagdo ao numero de oécitos obtidos entre
animais de raca pura e sem racga definida e entre cadelas de diferentes pesos corporais.
RODRIGUES & RODRIGUES (2003) demonstraram ainda que quanto maior € a idade
da cadela, menor é a taxa de odcitos recuperados. Quanto a influéncia da fase do ciclo
estral na recuperacao de odcitos, os resultados sdo controversos; alguns autores
referem que ha uma tendéncia para uma maior taxa de odécitos recuperados durante a
fase folicular do ciclo estral (STROM HOLST et al.,2001), porém RIBEIRO (2007)



demonstrou que nao ha diferenca significativa. Em seu estudo apenas encontrou tal

correlagdo nos animais em que o estro foi induzido hormonalmente.

2.2. Selecao dos odcitos

Uma particularidade dos odcitos de cadelas € que estes apresentam uma grande
quantidade de material lipidico, o que confere ao citoplasma uma coloracao mais escura
quando comparados a oocitos de outras espécies de mamiferos (LUVONI et al., 2005).
Somente podem ser selecionados para a MIV de cadelas, os complexos oécitos-
cumulus (COCs) grau 1, ou seja, aqueles com citoplasma uniformemente escuro, zona
pelucida intacta, diametro superior a 100 um e circundados por duas ou mais camadas
de células do cumulus (BOLAMBA et al., 1998).

Além dos fatores morfoldgicos acima citados, outros sdo importantes na selegcéao
de odcitos com habilidade para reassumir a meiose, como a idade da doadora e a fase
do ciclo estral. Segundo HEWITT & ENGLAND (1998a), odcitos obtidos de fémeas
maiores que sete anos tém menor habilidade para reassumir a meiose. Embora alguns
autores tenham observado que a fase do ciclo estral da fémea nédo influencia a
maturacao in vitro de odcitos de cadelas (HEWITT & ENGLAND, 1997; RODRIGUES &
RODRIGUES, 2003; RIBEIRO, 2007), recentemente, tém-se dado muito importancia a
este fato, e alguns trabalhos demonstraram que os indices de maturacdo foram
melhores quando as doadoras estavam em estro ou proestro quando comparadas com
doadoras em anestro ou diestro (OTOlI et al., 2001; LUVONI et al., 2001; LUVONI et al.,
2005; CUI, et al.,, 2006). Isto pode ser explicado devido as jungdes do tipo gap
permanecerem fechadas em COCs obtidos de fémeas na fase luteal do ciclo estral, e
abertas em COCs obtidos na fase folicular (LUVONI et al., 2005).

2.3. Meios de maturacao

Os meios de maturagdo geralmente sdo adaptacées daqueles utilizados em
bovinos, sendo assim, os mais utilizados sdo o SOF, “Synthetic Oviduct Fluid”,
(HEWITT & ENGLAND, 1999; BOLAMBA et al., 2002; MARTINS, 2005, MACHADO et



al., 2007) e, principalmente o TCM 199, “Tissue Culture Medium” 199 (OTOI et al.,
2000; SONGSASEN et al., 2001; RODRIGUES & RODRIGUES, 2003; APPARICIO-
FERREIRA, 2006; PIRES, 2007; RIBEIRO, 2007), acrescidos de fatores de
crescimento, proteinas, antibiéticos, horménios e antioxidantes.

Com o objetivo de mimetizar o ambiente oviductal, alguns pesquisadores
estudaram o co-cultivo de odcitos em células do oviduto de cadelas e demonstraram
que este procedimento teve um efeito positivo sobre a MIV de odcitos de cadelas.
(BOGLIOLO et al., 2002)

Com base na fisiologia reprodutiva peculiar da cadela, onde os odcitos sdo
expostos a elevadas concentracdes de progesterona no foliculo pré-ovulatério, muitos
estudos foram realizados com suplementacdo de hormdnios esterdides (estrégeno e
progesterona) aos meios de maturacdo. VANNUCCI et al. (2003) verificaram que a
adicao de estrégeno e progesterona ao meio de maturagao apresentou efeito benéfico
sobre a MIV de odcitos de cadelas, o mesmo foi encontrado por APPARICIO-
FERREIRA (2006), ao adicionar hCG, progesterona e estradiol. Em contrapartida,
RIBEIRO (2007) relatou que a adi¢cdo de progesterona nao apresentou efeito positivo
sobre a MIV.

Os radicais livres produzidos pelo metabolismo oxidativo sdo prejudiciais ao
processo de MIV (DEW, 2001). Visando diminuir os danos causados por estas
substancias, alguns estudos com a adicdo de compostos antioxidantes ao meio de
cultivo foram realizados. KIM et al. (2004) concluiram que a adicdo de B-
mercaptoethanol ao meio de cultivo melhorou as taxas de MIV em cadelas, porém,
PIRES (2007) ao estudar os efeitos da cisteina e da cisteamina, verificou que nao
houve efeito positivo.

Alguns pesquisadores acreditam que os espermatozdides apresentam papel
importante na retomada da meiose de odcitos de cadelas durante o processo de
maturacdo in vivo, sendo assim, estudos com meios de cultivos acrescidos de
espermatozoides foram desenvolvidos, porém nao foi verificado efeito positivo sobre a
MIV (SAINT DIZIER et al., 2001).



Entre os fatores de crescimento relacionados com a agdo na maturacao nuclear
do odcito, estdo o fator de crescimento derivado das plaquetas (PDGF), o fator de
crescimento derivado da insulina (IGF-1) e o fator de crescimento epidermal (EGF)
(PARIA & DEY, 1990; HEYNER et al., 1993; BORTOLOTTO et al., 2001; KITIYANANT
et al., 2003).

Os fatores de crescimento semelhantes a insulina (IGF | e Il) sdo peptideos com
similaridades estruturais a pro-insulina, conhecidos como somatomedinas (MACHADO
et al., 2007). Eles podem participar na maturacéao do odcito, ovulacao, implantagao e
embriogénese (MACHADO et al., 2007) e sabidamente estimulam a diferenciagdo e
proliferagdo das células da granulosa em ratas, assim como melhoram a sobrevivéncia
dessas células, por controlarem o mecanismo de apoptose (MAZERBOURG et al.,
2003).

O EGF é um polipeptideo de cadeia simples e um dos muitos fatores de
crescimento encontrados por todo o corpo, inclusive em foliculos antrais em
crescimento no ovario e estdo envolvidos na sintese de DNA e proliferacao das células
da granulosa (KIM et al., 2004), e assim como o IGF-1, sabe-se que o EGF possui
efeito anti-apoptético em tecido ovariano, ou seja, exerce papel fundamental na
sobrevivéncia das células (LUCIANO et al., 2000). Localmente, ambos (EGF e IGF-1)
produzem efeitos paracrinos e autécrinos sobre a proliferacao celular (KIM et al., 2004;
MACHADO et al., 2007).

In vitro, o EGF e o IGF-1 melhoram a MIV de odcitos de mamiferos por meio da
ativacdo do fator promotor da meiose (MPF) e de outras Kinases, como a proteina
ativadora da mitose (MAP-Kinase) (SAKAGUCHI et al., 2002).

CUI et al. (2006) e KIM et al. (2004) demonstraram que o EGF melhorou as taxas
de maturacéo, quando utilizados oécitos de cadelas em estro e 72 horas de maturagao.
O EGF, em combinagcado com tratamento hormonal, aumentou a expansao das células
do cumulus e foi observada uma tendéncia em melhorar as taxas de retomada da
meiose na MIV de odcitos caninos. Entretanto, o EGF sem tratamento hormonal néo
apresentou efeitos benéficos na MIV de oécitos caninos (BOLAMBA et al., 2006).
MACHADO et al. (2007) também trabalhando com MIV de odcitos de cadelas



demonstraram que a adicdo do IGF-1 ao meio SOF ndo aumentou as taxas de
maturacgao.

Muitas pesquisas foram realizadas com MIV e fatores de crescimento em
diferentes espécies. Em bufalas, a adicdo de EGF ou IGF-1 ao meio de maturacao
melhorou os indices de maturacao, de fertilizacao e desenvolvimento de embrides in
vitro, sendo que os melhores resultados foram obtidos com a combinacdo do EGF e
IGF-1 (PUROHIT et al., 2005). Porém, em outro trabalho com bufalas, foi relatado que o
IGF-1 e 0 EGF ndo melhoraram a MIV (SINGHAL et al., 2009).

Em bovinos, o EGF e o IGF-1, adicionados juntos ao meio de maturagao
aceleraram a progressdo na meiose na MIV, porém ndo aumentaram a taxa de
clivagem (SAKAGUCH et al., 2000). Em um experimento com ovinos, foi encontrado
que o IGF-1 ndo melhorou os indices de MIV, ao contrario do EGF que apresentou
efeito benéfico (GULER et al., 2000).

Em bovinos a adicdo de PDGF aumentou as taxas de blastocisto ou de
desenvolvimento embrionario (BORTOLOTTO et al., 2001). KITIYANANT et al. (2003)
demonstraram que, em felinos, a maturagao é estimulada pela adicao do IGF-1 ao meio
de cultivo.

SIROTKIN et al. (2000), em um estudo de MIV de oécitos em suinos, com meio
TCM 199 suplementado com IGF-I, IGF-Il e EGF, separadamente, encontrou acréscimo
na taxa de MIV. SOMMER et al. (1992) e DING & FOXCROFT (1994) também
demonstraram em suinos que o EGF e o TGF-ALFA estimulam a maturagdo nuclear e
citoplasmatica de odcitos.

Os receptores para a insulina e IGF-l possuem estruturas similares e afinidade
cruzada, no entanto, a insulina possui um efeito metabdlico muito mais potente do que o
IGF-I (HADLEY, 1988; HEYNER et al., 1993; BORTOLOTTO et al., 2001). Em primatas
foi demonstrado que o IGF-I trabalha em sinergia com o hormdnio luteinizante na
producao de andrdégenos pelas células da teca e na indugéao da atividade da aromatase
das células da granulosa (ZELZNIK & BENYO, 1994).

Na foliculogénese, a insulina tem acdo na manutengcdo e crescimento dos

foliculos primordiais e primarios e, em baixas concentragdes, pode aumentar as taxas



de formacao de foliculos primarios (ZELZNIK & BENYO, 1994). Em ratos, a insulina tem
acao sobre as células da granulosa estimulando a atividade esteroidogénica (YU &
ROY, 1999). Em outro experimento com bovinos ficou demonstrado que a insulina
estimula o desenvolvimento de embrides de oito células até a fase de blastocisto
eclodido (HEYNER et al., 1993). Nas fases de morula e blastocisto, a insulina estimula
a sintese de RNA e DNA do embrido (HEYNER et al., 1993).

2.4.Tempo de cultivo

O tempo de cultivo dos odcitos pode chegar até a 120 horas (LUVONI et al.,
2005). Quanto maior o tempo utilizado na MIV, menores serdo os achados de VG e
maiores os de QVG e MII, porém maiores serdo também as porcentagens de oécitos
degenerados (LUVONI et al., 2005). Algumas pesquisas relataram que o tempo de 72
horas seria o ideal para MIV de odcitos de cadelas (LUVONI et al., 2005).

2.5. Formas de avaliacao

A eficiéncia da MIV deve ser avaliada com base na maturacdo nuclear e
citoplasmatica do oécito (LUVONI et al., 2005; APPARICIO-FERREIRA, 2006; LANDIM-
ALVARENGA, 2006, MACHADO et al. 2007; PIRES, 2007; RIBEIRO, 2007,).

Estruturalmente, os odcitos sdo compostos por nucleo (vesicula germinativa),
nucléolo, mitocéndrias, complexo de golgi, granulos corticais, ribossomos, fibrilas
citoplasmaticas e zona pelticida (LUVONI et al., 2005; APPARICIO-FERREIRA, 20086;
ALVARENGA, 2006, MACHADO et al., 2007; PIRES, 2007; RIBEIRO, 2007). Jungbes
comunicantes sdo observadas entre o odcito e as células da granulosa, que formam a
coroa radiata, estabelecidas antes mesmo da formacdo da zona pellcida e, sao
responsaveis pela nutricdo do oécito (GREENWALD & TERRANOVA, 1988; LUVONI et
al., 2005; LANDIM-ALVARENGA, 2006). A zona pelucida, de natureza glicoprotéica,
possui origem controversa nas diversas espécies de animais, podendo ser derivada das
células foliculares ou do o6cito ou mesmo de ambas estruturas (GREENWALD &
TERRANOVA, 1988; LANDIM-ALVARENGA, 2006).



Quando retirados dos foliculos e maturados in vitro, os odcitos da maioria dos
mamiferos retomam a meiose, 0 que ndo acontece com a cadela (GREENWALD &
TERRANOVA, 1988; LUVONI et al., 2005; LANDIM- ALVARENGA, 2006). O processo
de maturagédo nuclear do odcito compreende o término da primeira reducdo meidtica,
incluindo as de progressao de dipléteno da primeira profase meidtica até metafase Il
(LANDIM-ALVARENGA, 2006). In vivo, esse processo tem inicio simultaneamente com
0 pico pré-ovulatério de LH e, in vitro, com a retirada do o6cito do ambiente folicular, em
outros mamiferos que ndo as cadelas (HEWITT & ENGLAND, 1997, HEWITT &
ENGLAND, 1998, OTOI et al., 2000; ALVARENGA, 2006 ). Nas cadelas, o oécito
completa a primeira divisdo meidtica em dois a cinco dias apds a ovulagéo e, apds
fecundagédo, desenvolve-se até blastocisto no ambiente tubarico (TSUTSUI, 1989,
HEWITT & ENGLAND, 1998). O espermatozoide pode manter-se viavel por até seis
dias apos a cobertura e pode penetrar oécitos imaturos (HEWITT & ENGLAND, 1998).

A avaliagdo da maturacao nuclear deve ser feita utilizando-se a técnica de
fluorescéncia, devido a grande quantidade de material lipidico presente em odcitos de
canideos (BOLAMBA et al., 2002). Apds o tempo de cultivo, as células do cumulus séo
retiradas, por meio de sucessivas passagens em hiluronidase 0,2%. O oécito desnudo é
entdo corado com bisbenzimide (LUVONI et al., 2005; APPARICIO-FERREIRA, 2006;
ALVARENGA, 2006, MACHADO et al., 2007; PIRES, 2007; RIBEIRO, 2007).

Para a classificacdo do grau de maturagdo, preconiza-se o seguinte padrao:
vesicula germinativa (VG), presenca de nucleo vesicular com cromossomos pouco
condensados; quebra da vesicula germinativa (QVG): cromossomos apresentam algum
grau de condensacao com dispersa distribuicdo, porém ainda com nucleo de aspecto
vesicular; metafase | (MI): cromossomos atingem grau mais avangado de condensagao,
ndo sendo possivel a visualizagdo individual dos cromossomos; metafase Il (Mll):
apresentam um grupo denso de cromossomos formando o primeiro corpusculo polar e
outro grupo, mais afastado, caracterizado pela placa metafisaria; e degenerados ou nao
passiveis de identificacao (HEWITT & ENGLAND, 1998; LUVONI et al., 2005;
APPARICIO-FERREIRA, 2006; ALVARENGA, 2006; MACHADO et al. 2007; PIRES,
2007; RIBEIRO, 2007).
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Para a avaliacdo da maturacdo citoplasmatica sao consideradas algumas
caracteristicas das organelas das células, tais como: posigdo dos granulos
citoplasmaticos e das mitocdndrias; para esta finalidade, deve ser retirada a zona
pelicida do odcito desnudo para posterior coloracao dos granulos corticais em solugdo
Lens culinaris. Os granulos corticais de o6citos maturos estao localizados na periferia
do oécito, ao passo que em odcitos imaturos estdo na regiao central (MACHADO et al.,
2007; APPARICIO-FERREIRA, 2006).

2.6. Imuno-histoquimica

A técnica de imuno-histoquimica (IHQ), seguimento moderno da histoquimica, é
um conjunto de metodologias relativamente recentes cuja crescente utilizagdo tem
provocado grande impacto na patologia humana e veterindria, devido a sua elevada
sensibilidade e especificidade (OLIVEIRA, 1998) .

Teve origem na década de 40, com o desenvolvimento das técnicas de
imunofluorescéncia (COONS et al., 1941; COONS, 1961). Entretanto, o fato de a
imunofluorescéncia possuir varias limitagdes (requer equipamentos de alto custo,
necessidade de material fresco ou especialmente preparado, possibilidade limitada de
conservagao do material e pouca definicdo da morfologia celular e tissular) estimulou a
busca de uma técnica alternativa que fosse compativel com o processamento
histolégico de rotina. Além de combinar técnicas anatébmicas, imunoldgicas e
bioguimicas, a IHQ tem como principais vantagens a localizagdo de componentes
teciduais definidos (in situ), mediante o emprego de anticorpos especificos e de
moléculas marcadoras e a utilizagdo de amostras conservadas por diferentes meios,
como por exemplo fixadas em formol, congeladas, dentre outras (GIMENO, 1995).

A IHQ é um método eficaz, por permitir a localizacdo de substancias como
proteinas séricas, imunoglobulinas, enzimas, horménios e patdégenos, em tecidos
integros (OLIVEIRA, 2005).

O EGF foi isolado pela primeira vez na glandula salivar de rato (COHEN, 1962).
EGF e TGF-ALFA pertencem a mesma familia, apresentam de 40 a 50% de homologia



11

estrutural e ambos se ligam ao EGF-R e induzem efeitos biol6gicos semelhantes, como
divisdo celular, diferenciagéo e sobrevivéncia (DERYNCK et al., 1984).

Nao ha relatos na literatura sobre imunolocalizacao do EGF e IGF-1 em ovarios
de cadelas. TAMADA et al. (2005) demonstraram que o receptor do EGF e o TGF-ALFA
estao presentes no lumen e no epitélio glandular do Utero de cadelas e, concluiram que
esta marcacao foi mais intensa durante o estro. Outros autores concluiram que o IGF-1
esta presente em altas concentragdes no epitélio do endométrio uterino de cadelas com
piometra, e assim, pode estar envolvido na patogénese da piometra (DE COCK et al.,
2002).

REEKA et al. (1998) localizaram o EGF, TGF-ALFA e o EGF-R em ovarios
humanos e relataram que o EGF e TGF-ALFA apresentaram a mesma distribuicao,
sendo localizados nas células da granulosa de foliculos antrais, pré-antrais e pré-
ovulatérios e também nas células da teca e células luteinicas, enquanto que o EGF-R
esteve presente apenas nas células da granulosa de foliculos antrais.

OSCAKIR et al. (2005) localizaram o EGF e o TGF-ALFA em ovarios de ratas, e
descreveram que estes fatores estdo presentes no endotélio vascular, estroma
ovariano, células da granulosa e células luteinicas. FUKUMATSU et al. (1995)
imunolocalizaram o EGF em ovarios de ratas e relataram marcagéo positiva apenas nas
células da granulosa e antro folicular.

ERGIN et al. (2008) mostraram que o IGF-1 esta presente em ovarios de ratas
nas células da granulosa, células da teca, células luteinicas e nos oécitos. GIORDANO
& OLIVEIRA (2004) concluiram que os receptores do IGF-1 estdo presentes em maior
quantidade nas células da granulosa de ovarios de mulheres com sindrome do ovario
policistico do que em ovarios normais.

O EGF, TGF-ALFA, IGF-1 e seus receptores nunca foram imunolocalizados nos
ovarios de cadelas, e como foi descrito anteriormente, estes fatores de crescimento
possuem muitas fungées na reproducdo, sendo assim, a imunolocalizacao destes
podera ajudar a elucidar o complexo mecanismo de desenvolvimento folicular e

maturacao oocitaria na cadela.
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3. OBJETIVOS

Avaliar o efeito dos fatores de crescimento IGF-1 e EGF sobre a maturacao de
o0citos caninos.

Avaliar a eficacia da coloragdo DAPI na observagao dos estagios de maturacao
nuclear de o6citos caninos.

Imunolocalizar esses fatores de crescimento, assim como seus receptores, e

também o TGF-ALFA, em ovéarios de cadelas.

4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Colheita dos ovarios

Os ovarios de 34 cadelas de diferentes racas, com idades variando de oito
meses a sete anos, provenientes de ovario-histerectomias eletivas, realizadas no
Projeto de Extensao Universitaria “Controle Reprodutivo de Caninos e Felinos no
Municipio de Jaboticabal” e no Hospital Veterinario “Governador Laudo Natel”, da
Universidade Estadual Paulista, CaAmpus de Jaboticabal, foram colhidos, liberados das
bolsas ovarianas, lavados e acondicionados em solugao salina (NaCl a 0,9%) a 37°C.
Em seguida, foram transportados ao Laboratério de Reprodugdo Animal do
Departamento de Medicina Veterindria Preventiva e Reproducdao Animal, da
Universidade Estadual Paulista, Campus de Jaboticabal.

Os histéricos reprodutivos de cada cadela foram informados pelos seus
respectivos proprietarios antes de cada cirurgia. A fase do ciclo estral foi determinada
por meio do historico reprodutivo, comportamento do animal, observacao macroscoépica
dos ovarios, dosagem de progesterona e citologia vaginal corada pelo método rapido de
Pandtico.

4.2. Colheita dos odcitos
No laboratério, os ovarios foram transferidos para frascos estéreis contendo

solucado PBS, acrescida de 10% de soro fetal bovino (SFB), em temperatura de 37°C.
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Em seguida foram colocados em placa de Petri com a mesma solucao e apés foram
cortados com lamina de bisturi n°. 24, em espacgos de aproximadamente 2 mm para
liberacdo dos odcitos. Os odcitos foram lavados em solucdo comercial (tissue culture
médium 199,M5017, Sigma-Aldrich) - Hepes acrescido de sulfato de amicacina, solugao
de piruvato sdédico (P-4562, Sigma-Aldrich) e SFB para posterior selecao (Figura 1).

Figura 1 — Fotografia do fatiamento dos ovarios de cadelas apds a coleta e placas de cultivo 35
x 10mm (setas) contendo solugdo para lavagem e selegao dos od4citos.
Jaboticabal-SP, 2012.

Foram selecionados 840 complexos cumulus-o6citos (COCs) classificados como
Grau | (Figura 2), ou seja, aqueles COCs com ooplasma uniformemente escuro, com
zona pelulcida intacta, com diametro superior a 100 um e circundados por uma ou mais
camadas de células do cumulus. Estes COCs foram aleatoriamente agrupados nos
tratamentos controle (meio de maturacado TCM 199, n=199), IGF-I (TCM 199 + IGF-I,
n=204), EGF (TCM 199 + EGF, n=208) e grupo M0 (momento zero, n=229), sendo este
ultimo (MO) feito para avaliar o grau de matura¢do nuclear no momento da colheita dos
mesmos.
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Figura 2 - Fotomicrografia de COCs Grau 1. Note ooplasma uniformemente escuro, com zona
pelucida intacta, circundado por uma ou mais camadas de células do cumulus e
com didmetro superior a 100 wm. Microscopio estereoscopio, aumento de 4x.
Jaboticabal-SP, 2012.

4.3. Maturacao nuclear In Vitro de oocitos caninos.

Para a avaliacdo do efeito do fator de crescimento derivado da insulina tipo |
(IGF-1, 1-3769, Sigma-Aldrich) e epidermal (EGF, E-9644, Sigma-Aldrich), os COC’s
(840) foram alocados em placas de cultivo (nunc), agrupadas em no maximo 10 células
por cavidade, sendo que cada placa continha odcitos de apenas uma cadela. Para cada
cavidade contendo 500 ul do meio de maturacao (TCM 199), foi acrescido 100 ng/ml de
IGF-1 (grupo IGF-1, n=204) ou dose pré-determinada de EGF, também 100 ng/ml (grupo
EGF, n=208), os quais foram comparados ao meio sem fator de crescimento (grupo
controle, n=199). Os COCs ficaram incubados a 38,5°C em atmosfera com 5% de CO,,
durante 96 horas (Figura 3). Os meios de maturacao dos trés grupos continham ainda
FSH, LH e estradiol.
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CADELA 1 ESTRO
CON IGF-1
10 10

Figura 3 — Fotografia exemplificando a placa de cultivo tipo nunc com meio de maturacéo, onde
0s COCs Grau | ficaram incubados por 96 horas em estufa a 38,5°C com atmosfera
de 5% de CO,. O exemplo acima se refere a uma cadela no estro, da qual foram
obtidos 40 odcitos grau 1, sendo distribuidos 10 odcitos para cada grupo (MO,
CON, EGF e IGF-1), vale ressaltar que o grupo MO nao sofre maturacao, portanto

nao encontra-se representado na placa. Jaboticabal-SP, 2012.

4.4. Avaliacao da maturacao nuclear

No MO (grupo MO, n=229) e apds o tempo de cultivo (96 horas) as células do
cumulus foram removidas dos odécitos (Figura 4), por meio de repetidas passagens em
hialuronidase 0,2%. A metade dos odcitos desnudos foram corados aleatoriamente com
HOESCHT (Bisbenzimida H33342 Fluorocromo, B2261, Sigma-Aldrich) e a outra
metade corados por DAPI (4',6-Diamidino-2-phenylindole, D9564, Sigma-Aldrich). A
avaliacdo do estagio de maturacdo nuclear foi realizada em microscépio de

epifluorescéncia, com luz ultravioleta e filtro de 365 a 480 nm.
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Figura 4 — Fotomicrografia dos oécitos de cadelas apds remogao das células do cumulus.
Microscépio estereoscopio, aumento de 4x. Jaboticabal-SP, 2012.

Os COC’s do grupo controle (n=199) foram processados e cultivados da mesma
maneira que os grupos em que os COC’s foram tratados.
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Figura 5 — Esquema representativo de todo o processo de MIV. (1

~

Slicing, (2) oécitos grau 1,
(3) Placa nunc com os meios de maturacao, (4) oécitos desnudos, (5) avaliagao
nuclear da MIV. Jaboticabal-SP, 2012.

4.5. Imuno-histoquimica

Os fragmentos de ovarios obtidos das 34 cadelas deste estudo foram submetidos
aos procedimentos de rotina de fixacdo e inclusdao em parafina do Departamento de
Patologia Veterinaria da FCAV UNESP, Campus de Jaboticabal-SP. Cortes de cinco
micrédmetros de espessura foram confeccionados e examinados por meio da coloragao

Hematoxilina e Eosina.



18

Cortes de trés micrometros de espessura foram montados em laminas pré-
tratadas com Poly-L-Lisina (céd. P4832 — Sigma Chemical Co., St. Louis, MO EUA)
para a realizacao da técnica de imuno-histoquimica.

Todo o treinamento e padronizacdo da técnica foi feita no Laboratorio de
Reprodugéao Animal da Universidade Complutense de Madrid-Espanha, durante estagio
de doutoramento no exterior (PDEE-CAPES), sob a orientagdo do Prof. Dr. José Félix
Pérez Gutiérrez.

A desparafinizagdo e a reidratacdo foram feitas em baterias de xil6is e &lcoois
em concentracoes decrescentes. Apos lavagem em agua destilada, receberam
tratamento com solugcdo de metanol e peroxido de hidrogénio (2,4%), para bloqueio da
peroxidase enddgena, durante 10 minutos. A recuperacao antigénica foi feita em panela
de pressao durante 10 minutos em solucédo tampao de citrato de sédio (pH 6).

O bloqueio das reacdes inespecificas para os anticorpos anti-EGF, anti-EGF-R e
anti-TGF-ALFA foi feito com tamp&ao de bloqueio de kit comercial (Vector elite, PK6101,
Rabbit 1gG) durante 30 minutos. Para os anticorpos anti-IGF-1 e anti-IGF-1R foi
utilizado albumina sérica bovina (BSA-SIGMA), incubados durante 30 minutos. Em
seguida, foram incubados 18 horas em camara umida a 4 °C com os respectivos

anticorpos primarios e suas diluicdes (Quadro 1).

Quadro 1- Anticorpos primarios e concentragdes utilizadas na imuno-histoquimica. Jaboticabal-

SP, 2012.
Anticorpo primario Concentracao utilizada
Anti-EGF; Ab-3; Rabbit pAb; cat. No PCO08; 1:20 do anticorpo em
Calbiochem PBT
Anti-EGF-R; Ab-5; Mouse mab; cat. No GR15; 1:20 do anticorpo em
Calbiochem PBT
Anti-TGF-ALFA; Ab-2; Mouse mab 213-4.4; cat. No 1:20 do anticorpo em
GF10; Calbiochem PBT
Anti-IGF-1; (Ab-2); goat pAb; Cat. No PC195L 10 microgramas/ml
Calbiochem
Anti-IGF-1R; Lyophilized; 100 ug; Ab-2; goat pAb; 5 microgramas/mi
Cat. No PC196L Calbiochem




19

Em seguida, as amostras foram incubadas com anticorpo secundario biotinilado
(Quadro 2). Para os anticorpos anti-IGF-1R e anti-TGF-ALFA as amostras ficaram
incubadas durante 30 minutos com o anticorpo secundario, enquanto para os demais foi

utilizado 40 minutos.

Quadro 2- Anticorpos secundarios utilizados para cada anticorpo primario € as respectivas
diluicbes. Jaboticabal-SP, 2012.

Anticorpo primario | Anticorpo secundario Diluicao utilizada

Anti-EGF Vector elite PK6101 Rabbit IgG kit

Anti-EGF-R Goat anti-Mouse 1gG, H & L chain 1:100
specific Biotin Conjugate, Calbiochem

Anti- TGF-ALFA Goat anti-Mouse IgG, H & L chain 1:100
specific Biotin Conjugate, Calbiochem

Anti-IGF-1 Rabbit Anti-goat IgG; Biotinylated; 10 microgramas/mi
500ug; Anaspec

Anti-IGF-1R Rabbit Anti-goat IgG; Biotinylated; 10 microgramas/ml
500ug; Anaspec

Apés, as amostras foram incubadas durante 30 minutos, para todos os
anticorpos, com um conjugado de avidina-biotina-peroxidase (Elite ABC Kit-Vector
laboratories). A reagédo foi revelada com o 3-amino-9-ethylcarbanzole (AEC Vector
Laboratories.). Para os anticorpos anti-EGF e anti-EGF-R as amostras ficaram
incubadas por 30 minutos com o AEC, enquanto que para o anti-IGF-1, anti-IGF-1R e
anti-TGF-ALFA os tempos de incubacgéo foram, respectivamente, 10, 2 e 5 minutos. Em
seguida, as amostras foram contra-coradas com hematoxilina de carazzi, durante 1
minuto e lavadas em agua corrente para imediata montagem das laminas em meio
aquoso utilizando Aquatex® (Merck).

O controle positivo utilizado para os anticorpos Anti-EGF-R, anti-TGF-ALFA e
Anti-IGF-1 foi Utero de cadela, ja para o Anti-EGF foi glandula salivar de camundongo e
para o Anti-IGF-1R foi testiculo de rato.

Os controles negativos foram feitos com solucdo tampao fosfato (pH 7,2) ou
imunoglobulina G das espécies dos anticorpos primarios.
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5. ANALISE ESTATISTICA

5.1. Maturacao in vitro

A anadlise dos dados foi por meio do teste de Qui-quadrado (comparagdes entre
0S grupos, coloragdes, e entre grupos nas diferentes fases do ciclo estral), quando as
frequéncias esperadas foram menores que 5, foi utilizado o teste exato de Fisher.
Ambos os testes foram realizados com o auxilio do Software estatistico SAS (SAS 9.1,
SAS Institute, Cary, NC, USA). O teste de Tukey foi utilizado para comparar a
quantidade de COCs obtidos de cadelas de raca pura e sem raca definida e nas
diferentes fases do ciclo estral. O nivel de significancia das anélises foi de 5%.

5.2. Imuno-histoquimica

As preparacgdes foram analisadas por meio de microscopia de luz, nas objetivas
de 10, 40 e 100x, quanto a intensidade de coloracao e porcentagem de células coradas
(contagem de 100 células), sempre pelos mesmos dois avaliadores. O quadro 3
demonstra os escores para cada intensidade de coloracdo e porcentagem de células
coradas (VERMEIRSCH et al., 2001; OLIVA-HERNANDEZ & PEREZ-GUTIERREZ,
2008). Utilizou-se o programa estatistico SAS (SAS 9.1, SAS Institute, Cary, NC, USA)
para a determinagdo da frequéncia de cada escore nas 34 amostras avaliadas para
cada um dos cinco anticorpos. O teste ndao paramétrico de Kruskal-Wallis foi utilizado
para comparar cada estrutura dentro de um mesmo anticorpo, entre os anticorpos e

entre as diferentes fases do ciclo estral para um mesmo anticorpo.
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Quadro 3 — Escores dados para cada intensidade de coloracdo e porcentagem de células
coradas em ovarios de cadelas (VERMEIRSCH et al., 2001; OLIVA-HERNANDEZ
& PEREZ-GUTIERREZ, 2008). Jaboticabal-SP, 2012.

Escores | Intensidade de coloracao Porcentagem de células coradas
0 Nao houve marcacéao Nao houve marcacéao

1 Leve < 1% de células marcadas

2 Moderada 1-9% de células marcadas

3 Forte 10-32% de células marcadas

4 - 33-65% de células marcadas

5 - > 65% de células marcadas

6. RESULTADOS

6.1. MIV

A maior parte dos COCs deste estudo foi obtida de cadelas sem raca definida
(Tabela 1 e 2), e com idade variando de oito meses a sete anos (Tabela 3). Diferenca
nao significativa (p>0,05) foi observada na média de COCs obtidos entre cadelas sem
raca definida e aqueles de raca pura. Também nao houve diferenca (p>0,05) entre a
média dos COCs obtidos de doadoras adultas e peri-puberes (Tabela 3).
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Tabela 1- Distribuicao de frequéncias racial e individual dos complexos cumulus oécitos caninos
(COCs). Jaboticabal-SP, 2012.

Racas Frequéncias (%) COCs/Doadoras
SRD 24/34 (70,6) 674/24 (28,1)
Pit Bull 3/34 (8,9) 24/3 (8)
Cocker 2/34 (6,0) 52/2 (26)
Doberman 1/34 (2,9) 10/1 (10)
Fox paulistinha 1/34 (2,9) 23/1 (23)
Sao Bernardo 1/34 (2,9) 20/1 (20)
Poodle 1/34 (2,9) 9/1 (9)
Pastor alemao 1/34 (2,9) 28/1 (28)
Total 34/34 (100) 840/34 (24,7)

Tabela 2- Distribuicao de frequéncias racial dos complexos cumulus oécitos caninos (COCs).
Jaboticabal-SP, 2012.

Racas Frequiéncias (%) COCs/Doadoras

SRD 24/34 (70,6) 674/24 (28,1)
Raga Pura 10/34 (29,4) 166/10 (16,9)2

Total 34/34 (100) 840/34 (24,7)

Letras iguais nao diferem pelo teste de Tukey (p>0,05).

Tabela 3 - Distribuicao de frequéncias das doadoras e dos complexos cumulus odcitos caninos
(COCs) por faixa etaria. Jaboticabal-SP, 2012.

Faixa etaria Doadoras/Total (%) COCs/Doadoras
Peri-plberes (8-10meses) 4/34 (11,76) 108/4 (27,0)2
Adultas (>10 meses) 30/34 (88,24) 732/30 (24,4)®
Total 34/34 (100) 840/34 (24,7)

Letras iguais nao diferem pelo teste de Tukey (p>0,05).
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Com relagéo a fase do ciclo estral, a maior parte dos COCs foi obtida de cadelas

em anestro e diestro, respectivamente (Tabela 4).

Tabela 4 - Distribuicdo de frequéncias das doadoras e dos complexos cumulus oécitos (COCs)

caninos nas diferentes fases do ciclo estral. Jaboticabal-SP, 2012.

Fase do ciclo Doadoras/Total (%) COCs/Doadoras
Anestro 13/34 (38,2) 345/13 (26,5)*
Proestro 1/34 (3,0) 9/1 (9)?

Estro 8/34 (23,5) 178/8 (22,3)?
Diestro 12/34 (35,3) 308/12 (25,7)?
Total 34/34 (100) 840/34 (24,7)

Letras iguais nao diferem pelo teste de Tukey (p>0,05)

De um total de 840 odcitos grau | recuperados, 226 (26,9%) foram perdidos
durante o procedimento de coloragcdo nuclear (Tabela 5). As perdas ocorreram
essencialmente durante a etapa da hialuronidase, enzima utilizada para remogéo das
células do cumulus, sendo que o meio IGF foi o tratamento que apresentou as maiores

taxas de perda (32,84%) quando comparado aos demais tratamentos (Tabela 6).

Tabela 5 — Frequéncia absoluta e relativa (%) de COCs recuperados de 34 fémeas em

diferentes fases do ciclo estral. Jaboticabal-SP, 2012.

Frequéncias

Parametros Absoluta Relativa (%)
COC Grau 1 840 100
Avaliados 614 73,1

Perdas 226 26,9
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Tabela 6 — Frequéncia absoluta e relativa (%) de od6citos caninos perdidos durante o
procedimento de coloracdo nuclear por tratamento de maturagdo oocitéria.
Jaboticabal-SP, 2012.

Frequéncia absoluta e relativa (%) de odcitos perdidos

Ne de

oocitos MO CON IGF EGF TOTAL
recuperados

840 53 (23,14) 60 (30,15) 67 (32,84) 46 (22,14) 226 (26,9)

MO= momento zero de avaliacao; CON= controle

Nao houve diferenga significativa (p>0,05) entre os grupos tratados (IGF-1 e
EGF) e o grupo controle com relacao a maturacao nuclear de oécitos avaliados ap6s 96
horas (Tabelas, 7,9 e 10). Também nao houve diferenca (p>0,05) entre os tratamentos

dentro de cada fase do ciclo estral e entre cada fase do ciclo estral (Tabela 8) .

Tabela 7 — Frequéncia absoluta e relativa (%) dos COCs grau |, avaliados no MO e apo6s 96
horas de cultivo, por meio de coloracao nuclear (DAPlI e HOESTCH), de cadelas
em diferentes fases do ciclo estral, nos estagios de vesicula germinativa (VG),
quebra de vesicula germinativa (QVG), metafase | e Il (Ml e Mll) e degenerados
em cada meio de maturacao, sendo CON (controle), IGF, EGF e MO. Jaboticabal-

SP, 2012.
Frequéncia absoluta e relativa (%)
Parametros
Avaliados CON IGF EGF MO
Total 139 (100) 137 (100) 162 (100) 176 (100)
VG 7 (5,04)% 8 (5,84)% 13 (8,03)? 17 (9,66)?
QvG 28 (20,24)% 23 (16,55)% 32 (19,75)% 41 (23,30)°
MI 11 (7,92)* 5 (3,62)% 10 (6,17)2 7 (3,98)?
Mil - - -
Degenerados 93 (66,90)* 101 (73,72)% 107 (66,05)* 111 (63,06)*

Letras iguais nas linhas nao diferem estatisticamente (p>0,05)
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Tabela 8 — Frequéncia absoluta dos COCs grau |, avaliados no M0 e apds 96 horas de cultivo,

por meio de coloracdo nuclear (DAPl e HOESTCH), de cadelas no anestro, diestro

e estro, nos estagios de vesicula germinativa (VG), quebra de vesicula germinativa

(QVG), metafase | (MI) e degenerados em cada meio de maturagéo, sendo CON
(controle), IGF, EGF e MO0. Jaboticabal-SP, 2012.

Anestro Diestro Estro
MO CON IGF EGF MO CON IGF EGF MO0 CON IGF EGF
VG 7 4 6 5 6 2 2 7 4 0 0o 1
QvG 18 13 13 13 11 12 7 12 12 3 3 7
MI 3 3 1 4 1 4 2 3 3 4 2 3
DEG 50 44 36 38 44 32 39 42 18 16 16 28
TOTAL 78 74 56 57 60 50 50 64 37 23 21 39
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Figura 6 - Fotomicrografia de odcitos caninos corados pela técnica de fluorescéncia (Hoechst
33342) onde nas setas vermelhas sédo evidenciados: Vesicula germinativa (A),
Quebra de vesicula germinativa (B) e Metafase | (C). Jaboticabal-SP, 2012
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Figura 7 - Fotomicrografia de o6citos caninos corados pela técnica de fluorescéncia (DAPI)
onde nas setas vermelhas sédo evidenciados: Vesicula germinativa (A), Quebra de
vesicula germinativa (B), Metafase | (C) e Degenerado (D). Jaboticabal-SP, 2012.
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Tabela 9 — Frequéncia absoluta e relativa (%) dos COCs grau |, avaliados no MO e ap6s 96
horas de cultivo, por meio de coloragdo nuclear (DAPI), de cadelas em diferentes
fases do ciclo estral, nos estagios de vesicula germinativa (VG), quebra de
vesicula germinativa (QVG), metéfase | e Il (Ml e MIl) e degenerados em cada
meio de maturagao, sendo CON (controle), IGF, EGF e M0. Jaboticabal-SP, 2012.

Frequéncia absoluta e relativa (%)
Parametros
CON IGF EGF MO
Avaliados
Total 62 (100) 65 (100) 74 (100) 86 (100)
VG 4 (6,45) 7 (10,77)3 11 (14,86)? 12 (13,95)2
QVG 9 (14,52)* 6 (9,23)° 5 (6,76)° 8 (9,30)°
MI 4 (6,45)? 2 (3,08)? 1 (1,35) 2 (2,33)2
Mil - - - -
Degenerados 45 (72,58)* 50 (76,92)* 57 (77,03)* 64 (74,33)%

Letras iguais nas linhas nao diferem estatisticamente (p>0,05)

Tabela 10 — Frequéncia absoluta e relativa (%) dos COCs grau |, avaliados no MO e ap6s 96
horas de cultivo, por meio de coloracdo nuclear (HOESTCH), de cadelas em
diferentes fases do ciclo estral, nos estagios de vesicula germinativa (VG), quebra
de vesicula germinativa (QVG), metafase | e Il (Ml e Mll) e degenerados em cada
meio de maturacao, sendo CON (controle), IGF, EGF e MO0. Jaboticabal-SP, 2012.

Frequéncia absoluta e relativa (%)
Parametros
CON IGF EGF MO
Avaliados
Total 77 (100) 72 (100) 88 (100) 90 (100)
VG 3 (3,90)° 1(1,39)% 2 (2,27)* 5 (5,55)®
QVG 19 (24,66)° 17 (23,61)7 27 (30,68)% 33 (36,67)*
MI 7 (9,09)® 3 (4,17) 9 (10,23)® 4 (4,44)
Mil - - - -
Degenerados 48 (62,35)* 51 (70,83)* 50 (56,82)% 48 (53,33)*

Letras iguais nas linhas nao diferem estatisticamente (p>0,05)
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Quando as duas coloragdes foram comparadas por grupo, encontrou-se uma
maior quantidade de odcitos em QVG, estatisticamente significativa (p<0,05), nos
grupos IGF e EGF na coloracdo HOESTCH (Tabelas 11 e 12). Também no grupo EGF,
foi observado na coloragdo HOESTCH menor taxa de oécitos degenerados e em VG e
maior indice de oécitos em MI (Tabela 12), todos com diferengas significativas (p<0,05).
O grupo MO também mostrou maior taxa de QVG e menor quantidade odcitos
degenerados (p<0,05) na coloragdo HOESTCH (Tabela 13).

Tabela 11 — Frequéncia absoluta e relativa (%) dos COCs grau |, avaliados apds 96 horas de
cultivo, por meio de coloracao nuclear (DAPI e HOESTCH), de cadelas em
diferentes fases do ciclo estral, nos estagios de vesicula germinativa (VG), quebra
de vesicula germinativa (QVG), metafase | e Il (Ml e Mll) e degenerados (DEG) do
grupo controle (CON). Jaboticabal-SP, 2012.

CON DAPI CON HOESTCH
(%) (%)

VG 4 (6,45) 3 (3,97
QVG 9 (14,52) 19 (24,66)°
M 4 (8,45) 7 (9,09)

Ml 0 0
DEG 45 (72,58) 48 (62,35)
TOTAL 62 (100) 77 (100)

Letras iguais nas linhas nao diferem estatisticamente (p>0,05)
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Tabela 12 — Frequéncia absoluta e relativa (%) dos COCs grau |, avaliados apds 96 horas de
cultivo, por meio de coloracdo nuclear (DAPI e HOESTCH), de cadelas em
diferentes fases do ciclo estral, nos estagios de vesicula germinativa (VG), quebra
de vesicula germinativa (QVG), metafase | e Il (Ml e Mll) e degenerados do grupo

IGF. Jaboticabal-SP, 2012

IGF DAPI IGF HOESTCH
(%) (%)

VG 7 (10,77)? 1 (1,39)°
QVG 6 (9,23)? 17 (23,61)°
MI 2 (3,08)? 3(4,17)?

Ml 0 0
DEG 50 (76,92)? 51 (70,83)?
TOTAL 65 (100) 77 (100)

Letras iguais nas linhas nao diferem estatisticamente (p>0,05)

Tabela 13 — Frequéncia absoluta e relativa (%) dos COCs grau |, avaliados apés 96 horas de
cultivo, por meio de coloracdo nuclear (DAPlI e HOESTCH), de cadelas em
diferentes fases do ciclo estral, nos estagios de vesicula germinativa (VG),
quebra de vesicula germinativa (QVG), metafase | e Il (Ml e MIl) e degenerados

do grupo EGF. Jaboticabal-SP, 2012.

EGF DAPI EGF HOESTCH
(%) (%)
VG 11 (14,86)? 2 (2,27)°
QVG 5 (6,76)2 27 (30,68)°
MI 1(1,35) 9 (10,23)°
Ml 0 0
DEG 57 (77,03)2 50 (56,82)°
TOTAL 74 (100) 88 (100)

Letras iguais nas linhas nao diferem estatisticamente (p>0,05)
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Tabela 14 — Frequéncia absoluta e relativa (%) dos COCs grau |, avaliados no M0, por meio de
coloracao nuclear (DAPI e HOESTCH), de cadelas em diferentes fases do ciclo
estral, nos estégios de vesicula germinativa (VG), quebra de vesicula germinativa
(QVG), metafase | e Il (Ml e MIl) e degenerados do grupo MO. Jaboticabal-SP,

2012.
MO DAPI MO0 HOESTCH
(%) (%)

VG 12 (13,95) 5 (5,55)2
QVG 8 (9,39)2 33 (36,67)°
MI 2 (2,33)? 4 (4,44)2

Ml 0 0
DEG 64 (74,33)2 48 (53,33)°
TOTAL 86 (100) 90 (100)

Letras iguais nas linhas nao diferem estatisticamente (p>0,05)

6.2. IMUNO-HISTOQUIMICA

6.2.1. EGF

Foi encontrada marcacao citoplasmatica positiva para o EGF nas células
foliculares (CF) de foliculos secundarios e terciarios, no citoplasma de oécitos de
foliculos secundérios e terciarios, na parede vascular, nos cordées de células da

granulosa (CCG) e nas células luteinicas (CL) (Tabela 15).
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Tabela 15- Porcentagem de amostras positivas, intensidade de coloragdo predominante e
escore para porcentagem de células coradas predominante, para cada estrutura
ovariana positiva para o anticorpo anti-EGF, em ovarios de cadelas. Jaboticabal-

SP, 2012.
Estruturas ovarianas Amostras Intensidade de Porcentagem de células
positivas (%) coloracao (%) coradas 1-5 (%)
CF foliculos secundarios 45% leve (32%) 2 (22%)
CF foliculos terciarios 35% leve (19%) 2 (14%)
Odbcitos em fol. secundarios 81% leve (35%) 5 (81%)
Odcitos em fol. terciarios 54% leve (27%) 5 (49%)
Parede vascular 89% leve (44%) 3 (38%)
CCG 75% leve (43%) 2 (40%)
Células Luteinicas 58% leve (58%) 2 (47%)

CF: Células foliculares; CCG: Cordoes de células da granulosa

O epitélio superficial, os tabulos corticais, estroma ovariano, foliculos primordiais
e primarios ndo apresentaram marcacao positiva para o EGF.

As figuras 8 e 9 demonstram as comparacdes entre as estruturas ovarianas
avaliadas quanto a intensidade de coloracdo e porcentagem de células coradas,

respectivamente.
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Figura 8 — Comparacéo da intensidade de coloracao entre as estruturas ovarianas de cadelas,
avaliadas por meio do teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis, para o anticorpo
anti-EGF. Letras diferentes indicam que houve diferenca estatisticamente
significativa. Jaboticabal-SP, 2012.
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Figura 9 — Comparacédo da porcentagem de células coradas entre as estruturas ovarianas de
cadelas, avaliadas por meio do teste ndao paramétrico de Kruskal-Wallis, para o
anticorpo anti-EGF. Letras diferentes indicam que houve diferenca estatisticamente
significativa. Jaboticabal-SP, 2012.
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Figura 10 — Fotomicrografia de cortes histoldégicos de ovarios de cadelas, demonstrando a
imunolocalizagao do fator de crescimento epidermal (EGF) nas células foliculares
de foliculos secundarios (A,B) e citoplasma de odécito de foliculo secundario
(A,C,D). Setas negras indicam marcagao positiva intensa; setas vermelhas indicam
marcagao positiva moderada e setas azuis indicam marcacao positiva leve. As
imagens A e C foram obtidas na objetiva de 10x. As imagens B e D foram obtidas

na objetiva de 40x. * correspondem ao controle negativo. FS (Foliculo secundario);

CF ( Células foliculares); OO (Odcito). Jaboticabal-SP, 2012.
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Figura 11 — Fotomicrografia de cortes histoldégicos de ovarios de cadelas, demonstrando a
imunolocalizagao do fator de crescimento epidermal (EGF) nas células foliculares
de foliculos terciarios (A,B) e nos tubulos corticais (C,D). Setas negras indicam
marcagao positiva intensa; setas vermelhas indicam marcagao positiva moderada
e setas azuis indicam marcacao positiva leve. As imagens A e C foram obtidas na

objetiva de 10x. As imagens B e D foram obtidas na objetiva de 40x. *

correspondem ao controle negativo. FT (Foliculo terciario); CF (Células foliculares);
OO0 (Odcito); CL (Células luteinicas); CCG (Corddes de células da granulosa); TC
(Tubulos corticais). Jaboticabal-SP, 2012.
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Figura 12 — Fotomicrografia de cortes histolégicos de ovérios de cadelas, demonstrando a
imunolocalizacao do fator de crescimento epidermal (EGF) nas células luteinicas
(A,B) e na parede vascular (C,D). Setas vermelhas indicam marcacdo positiva
moderada e setas azuis indicam marcacao positiva leve. As imagens A e C foram
obtidas na objetiva de 10x. As imagens B e D foram obtidas na objetiva de 40x. *
correspondem ao controle negativo. CL (Células luteinicas); PV (Parede vascular)
Jaboticabal-SP, 2012.
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Figura 13 — Fotomicrografia de cortes histolégicos de ovarios de cadelas (A,B) e glandula
salivar de rato (C,D), demonstrando a imunolocalizagao do fator de crescimento
epidermal (EGF) nos corddes de células da granulosa (A,B) de ovarios de cadelas
e na glandula salivar de rato (C,D), utilizada como controle positivo. Setas negras
indicam marcacdo positiva intensa; setas vermelhas indicam marcagédo positiva
moderada e setas azuis indicam marcacao positiva leve. As imagens A e C foram

obtidas na objetiva de 10x. As imagens B e D foram obtidas na objetiva de 40x. *

correspondem ao controle negativo. CCG (Corddes de células da granulosa).
Jaboticabal-SP, 2012.
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6.2.2. EGF-R

Para o receptor do EGF foi encontrada marcacao nuclear positiva no epitélio
superficial, estroma ovariano, tubulos corticais, parede vascular, CL, CF de foliculos

primarios, secundarios e terciarios e nas células da teca (Tabela 16).

Tabela 16- Porcentagem de amostras positivas, intensidade de coloragdo predominante e
escore para porcentagem de células coradas predominante, para cada estrutura
ovariana positiva para o anticorpo anti-EGF-R, em ovarios de cadelas.
Jaboticabal-SP, 2012.

Estruturas ovarianas Amostras Intensidade de Porcentagem de células
positivas (%) coloracao (%) coradas 1-5 (%)
Epitélio superficial 67% leve (56%) 3 (33%)
Estroma ovariano 94% leve (92%) 2 (48%)
Tlbulos corticais 95% leve (85%) 3 (42%)
CF foliculos primarios 89% leve (80%) 2 (31%)
CF foliculos secundarios 90% leve (70%) 5 (34%)
CF foliculos terciarios 83% leve (80%) 5 (31%)
Células da Teca 89% leve (69%) 3 (25%)
Parede vascular 95% leve (83%) 4 (31%)
CCG 91% leve (86%) 3 (563%)
Células Luteinicas 70% leve (70%) 2 (30%)

CF: Células foliculares; CCG: Cordoes de células da granulosa
CF de foliculos primordiais e odcitos ndo apresentaram marcagao positiva para o
EGF-R.
As figuras 14 e 15 demonstram as comparacdes entre as estruturas ovarianas
avaliadas quanto a intensidade de coloracdo e porcentagem de células coradas,

respectivamente.
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Figura 14 — Comparacao da intensidade de coloracao entre as estruturas ovarianas de cadelas,
avaliadas por meio do teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis, para o anticorpo
anti-EGF-R. Letras diferentes indicam que houve diferenca estatisticamente
significativa. Jaboticabal-SP, 2012.
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Porcentagem de células coradas

Figura 15 — Comparacdo da porcentagem de células coradas entre as estruturas ovarians de
cadelas, avaliadas por meio do teste nao paramétrico de Kruskal-Wallis, para o
anticorpo anti-EGF-R. Letras diferentes indicam que houve diferenca
estatisticamente significativa. Jaboticabal-SP, 2012.
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Figura 16 — Fotomicrografia de cortes histolégicos de ovarios de cadelas, demonstrando a
imunolocalizacao do receptor do fator de crescimento epidermal (EGF-R) nas
células foliculares de foliculos primarios (A,B) e secundéarios (C,D). Setas
vermelhas indicam marcagéo positiva moderada e setas azuis indicam marcacao
positiva leve. As imagens A e C foram obtidas na objetiva de 10x. As imagens B e

D foram obtidas na objetiva de 40x. * correspondem ao controle negativo. FP

(Foliculo primario); FS (Foliculo secundario); CF (Células foliculares). Jaboticabal-
SP, 2012.
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Figura 17 — Fotomicrografia de cortes histolodgicos de ovario de cadela (A,B) e Utero de cadela
(C,D), demonstrando a imunolocalizagdo do receptor do fator de crescimento
epidermal (EGF-R) nos tubulos corticais (B) e epitélio superficial (A,B) de ovarios
de cadelas, e no utero e cadelas (C,D), utilizado como controle positivo. Setas
negras indicam marcacao positiva intensa; setas vermelhas indicam marcacao

positiva moderada. As imagens A e C foram obtidas na objetiva de 10x. As
imagens B e D foram obtidas na objetiva de 40x. * correspondem ao controle

negativo. FS (Foliculo secundario); CCG (Corddes de células da granulosa); ES
(Epitélio superficial); TC (Tubulos corticais); GE (Glandulas endometriais).
Jaboticabal-SP, 2012.
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6.2.3. TGF-ALFA

Foi observada marcacao citoplasmatica positiva para o TGF-ALFA no epitélio
superficial, estroma ovariano, tubulos corticais, parede vascular, CL, CF de foliculos
primarios, secundarios e terciarios, células da teca e nos odcitos de foliculos

primordiais, primarios, secundarios e terciarios (Tabela 17).

Tabela 17- Porcentagem de amostras positivas, intensidade de coloragdo predominante e
escore para porcentagem de células coradas predominante, para cada estrutura
ovariana positiva para o anticorpo anti-TGF-ALFA, em ovarios de cadelas.
Jaboticabal-SP, 2012.

Estruturas ovarianas Amostras Intensidade de Porcentagem de células
positivas (%) coloracao (%) coradas 1-5 (%)
Epitélio superficial 89% forte (54%) 5 (78%)
Estroma ovariano 95% leve (51%) 3 (45%)
Tulbulos corticais 100% forte (60%) 5 (89%)
CF foliculos primarios 100% forte (42%) 5 (94%)
CF foliculos secundarios 100% forte (64%) 5 (97%)
CF foliculos terciarios 100% forte (55%) 5 (90%)
Odcitos em fol. primordiais 92% forte (36%) 5 (92%)
Odbcitos em fol. primarios 81% leve (39%) 5 (81%)
Odcitos em fol. secundarios 100% leve (33%) 5 (100%)
Odcitos em fol. terciarios 100% leve (29%) 5 (100%)
Células da Teca 100% forte (55%) 5 (90%)
Parede vascular 100% leve (62%) 5 (43%)
CCG 100% moderada (55%) 5 (94%)
Células Luteinicas 100% forte (84%) 5 (95%)

CF: Células foliculares; CCG: Cordoes de células da granulosa

As CF de foliculos primordiais nao apresentaram marcagao positiva para o TGF-
ALFA.
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As figuras 18 e 19 demonstram as comparacdes entre as estruturas ovarianas
avaliadas quanto a intensidade de coloragcdo e porcentagem de células coradas,

respectivamente.

1.5+

—_
|

0.5+

Intensidade de coloracao

Figura 18 — Comparacao da intensidade de coloracao entre as estruturas ovarianas de cadelas,
avaliadas por meio do teste nao paramétrico de Kruskal-Wallis, para o anticorpo
anti-TGF-ALFA. Letras diferentes indicam que houve diferenca estatisticamente
significativa. Jaboticabal-SP, 2012.
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Figura 19 — Comparagéo da porcentagem de células coradas entre as estruturas ovarianas de
cadelas, avaliadas por meio do teste nao paramétrico de Kruskal-Wallis para o
anticorpo anti-TGF-ALFA. Letras diferentes indicam que houve diferenca
estatisticamente significativa. Jaboticabal-SP, 2012.
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Figura 20 — Fotomicrografia de cortes histoldégicos de ovarios de cadelas, demonstrando a
imunolocalizagdo do Transforming growth factor alfa (TGF-ALFA) nas células
foliculares de foliculos secundarios (A,B), citoplasmas de od6citos em foliculos
primordiais (A), tubulos corticais (A), células luteinicas e epitélio superficial (A),
corddes de células da granulosa e parede vascular (C,D). Setas negras indicam
marcagao positiva intensa; setas vermelhas indicam marcagédo positiva moderada

e setas azuis indicam marcacao positiva leve. As imagens A e C foram obtidas na

*

objetiva de 10x. As imagens B e D foram obtidas na objetiva de 40x.
correspondem ao controle negativo. Fp (Foliculo primordial); FP (Foliculo primério);
FS (Foliculo secundario); CCG (Corddes de células da granulosa); PV (Parede
vascular). Jaboticabal-SP, 2012.
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Figura 21 — Fotomicrografia de cortes histolégicos de ovérios de cadelas, demonstrando a
imunolocalizacdo do Transforming growth factor alfa (TGF-ALFA) nos oécitos de
foliculos primordiais e tubulos corticais (A,B), citoplasmas de odcitos e células
foliculares de foliculos terciarios (C,D). Setas vermelhas indicam marcagao positiva
moderada e setas azuis indicam marcacao positiva leve. As imagens A e C foram

obtidas na objetiva de 10x. As imagens B e D foram obtidas na objetiva de 40x. *

correspondem ao controle negativo. Fp (Foliculo primordial); FS (Foliculo
secundario); FT (Foliculo terciario); CF (Células foliculares); TE (Teca); TC
(Tdbulos corticais). Jaboticabal-SP, 2012.
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Figura 22 — Fotomicrografia de cortes histolégicos de Utero de cadela, demonstrando a
imunolocalizagdo do Transforming growth factor alfa (TGF-ALFA), utilizado como
controle positivo. Setas vermelhas indicam marcacdo positiva moderada. A

imagem foi obtida na objetiva de 10x. A imagem B foi obtida na objetiva de 40x. *

correspondem ao controle negativo. GE (Glandulas endometriais). Jaboticabal-SP,
2012.

6.2.4. IGF-1

Foi observada marcacao nuclear positiva para o IGF-1 no epitélio superficial,
estroma ovariano, tubulos corticais, CL, CF de foliculos primarios, secundarios e
terciarios, células da teca e nos od6citos de foliculos primordiais, primarios e

secundarios, ja a parede vascular apresentou marcagao citoplasmatica (Tabela 18).



50

Tabela 18- Porcentagem de amostras positivas, intensidade de coloragdo predominante e

escore para porcentagem de células coradas predominante, para cada estrutura

ovariana positiva para o anticorpo anti-IGF-1, em ovérios de cadelas. Jaboticabal-

SP, 2012.
Estruturas ovarianas Amostras Intensidade de Porcentagem de células
positivas (%) coloracao (%) coradas 1-5 (%)
Epitélio superficial 57% moderada (30%) 4 (22%)
Estroma ovariano 87% leve (65%) 2 (46%)
Tubulos corticais 84% moderada (41%) 5 (35%)
CF foliculos primarios 68% leve (40%) 2 (94%)
CF foliculos secundarios 88% forte (34%) 5 (97%)
CF foliculos terciarios 62% moderada (30%) 3 (25%)
Odbcitos em fol. primordiais 73% leve (62%) 5 (73%)
Odbcitos em fol. primarios 68% leve (35%) 5 (68%)
Odcitos em fol. secundarios 62% leve (46%) 5 (62%)
Células da Teca 86% leve (42%) 4 (31%)
Parede vascular 100% forte (41%) 5 (70%)
CCG 75% moderada (41%) 4 (30%)
Células Luteinicas 74% moderada (43%) 4 (29%)

CF: Células foliculares; CCG: Cordoes de células da granulosa

As CF de foliculos primordiais e os odcitos de foliculos terciarios nao

apresentaram marcacao positiva para o IGF-1.

As figuras 23 e 24 demonstram as comparacgdes entre as estruturas ovarianas

avaliadas quanto a intensidade de coloracdo e porcentagem de células coradas,

respectivamente.



51

EFGHI GHI

Intensidade de coloracao
— o1
| |

0.5
O,
N O O o 0 & D> o &
\}(b"&\o o‘b\"&gc’ ((\ g \\0 s\\o\ 6\%\'00'&\0'00 6\@\
& B & & & L L >
be N 00 6’0‘ Q/@ Q ((\ Q® 6\0 QO \\QQ N (QO
o & ol o '\Q’Q o P QY AZ S
S NN > % N
> AT RN
NN O AR R IR
& Q,Qlé}\o & SO
O

Figura 23 — Comparacéo da intensidade de coloragdo entre as estruturas ovarianas de cadelas,
avaliadas por meio do teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis, para o anticorpo
anti-IGF-1. Letras diferentes indicam que houve diferenca estatisticamente
significativa. Jaboticabal-SP, 2012.
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Figura 24 — Comparacgao da porcentagem de células coradas entre as estruturas ovarianas de
cadelas, avaliadas por meio do teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis, para o
anticorpo anti-IGF-1. Letras diferentes indicam que houve diferenca estatisticamente
significativa. Jaboticabal-SP, 2012.
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Figura 25 — Fotomicrografia de cortes histolégicos de ovarios de cadelas, demonstrando a
imunolocalizacao do fator de crescimento semelhante a insulina -1 (IGF-1) nas
células foliculares de foliculos primarios (A,B) e secundarios (A,B,C,D), em od6citos
de foliculos primordiais (A), primarios (A) e secundarios (A,B,C) e nos tubulos
corticais (C). Setas negras indicam marcacao positiva intensa; setas vermelhas
indicam marcacao positiva moderada e setas azuis indicam marcagao positiva
leve. As imagens A e C foram obtidas na objetiva de 10x. As imagens B e D foram

obtidas na objetiva de 40x. * correspondem ao controle negativo. Fp (Foliculo

primordial); FP (Foliculo primario); FS (Foliculo secundério); CF (Células
foliculares); TC (Tubulos corticais). Jaboticabal-SP, 2012.



54

Figura 26 — Fotomicrografia de cortes histolégicos de ovarios de cadelas demonstrando a
imunolocalizacao do fator de crescimento semelhante a insulina (IGF-1) nas
células foliculares de foliculos primarios, secundérios (A,B) e terciarios (C,D) e nas
células da teca (C,D). Setas vermelhas indicam marcagao positiva moderada e

setas azuis indicam marcacao positiva leve. As imagens A e C foram obtidas na

*

objetiva de 10x. As imagens B e D foram obtidas na objetiva de 40x.
correspondem ao controle negativo. Fp (Foliculo primordial); FP (Foliculo primario);
FS (Foliculo secundario); CF (Células foliculares); TE (Células da teca).
Jaboticabal-SP, 2012.
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Figura 27 — Fotomicrografia de cortes histolodgicos de ovario de cadela (A,B) e Utero de cadela
(C,D), demonstrando a imunolocalizagdo do fator de crescimento semelhante a
insulina (IGF-1) nas células foliculares de foliculos secundarios (A), tubulos
corticais (A,B), epitélio superficial (A,B) e parede vascular (A) de ovarios de
cadelas, e também no Utero de cadelas com hiperplasia endometrial cistica (C,D),
utilizado como controle positivo. Setas negras indicam marcagao positiva intensa;
setas vermelhas indicam marcacao positiva moderada e setas azuis indicam
marcagao positiva leve. As imagens A e C foram obtidas na objetiva de 10x. As

imagens B e D foram obtidas na objetiva de 40x. * correspondem ao controle

negativo. FS (Foliculos secundarios); TC (Tubulos corticais); ES (Epitélio
superficial); GE (Glandulas endometriais). Jaboticabal-SP, 2012.



6.2.5. IGF-1R

Apresentaram marcacao citoplasmatica positiva para o
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IGF-R o epitélio

superficial, estroma ovariano, tabulos corticais, parede vascular, CL, CF de foliculos

primarios, secundarios e terciarios, células da teca e os odcitos de foliculos primordiais,

primarios, secundarios e terciarios (Tabela 19).

Tabela 19- Porcentagem de amostras positivas, intensidade de coloragdo predominante e

escore para porcentagem de células coradas predominante, para cada estrutura

ovariana positiva para o anticorpo anti-IGF-1R, em ovarios de cadelas.
Jaboticabal-SP, 2012.

Estruturas ovarianas

Amostras

positivas (%)

Intensidade de
coloracgao (%)

Porcentagem de células
coradas 1-5 (%)

Epitélio superficial
Estroma ovariano

Tubulos corticais

CF foliculos primérios

CF foliculos secundarios
CF foliculos terciarios
Odcitos em fol. primordiais
Odcitos em fol. primarios
Odcitos em fol. secundarios
Odcitos em fol. terciarios
Células da Teca

Parede vascular

CCG

Células Luteinicas

84%
87%
100%
97%
100%
91%
90%
90%
90%
90%
77%
100%
92%
79%

leve (43%)
leve (78%)
moderada (52%)
leve (71%)
moderada (56%)
moderada (56%)
forte (61%)

forte (60%)
forte (62%)
(58%)
(62%)
leve (45%)
leve (45%)
leve (43%)

2 (43%)
2%

2 (62%)
3 (42%)
2 (69%)
3 (38%)
3 (47%)
5 (90%)
5 (90%)
5 (90%)
5 (90%)
2 (59%)
3 (37%)
3 (43%)
2 (29%)

CF: Células foliculares; CCG: Cordoes de células da granulosa
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As CF de foliculos primordiais ndo apresentaram marcacao positiva para o IGF-
1-R.

As figuras 28 e 29 demonstram as comparacdes entre as estruturas ovarianas
avaliadas quanto a intensidade de coloragdo e porcentagem de células coradas,

respectivamente.
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Figura 28 — Comparacéo da intensidade de coloragao entre as estruturas ovarianas de cadelas,
avaliadas por meio do teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis, para o anticorpo
anti-IGF-1R. Letras diferentes indicam que houve diferenga estatisticamente
significativa. Jaboticabal-SP, 2012.
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Figura 29 — Comparagéo da porcentagem de células coradas entre as estruturas ovarianas de
cadelas, avaliadas por meio do teste nao paramétrico de Kruskal-Wallis, para o
anticorpo anti-IGF-1R. Letras diferentes indicam que houve diferenca
estatisticamente significativa. Jaboticabal-SP, 2012.
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Figura 30 — Fotomicrografia de cortes histolégicos de ovarios de cadelas, demonstrando a
imunolocalizacao do receptor do fator de crescimento semelhante a insulina (IGF-
1R) nas células foliculares de foliculos primarios (A,B), oocitos de foliculos
primordiais (A,B), tubulos corticais (C), epitélio superficial (C), oécitos de foliculos
primordiais (C) e células foliculares e odécitos de foliculos secundérios (C,D). Setas
negras indicam marcacdo positiva intensa; setas vermelhas indicam marcacao

positiva moderada. As imagens A e C foram obtidas na objetiva de 10x. As
imagens B e D foram obtidas na objetiva de 40x. * correspondem ao controle

negativo. Fp (Foliculos primordiais); FP (Foliculos primordiais); FS (Foliculos
secundarios); OO (Odcitos); CF (Células foliculares). Jaboticabal-SP, 2012.
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Figura 31 — Fotomicrografia de cortes histologicos de ovario de cadela (A,B) e testiculo de rato
(C,D), demonstrando a Imunolocalizacao do receptor do fator de crescimento
semelhante a insulina (IGF-1R) nas células foliculares de foliculos terciarios (A) e
odocitos de foliculos terciarios (A,B) de ovario de cadelas e nos tubulos seminiferos
de ratos (C,D), utilizados como controle positivo. Setas negras indicam marcacao
positiva intensa; setas azuis indicam marcacao positiva leve. As imagens A e C
foram obtidas na objetiva de 10x. As imagens B e D foram obtidas na objetiva de

40x. * correspondem ao controle negativo. FT (Foliculos terciarios); CF (Células

foliculares); OO (Odcito); TS (Tubulos seminiferos). Jaboticabal-SP, 2012.

As figuras 32-35 demonstram as comparagdes entre os anticorpos quanto a
intensidade de coloracdo e a porcentagem de células coradas para cada estrutura

avaliada.
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Figura 32 — Comparacéao da intensidade de coloragao (azul) e porcentagem de células coradas
que houve diferenca estatisticamente significativa. Jaboticabal-SP, 2012.
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Figura 33 — Comparagéao da intensidade de coloragao (azul) e porcentagem de células coradas
(roxo) entre os anticorpos para cada estrutura avaliada. Letras diferentes indicam

que houve diferenga estatisticamente significativa. Jaboticabal-SP, 2012.
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Figura 34 — Comparacgéao da intensidade de coloragéo (azul) e porcentagem de células coradas
(roxo) entre os anticorpos para cada estrutura avaliada. Letras diferentes indicam

que houve diferenga estatisticamente significativa. Jaboticabal-SP, 2012.
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Figura 35 — Comparagao da intensidade de coloracédo (azul) e porcentagem de células coradas
(roxo) entre os anticorpos para cada estrutura avaliada. Letras diferentes indicam
qgue houve diferenga estatisticamente significativa. Jaboticabal-SP, 2012.
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Quando cada estrutura ovariana avaliada foi comparada quanto a intensidade de
coloracao e porcentagem de células coradas, para cada anticorpo, entre as diferentes

fases do ciclo estral, ndo foi encontrada diferenga significativa (p>0,05).

7. DISCUSSAO

STROM HOLST et al. (2001), RODRIGUES & RODRIGUES (2003) e LUVONI et
al. (2005) relataram que nao houve diferenca significativa na taxa de recuperacao de
oocitos de cadelas de raca pura e sem raca definida, o que corrobora com o presente
estudo. LUVONI et al. (2005) informaram que a idade da doadora influencia na
quantidade de odcitos obtidos, fato ndo observado na atual pesquisa, onde nao houve
diferenca entre cadelas adultas e peri-puberes.

Alguns autores relataram que o status reprodutivo ndo interfere na taxa de
recuperacao de odcitos (NICKSON et. al., 1993; DURRANT et. al., 1998; FUJI et. al.,
2000; RODRIGUES & RODRIGUES, 2003 e LUVONI et al., 2005, RIBEIRO, 2007),
semelhante ao observado neste trabalho.

De um total de 840 odcitos grau | recuperados, 226 (26,9%) foram perdidos
durante o procedimento de coloragdo nuclear, taxas de perdas semelhantes, apos a
etapa da hialuronidase, foram descritas por PIRES (2006) e MACHADO (2007).

Neste experimento, a adicdo de IGF-1 ou EGF ao meio de maturacdo nao foi
benéfica para a MIV de odcitos caninos. KIM et al. (2004) e CUI et al. (2006)
demonstraram que o EGF melhorou os indices de maturacdo quando foram utilizados
olcitos de cadelas em estro e 72 horas de maturacdo, diferente das condicoes
utilizadas no presente estudo, em que foram utilizados odcitos de cadelas em diferentes
fases do ciclo estral e com 96 horas de maturagédo. J& BOLAMBA et al. (2006) relataram
que o EGF foi benéfico apenas em combinagdo com tratamento hormonal, e
MACHADO et al. (2007) informaram que a adi¢cdo de IGF-1 ao meio SOF ndo melhorou
as taxas de MIV de odcitos caninos, semelhante ao encontrado neste trabalho.

Muitas pesquisas demonstraram que o IGF-1 e o EGF melhoraram as taxas de

MIV em diversas espécies, entre elas: bubalinos (PUROHIT et al., 2005), bovinos
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(SAKAGUCH et al., 2000), ovinos (GULER et al., 2000), felinos (KITIYANANT et al.
2003) e suinos (SOMMER et al., 1992; DING & FOXCROFT, 1994; SIROTKIN et al.
2000).

As porcentagens de odcitos degenerados foram elevadas em todos os grupos,
concordando com os achados de alguns autores (PIRES, 2006 e MACHADO, 2007).
Tal fato pode ser explicado pelo tempo de maturacéo utilizado nesta pesquisa, que foi
de 96 horas, o qual, segundo a literatura, pode chegar até a 120 horas (LUVONI et al.,
2005). Quanto maior o tempo utilizado na MIV, menores serdo os achados de VG e
maiores os de QVG e MII, porém maiores serdao também as porcentagens de odcitos
degenerados (LUVONI et al., 2005). Algumas pesquisas relataram que o tempo de 72
horas seria o ideal para MIV de odcitos de cadelas (LUVONI et al., 2005). Outro fator
que certamente contribuiu para o elevado niumero de odcitos degenerados foi utilizacéo
da coloracao DAPI, a qual ainda ndo é consagrada na coloracdo nuclear de odcitos
caninos. No grupo EGF, por exemplo, a taxa de odcitos degenerados foi maior e
estatisticamente significativa na coloracado DAPI, quando comparada com a HOESTCH,
a qual ja é consagrada nas pesquisas com MIV de caninos.

Com relacdo aos indices de o6citos que atingiram as fases de QVG, Ml e MIl, os
dados ficaram aquém do esperado, porém semelhantes aos encontrados por PIRES
(2006) e MACHADO (2007). Além do tempo de maturagao, que pode ter aumentado a
taxa de odcitos degenerados, a fase do ciclo estral pode explicar estes resultados, ja
que parte dos odcitos utilizados foram de cadelas em anestro e diestro.

A influéncia da fase do ciclo estral sobre a taxa de recuperacao e frequéncia de
maturacdo nuclear de odcitos ainda é controversa. Enquanto alguns pesquisadores
indicaram que ndo ha associacdo (RODRIGUES & RODRIGUES, 2003; APPARICIO-
FERREIRA et al., 2011), outros demonstraram que o status reprodutivo da cadela
influenciou a capacidade de desenvolvimento oocitario (OTOI et al., 2001; KIM et al.,
2004) de tal forma que, odcitos obtidos durante a fase folicular (proestro e estro)
apresentaram melhores indices de maturacao do que odcitos recuperados de animais
em outras fases reprodutivas (YAMADA et al., 1993; OTOI et al., 2001; KIM et al., 2004;
SONGSASEN & WILDT, 2007).
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As explicacdes para o efeito do estadio do ciclo estral sobre a competéncia
meidtica sdo muitas. Segundo LUVONI et al. (2005), a influéncia do estadio do ciclo
estral esta relacionada com o status funcional das GAPjs entre o0 odcito e as células do
cumulus. As baixas taxas de maturacdo durante o anestro seriam decorrentes da
auséncia de comunicacgao entre as células do cumulus e o oécito. J& PIRES-BUTTLER
(2010), em um estudo das caracteristicas morfoldégicas do complexo cumulus-o6cito
canino, afirmou que embora o6citos provenientes de fémeas em anestro e em fase
folicular apresentem a mesma intensidade de comunicagdo entre as células do
cumulus, sugerindo que estes odécitos possuam a mesma capacidade de retomada de
meiose, os melhores indices de maturacdo in vitro foram alcancados em odcitos
provenientes de animais em fase folicular. Provavelmente este fato decorra do maior
grau de maturidade citoplasmatica obtido pelos oécitos durante esta fase reprodutiva.

As controvérsias e as diferentes explicacdes sobre o efeito do estadio do ciclo
estral sobre a competéncia meibtica reiteram a necessidade de mais estudos acerca
deste assunto.

No presente estudo foram selecionados para MIV apenas odécitos grau I, com
didmetro maior que 100um, conforme relatado na literatura (LUVONI et al., 2005).
Sobre este aspecto, durante alguns anos a competéncia meiética do oécito canino foi
relacionada ao grau de crescimento atingido pelo odcito antes de ser liberado do
foliculo. Dessa forma, quanto maior o od4cito, maior é a habilidade de transpor a fase de
quebra da vesicula germinativa e atingir a metafase Il (HEWITT & ENGLAND,1998;
OTOI et al.,, 2001). No entanto, recentes estudos demonstraram que o fator que
influencia a aquisicdo de competéncia meiotica € o didmetro folicular e ndo o didmetro
oocitario (SONGSASEN et al., 2009), portanto, este pode ter sido mais um fator que
contribuiu com o baixo indice de maturagéo encontrado.

O grupo MO foi feito para avaliar o grau de maturagdo nuclear no momento da
colheita dos odcitos. Enquanto que em outras espécies de mamiferos o o6cito em fase
de vesicula germinativa (préfase 1) sofre reinicio da meiose nas etapas finais da
maturacao folicular, sendo ovulado em metafase Il (ja com a extrusdo do primeiro

corpusculo polar), em canideos 0s o6citos sao liberados em estagio imaturo, no inicio
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da primeira divisao meiética, ainda em fase de vesicula germinativa (FARSTAD et. al.,
1989). O presente estudo mostrou que os odcitos caninos apresentam maturacao ainda
dentro do foliculo ou logo apds a liberacdo dos foliculos, apds o slicing, ja que foi
encontrada grande quantidade de odcitos em quebra de vesicula (23,3%) e até em Ml
(4%).

A coloracdo HOESTCH é muito utilizada na avaliagdo do estagio de maturagéo
nuclear de oécitos de cadelas (OTOI et al., 2001; KIM et al., 2004; LUVONI et al., 2005;
MACHADO et al.,, 2007; RIBEIRO, 2007; PIRES, 2007; PIRES-BUTTLER, 2010;
APPARICIO-FERREIRA et al., 2011). Com relacéo & coloracdo DAPI, alguns trabalhos
foram encontrados com o uso deste método para a avaliacdo do estagio de maturagao
nuclear de odcitos de ovelhas, bufalas e ratas e os autores relataram que todos os
estagios de maturacdo nuclear foram observados (MORI et al., 1998; YOUSAF &
CHOHAN, 2003; SHIRAZI et. al., 2008), porém em cadelas tal coloracdo ainda nao
havia sido utilizada.

A atual pesquisa mostrou que maior quantidade de oécitos em QVG,
estatisticamente significativa (p<0,05), foi observada nos grupos IGF e EGF na
coloragao HOESTCH. Também no grupo EGF foi encontrado na coloragdo HOESTCH
menor taxa de odcitos degenerados e em VG e maior indice de odcitos em MI sendo
todos com diferencas significativas (p<0,05). O grupo MO também mostrou maior taxa
de QVG e menor quantidade odcitos degenerados (p<0,05) na coloragdo HOESTCH.

Tais resultados demonstraram maior eficiéncia da coloraggo HOESTCH em
relacdo a DAPI na avaliacao do estagio de maturacao nuclear de oécitos de cadelas, ja
que a primeira apresentou maiores indices de oécitos em QVG e Ml e menor numero de
oocitos degenerados, embora todos os estagios de maturagdo nuclear tenham sido
observados na coloracdo DAPI, o que comprovou sua eficiéncia na avaliacdo do estagio
de maturacao nuclear de oécitos de cadelas.

Um sistema intra-ovariano para controle das fun¢dées ovarianas foi sugerido por
diversos pesquisadores. Acredita-se que os fatores de crescimento, via paracrina,
autdcrina ou até mesmo enddcrina, modulam os efeitos das gonadotrofinas hipofisarias

no desenvolvimento folicular.
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Os componentes da familia EGF possuem uma extensa localizagdo em todo o
corpo. Em camundongos, a principal fonte de EGF é a glandula salivar (RALL et al.,
1985) e nos humanos sao as glandulas de Bruner no duodeno, mas precursores
também foram encontrados no cérebro, pulmdes, rins, prostata, musculatura estriada,
testiculos, ovérios, utero, glandula mamaria e fluidos como leite e saliva (CATTERTON,
1979; SPORN et al., 1983; LYNCH et al., 1987; SCHULTZ et al., 1987). Estudos in vitro
demonstraram que o EGF pode ser produzido no ovario pelas células da teca, células
intersticiais e por macrofagos (FUKUMATSU et al., 1995). Foi detectada expressao
génica do TGF-ALFA em ovarios de ratas e de vacas, principalmente nas células da
teca, enquanto que alguns estudos demonstraram que nao existiu expressao génica de
EGF em ovérios de ratas, sugerindo-se que o EGF possa ser produzido fora do ovario
(REEKA et al.,1998).

O EGF e também o TGF-ALFA parecem estar envolvidos principalmente na fase
inicial do desenvolvimento folicular, auxiliando na ativacao de foliculos primordiais, via
estimulacao do antigeno de proliferacao nuclear (PCNA), que promove a proliferagao e
diferenciacéo das células da granulosa, que da forma inicial plana passam a cubdides,
formando entdo o foliculo primario (PICTON, 2000). Nesta fase, o EGF atua em
conjunto com outras substancias como: (1) cKIT (receptor) e KIT ligante, proteinas
conhecidas como fatores de células tronco, que atuam principalmente na transicao de
foliculo primordial a primario (DRIANCOURT et al., 2000; FORTUNE, 2003); (2) GDF-9
(growth differentiation factor-9) e BMP-15 (bone morphogenetic protein-15), ambos sao
membros da superfamilia TGF-BETA, secretados pelos oécitos, tendo como alvo as
células da granulosa, e estdo envolvidos na transicado de foliculo primario a secundario
(FORTUNE, 2003; MAZERBOUR & HSUEH, 2003); (3) gonodatrofinas, que apesar de
sua importancia estar relacionada com o desenvolvimento de foliculos antrais, também
atuam na fase incial, j& que pesquisas em ratos e humanos demontraram, in vitro, que o
LH e, principalmente, o FSH melhoram o desenvolvimento de foliculos primordiais
(FORTUNE, 2003; LOUHIO et al., 2000); (4) IGF-1, que nesta fase, em humanos,
parece também estar envolvido na ativagdo do PCNA (PICTON, 2000; LOUHIO et al.,
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2000), embora FORTUNE (2003) refere que o IGF-1 nao apresenta efeito nesta fase do
desenvolvimento folicular.

Apresentam também outras fungdes na reproducdo de mamiferos como:(1)
induzem diferenciagéo e proliferagdo das células da granulosa, (2) possuem efeito anti-
apoptético nas células da granulosa dos diferentes tipos de foliculos e (3) mimetizam os
efeitos do LH em foliculos pré-ovulatérios, incrementando a producao de progesterona
(REEKA et al., 2003).

ROY & GREENVALD (1990) imunolocalizaram o EGF em ovarios de hamsters, e
encontraram marcagao positiva nas células da granulosa de foliculos pré-antrais com
mais de uma camada de células da granulosa, ja FUKUMATSU et al. (1995), em ratas,
referem marcagdo positiva também em foliculos antrais, o que corrobora com o
presente estudo, no qual as células da granulosa de foliculos secundarios (pré-antrais)
e terciarios (antrais) foram positivas para o EGF.

GARNETT et al. (2002) e ERGIN et al. (2008) imunolocalizaram, respectivamente,
em ovarios de hamsters e ratas, o EGF-R nas células da granulosa e nas células da
teca em todas as etapas do desenvolvimento folicular, semelhante a atual pesquisa,
porém também imunolocalizaram o EGF-R nos odcitos, fato ndo observado neste
experimento.

No presente estudo, a intensidade de coloracao para o EGF-R foi maior (p<0,05)
nas células foliculares de foliculos primarios e secundarios (pré-antrais) do que em
foliculos terciarios (antrais), o que esta de acordo com os resultados obtidos por ERGIN
et al. (2008), em um estudo com ovarios de ratas. O TGF-ALFA apresentou maior
(p<0,05) intensidade de coloragcédo e porcentagem de células coradas em odcitos de
foliculos primordiais do que nos demais odcitos. Com base nos resultados acima
elucidados, sugere-se maior atuacdo do EGF/TGF-ALFA na fase inicial do
desenvolvimento folicular, apesar de o EGF néo ter sido imunolocalizado em foliculos
primordiais e primarios (apenas seu receptor foi localizado), fato que pode ter ocorrido
devido ao EGF estar ligado ao seu receptor, ou que seria o TGF-ALFA o fator atuante
nesta fase.
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REEKA et al. (1998) trabalhando com ovarios humanos, também relataram que o
EGF e o TGF-ALFA estariam envolvidos no desenvolvimento de foliculos pré-antrais, no
entanto, para o EGF-R encontraram marcagdao positiva apenas nas células da
granulosa de foliculos antrais, diferente do encontrado nesta pesquisa. Os mesmos
autores observaram que o TGF-ALFA e o EGF estao presentes também no corpo luteo,
assim como no atual estudo.

A localizacao nuclear do EGF-R esta ligada ao estado de proliferacdo dos tecidos
e ja foi descrita no Utero e mucosa oral de camundongos e tumores humanos. A
interacao do EGF/TGF-ALFA com seu receptor leva a fosforilagdo desse receptor e
consequente translocagdo do complexo EGF/EGF-R para o nacleo da célula, onde
ocorrera a transcricdo génica (LIN et al., 2000). O tecido ovariano apresenta estruturas
com grande capacidade de proliferacao celular, como os foliculos, o que pode explicar a
marcacao nuclear do EGF-R. A localizacao citoplasmatica do EGF e do TGF-ALFA foi
semelhante a todos os resultados encontrados na literatura (REEKA et al. 1998; OLIVA-
HERNANDEZ & PEREZ-GUTIERREZ, 2008) .

O IGF-1 é produzido no figado e também, segundo a literatura, pode ser
produzido no ovario. Atua na fase inicial de desenvolvimento folicular (pré-antrais) e
também na fase final (foliculos antrais), onde é muito importante no momento da
selecao do foliculo dominante, ou seja, na divergéncia folicular (PICTON, 2000;
LOUHIO et al. 2000; FORTUNE et al., 2001; ZULU et al., 2002; FORTUNE, 2003).

O IGF-1 apresenta inumeras funcées na reprodugdo humana e dos animais
domésticos. Pesquisas demonstraram que a maior expressdo génica de IGF-1 em
tecido ovariano estd nas células da granulosa, no entanto, também existe expressao
nas células da teca, corpo luteo e fluido folicular. A ligagao do IGF-1 com seu receptor é
estimulada pelo FSH e também pelo estrogeno (ZULU, 2002).

As principais funcbes deste fator de crescimento sdo: (1) proliferacdo e
diferenciacao das células da granulosa; suporte para a esteroidogénese ovariana, por
meio da inducao de receptores de LH e estimulo da atividade da aromatase; (2) papel
fundamental na selecdo do foliculo dominante, onde o FSH estimula a produgédo de

proteases que degradam as IGFBPs foliculares, proteinas de baixo peso molecular que
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se ligam ao IGF-1, inibindo suas funcdes, desta forma as concentracdes de IGF-1 intra-
foliculares aumentam, propiciando elevacdo da producdo de estrégeno e LH,
necessarios para a dominancia folicular e posterior ovulagcdo; (3) modulador das
funcbes do hipotalamo e da hipofise anterior, ou seja, pode estimular a liberagdo de
GnRH pelo hipotdlamo e de gonadotrofinas pela hipéfise anterior, visto que em muitas
espécies foi detectado aumento nas concentragdes séricas de IGF-1 durante a
puberdade; (4) atua na formacédo e nas fungdes do corpo luteo; (5) possui efeito anti-
apoptético nas células da granulosa (FORTUNE et al., 2001; ZULU, 2002, DISKIN et al,
2003; FORTUNE et al., 2004).

Devido atuar tanto no estagio inicial do desenvolvimento folicular (foliculos pré-
antrais), quanto no estagio final (foliculos antrais), e também por exercer varias fungdes,
atuando em diferentes tipos de células ovarianas, o IGF-1 e seu receptor, neste
experimento, apenas ndo foram imunolocalizados nas CF de foliculos primordiais; este
fato aliado a maior (p<0,05) intensidade de coloracdo e porcentagem de células
coradas nas CF de foliculos secundarios e terciarios, quando comparadas as CF de
foliculos primordiais e primarios, sugere-se maior atividade do IGF-1 em estagios mais
avancados do desenvolvimento folicular em cadelas, o que corrobora com FORTUNE et
al. (2001), ZULU et al. (2002) e FORTUNE (20083).

ERGIN et al. (2008) informaram que o IGF-1 foi imunolocalizado nas células
foliculares de foliculos primordiais, primarios, secundarios e terciarios, assim como nos
oocitos de todos os tipos de foliculos, resultados também observados na presente
pesquisa, exceto com relacdo as células foliculares de foliculos primordiais, que
apresentaram-se negativas ao IGF-1. ORTEGA et al. (2007) relataram, ap6s pesquisas
com ovarios de ratas, que as células foliculares de foliculos secundarios e terciarios,
estroma ovariano e células luteinicas, apresentaram marcagédo positiva para o IGF-1,
fato que também foi comprovado no presente estudo.

COCK et al. (2002) observaram marcacao positiva para o IGF-1 na parede dos
vasos do Utero de cadelas, semelhante ao encontrado neste experimento em ovarios de

cadelas.
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Nesta pesquisa, o IGF-1 apresentou localizacdo nuclear enquanto seu receptor
localizou-se no citoplasma das células, o mesmo foi encontrado por GEE et al. (2005),
em amostras de neoplasias mamarias humanas e por ERGIN et al. (2008), em ovarios
de ratas, entretanto, COCK et al. (2002), em pesquisa com utero de cadelas e ORTEGA
et al. (2007), em ovarios de ratas, referiram marcacao citoplasmatica para o IGF-1.
Nada foi encontrado na literatura que pudesse explicar esses resultados.

Segundo VERMEISCH et al. (2001), os CCG sao oriundos de foliculos
secundarios atrésicos e apresentam marcagdo positiva para receptores de
progesterona, portanto devido sua origem e a seu envolvimento hormonal, justifica-se a
marcagao positiva desta estrutura para os fatores de crescimento avaliados neste
estudo, os quais foram imunolocalizados em foliculos secundarios de ovarios de
cadelas. Os mesmos autores referiram marcacdo positiva para receptores de
progesterona no epitélio superficial e nos tubulos corticais do ovario de cadelas, 0s
quais sao invaginacdes do epitélio superficial e sugere-se que suas células originariam
as células foliculares e as células do estroma ovariano, o que pode explicar a marcacao
positiva destas estruturas para os fatores de crescimento na atual pesquisa.

Nao houve diferenca significativa entre as estruturas ovarianas avaliadas neste
trabalho nas diferentes fases do ciclo estral para todos os anticorpos. Entretanto,
TAMADA et al. (2005) verificaram marcacao positiva de maior intensidade para o TGF-
ALFA e EGF-R no utero de cadelas durante o proestro e estro e COCK et al. (2002),
imunolocalizaram o IGF-1 no Utero de cadelas com hiperplasia endometrial cistica € no
utero normal e, apesar de nao terem estudado o IGF-1 no utero nas diferentes fases
ciclo estral, informaram que seria esperado maior intensidade de marcacao do IGF-1 no
utero de cadelas em estro. Tais pesquisas demonstraram que o estrégeno pode
aumentar a expressao génica do TGF-ALFA, EGF e IGF-1 nas células uterinas de
cadelas.
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8. CONCLUSOES

Nas condicdes do presente estudo, o EGF e o IGF-1 nao sao benéficos a MIV
de odcitos caninos.

A coloragdo DAPI pode ser utilizada na avaliacdo do estdgio de maturagéao
nuclear de odcitos caninos.

O IGF-1, EGF e TGF-ALFA, assim como seus receptores, estdo presentes em
ovarios de cadelas.

O IGF-1 esta presente em maior numero de estruturas ovarianas que o EGF,
com maiores intensidade de coloracdo e porcentagem de células coradas.

Sugere-se que o IGF-1 e o EGF participem em todas as fases do
desenvolvimento folicular de cadelas, porém o IGF-1 apresenta maior atuacdo em fases
mais avancadas do desenvolvimento folicular (a partir de foliculo secundario), enquanto
que o EGF apresenta maior atuacao no inicio.
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