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EFEITO DA SUPLEMENTACAO DE CISTEINA E CISTEAMINA SOBRE A
MATURACAO NUCLEAR DE OOCITOS DE FEMEAS CANINAS (Canis familiaris)
OBTIDOS POR OVARIOSALPINGO-HISTERECTOMIA DURANTE A FASE PRE-
OVULATORIA DO ESTRO

RESUMO - O obijetivo desta pesquisa foi avaliar os efeitos da suplementacao de
cisteina e cisteamina no desenvolvimento meibtico de oédcitos caninos durante o
processo de maturagao in vitro. Os o6citos foram coletados de sete cadelas higidas em
fase pré-ovulatéria imediata, submetidas a ovario-histerectomia. Os COC’s
selecionados foram cultivados por um periodo de 72 horas em quatro meios diferentes:
A (controle) - TCM199 suplementado com BSA (3 mg/mL) + FSH (5 ug/mL) + LH (10
pg/mL) + progesterona (2 ug/mL) + estradiol (2 pg/mL); B — controle + 0,1mM de
cisteina; C — controle + 100uM de cisteamina; D — controle + 0,1mM de cisteina +
100uM de cisteamina. Os resultados demonstraram que nao houve diferenca
significativa entre os tratamentos (p<0,05), ou seja, a suplementacdo de compostos
antioxidantes no meio de maturacdao nao favoreceu a competéncia meibtica. Além
disso, neste estudo pode-se inferir que para cada fase do ciclo estral, talvez seja

necessario um periodo de maturagao diferenciado.

Palavras-Chave: cisteina, cisteamina, maturacdo in vitro, oécito canino
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EFFECT OF SUPPLEMENTATION OF CYSTEINE AND CYSTEAMINE ON THE

NUCLEAR MATURATION OF CANINE FEMALES (Canis familiaris) OOCYTES

OBTAINED BY OVARIOHISTERECTOMY DURING ESTRUS PREOVULATORY
STAGE.

ABSTRACT - The aim of this research was to evaluate the effects of the cysteine
and cysteamine supplementation on meiotic development of canine oocytes during the
process of in vitro maturation. The oocytes were collected after ovariohysterectomy from
seven healthy bitches in immediate preovulatory stage. The selected COC's were
cultured by a period of 72 hours in four different media: A (control) - TCM199
supplemented with BSA (3 mg/mL) + FSH (5 ug/mL) + LH (10 ng/mL) + progesterone (2
ug/mL) + estradiol (2 ng/mL); B - control + 0,1mM of cysteine; C - control + 100uM of
cysteamine; D - control + 0,1mM of cysteine + 100uM of cysteamine. The present study
demonstrated that there was not significant difference among the treatments (p<0,05), in
other words, the supplementation of antioxidant in the medium of maturation didn't favor
the meiotic competence. Besides, in this study it can be inferred that for each stage of

the oestrus cycle, perhaps it is necessary a different maturation period.

Keywords: cysteine, cysteamine, in vitro maturation, canine oocyte



1. INTRODUCAO

As biotécnicas da reproducdo, tais como a inseminacao artificial (IA), maturacao
in vitro (MIV), fecundagao in vitro (FIV), produgdo de embrides in vitro (PIV),
transferéncia de embrides (TE) e criopreservacdo de gametas sdo essenciais para o

melhoramento reprodutivo e preservacao da biodiversidade (GOBELLO, 2004).

Entretanto, durante muito tempo, as pesquisas nesta area restringiram-se aos
animais de producao, espécies comercialmente importantes. Assim, o primeiro estudo
de reproducdo assistida em céaes foi realizado apenas em 1976 por MAHI e
YANAGIMACHI, os quais deram inicio aos questionamentos sobre maturacao oocitaria
canina e outros eventos envolvidos com a reprodug¢ao canina. Todavia, foi a partir da
década de 90, com o inicio do interesse da comunidade cientifica pela conservacao da
biodiversidade, que ocorreu um grande desenvolvimento nesta area (LUVONI, 2000). O
crescimento desordenado da populagcdo e a consequente destruicdo do meio ambiente
contribuiram de maneira significativa para o aumento de espécies ameacadas de
extingcdo, como € o caso do cachorro-do-mato-vinagre (Speothos venaticus), lobo-guara
(Chrysocyon brachyurus) e a raposa-do-campo (Lycalopex vetulus), pertencentes a
fauna silvestre brasileira. Com isto, as técnicas de reproducdo assistida como a
maturacdo e a fecundacdo in vitro tornaram-se alvo de pesquisas, com o intuito de
maximizar o potencial de preservacdo do genoma dos canideos ameacados de
extingdo. Para isto, tem-se utilizado o cao doméstico como modelo experimental no
desenvolvimento destas técnicas, devido a similaridade da sua fisiologia reprodutiva e

suas respostas a experimentos in vitro (DURRANT et al., 1998).

No entanto, deve-se ressaltar que, em canideos a maturacao in vitro tem
alcancado indices limitados, com valores que giram em torno de 0 a 58% (FARSTAD,
2000b), enquanto que, em bovinos, cerca de 90% dos odécitos completam a maturacao.
Estes valores refletem o pouco conhecimento sobre os padrées endécrinos e 0s

mecanismos de controle do ciclo estral nesta espécie, dificultando a adaptacdo das



técnicas de reproducao assistida empregadas com sucesso em outros mamiferos
(VANNUCCHI, 2003).

A baixa competéncia meibtica dos odcitos caninos quando submetidos a
condicbes artificiais de cultivo € considerada como o grande entrave para o
desenvolvimento de biotecnologias reprodutivas nesta espécie, como a fecundacgao in
vitro, producdo embrionaria in vitro e criopreservacdo (FARSTAD, 2000a). Em
consequéncia disto, tem sido levantada a importancia do desenvolvimento de um meio
de cultivo especifico para canideos, de tal forma que consiga preservar a viabilidade e a
morfologia oocitaria indispensaveis para aquisicdo da competéncia meiética (LUVONI et
al.,, 2005). Assim, as atuais pesquisas na area de reproducdo assistida em canideos
estdo concentrando seus esforgcos nos protocolos de maturagdo in vitro testando

proteinas, hormonios, fatores de crescimento e antioxidantes.

O uso de compostos antioxidantes no meio de cultivo deve-se ao fato de que
uma das principais preocupagdes durante o processo de maturacédo e fecundagao in
vitro sdo os danos causados pelos radicais livres (ROS) produzidos, normalmente, no
metabolismo oxidativo (DEW, 2001). Pois, embora a maioria das células, apresente um
eficiente sistema de defesa contra radicais livres, representado pela glutationa
(GASPARRINI et al, 2005; LUBERDA, 2005); a manipulagdo do odcito durante o
processo de maturagao in vitro, retirando-o do ambiente intra-folicular, ou seja, do seu
equilibrio interno, e 0 expondo inevitavelmente a altas tensdes de oxigénio, além de, no
caso de odcitos caninos, a um meio quimicamente ndo definido, pode levar a um
elevado estresse oxidativo, o qual provocara a mobilizacao de grande quantidade de
glutationa, promovendo o acentuado declinio dos seus niveis. Como consequiéncia,
teremos reducdo da competéncia meibdtica, devido a elevacdo dos indices de
degeneracao e morte celular provocada pelos radicais livres, presentes no meio de

maturacgao.

Portanto, em virtude do importante papel da glutationa na proteg¢ao celular contra
0 estresse oxidativo, tem sido proposto a suplementagcdo de compostos que atuem

como substrato ou precursores da glutationa como a cisteina, cisteamina e o B-



mercaptoetanol, os quais estdo sendo amplamente utilizados e, com éxito, em
diferentes espécies como bovinos (DE MATOS et al., 1996), ovinos (DE MATOS et al.,
2002), bufalos (GASPARRINI et al., 2005) e caprinos (RODRIGUES E GONZALES et
al., 2003). Porém, em canideos o uso destes compostos ainda € muito recente e os

resultados ndo sao satisfatorios.

Com base nas informacgdes relatadas acima, o objetivo do nosso estudo foi
analisar comparativamente a competéncia dos oécitos caninos maturados in vitro em
meio suplementado com cisteina e cisteamina isoladas ou associadas e 0 meio controle

(sem suplementacéo).



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Aspectos da fisiologia reprodutiva da cadela (Canis familiaris)

Os canideos sao conhecidos por sua fisiologia reprodutiva peculiar. Estes
animais sao considerados monoéstricos, predominantemente nao estacionais,
apresentando um ou dois ciclos reprodutivos por ano com intervalos que podem atingir
11 meses (FARSTAD, 2000a; JOHNSTON et al., 2001).

O ciclo estral da cadela possui quatro fases: proestro, estro, diestro e 0 anestro.
O proestro que pode persistir por uma a trés semanas, esta associado com a secregao
do FSH (Hormbnio Foliculo Estimulante) que promove o crescimento folicular e
aumento dos niveis de estrégeno produzido pelas células da granulosa (CONCANNON,
1986). A concentracado do estradiol atinge o pico maximo (50 a 100 pg/mL) 24 a 48
horas antes do término do proestro (FELDMAN e NELSON, et al., 1996). Segundo
Shille (1992) esta onda tem duragdo de um a dois dias e precede o pico sérico de LH
pelo mesmo intervalo, retornando progressivamente aos valores basais (15 pg/mL)

durante os préximos cinco a 20 dias.

Assim, a progressao do proestro para o estro € marcada por uma inversao na
concentracao hormonal, havendo um crescente aumento nos niveis de progesterona e
decréscimo nas concentragdes de estroégeno, promovendo um fendmeno caracteristico
desta espécie, denominado luteinizacdo pré-ovulatéria (CONCANNON et al., 1989;
REYNAUD et al., 2005).

A ovulagao, que é espontanea na cadela, ocorre 24 a 72 horas apds a onda de
LH, no inicio do estro (OLSON e NETT, 1986; TSUTSUI et al., 1989; FELDMAN e
NELSON, et al, 1996). Apdés o estro, o animal entrard em uma fase, onde a
concentracdo de progesterona apresenta niveis semelhantes entre animais gestantes
ou nao (JEFFCOATE, 1998). E ao final do ciclo reprodutivo, o animal passara por um
longo periodo de quiescéncia ovariana, denominado anestro (RODRIGUES e
RODRIGUES, 20083).



2.2. Maturacao oocitaria in vivo

A maturacao in vivo é o processo pelo qual o odcito adquire capacidade para ser
fecundado, ap6s complexa interacdo entre células somaticas e germinativas; caso
ocorram falhas neste processo poderdo surgir anormalidades na fecundagdo e no
desenvolvimento embrionario (MATTIOLI, 1989). BAKER (1987) afirmou que a divisao
celular, tanto mitética quanto meidtica compreende quatro fases distintas: préfase,
metafase, anafase e tel6fase. A maturagdo é iniciada na vida pré-antral, e, na maioria
dos mamiferos, o processo sofre dois momentos de estagnacédo, na préfase | e
metafase Il.

Os canideos, devido algumas particularidades referentes ao ciclo estral, sofrem
um processo de maturacao diferenciado (OTOI et al., 2000). Enquanto que em outras
espécies de mamiferos o od6cito em fase de vesicula germinativa (profase I) sofre
reinicio da meiose nas etapas finais da maturacao folicular, sendo ovulado em metafase
II (j4 com a extrusdo do primeiro corpusculo polar), em canideos o0s odcitos sao
liberados em estagio imaturo, no inicio da primeira divisdo meiética, ainda em fase de
vesicula germinativa. Desta forma, os estagios subseqlentes da maturacdo meibtica,
como quebra da vesicula germinativa, metafase |, anafase |, teléfase | e completa
meiose com extrusdo do primeiro corpusculo polar na metafase Il, assim como a
fecundacédo, ocorrem no oviduto (HOLST e PHEMISTER, 1971; TSUTSUI, 1975;
FARSTAD et al., 1989). Este fato justifica a importancia do ambiente oviductal para a
maturacao oocitaria canina, pois contrariamente ao que se observa em outras espécies,
em canideos o oviduto € responsavel por sustentar durante um extenso periodo, a
sobrevivéncia dos odbcitos liberados ainda imaturos até completarem o seu
desenvolvimento, serem fecundados e atingirem o estagio de blastocisto (LUVONI et
al., 2005).



2.3. Obtencao de oécitos

Em canideos, os foliculos ficam localizados na regido cortical do tecido ovariano,
tornando-se aparentes poucos dias antes do momento da ovulagao. Isto dificulta 0 uso
da técnica de aspiracao folicular, método rotineiramente aplicado em outras espécies
(HEWITT et al., 1998¢c; OTOI et al., 2000). Assim, a técnica empregada para a obtengao
de odcitos caninos é o “slicing” ou fatiamento, que permite a liberagdo de maior numero
de oécitos quando comparada a aspiracao folicular (NICKSON et al., 1993). Outra
técnica que tem sido utilizada € o método de digestdo ovariana, a qual vem sendo
estudada com o intuito de aumentar a recuperacao de foliculos ovarianos postmortem
(DURRANT et al., 1998). Por este método os ovarios sdo colocados em solucao
enzimatica, geralmente composta por colagenase e Dnase, por uma hora a 37°C.
Embora ocasione danos as células da granulosa, o numero de odcitos degenerados é
reduzido (DURRANT et al., 1998; BOLAMBA et al., 2002).

2.4. Aspectos da maturacao oocitaria canina in vitro

A maturacdo oocitaria canina in vitro tornou-se alvo de muitos estudos,
principalmente nas ultimas décadas, pois 0 sucesso no emprego desta técnica significa
grande avanco cientifico no que tange a preservagao de material genético das espécies
ameacadas de extincdo (GOODROWE et al., 2000).

Embora odécitos caninos possam retomar espontaneamente a meiose in vitro,
quando submetido a adaptagdes das técnicas utilizadas para bovinos e suinos
(FARSTAD, 2000a), os indices de maturagéo séo ainda muito baixos, variando de 0 a
58% para oécitos maturados até anafase | e metafase Il (MAHI e YANAMACHI, 1976;
YAMADA et al.,, 1993; NICKSON et al, 1993; HEWITT e ENGLAND, 1998a;
METCALFE, 1999; LUVONI, 2000; VANNUCCHI, 2003; MARTINS, 2005; APPARICIO-
FERREIRA, 2006). Segundo FARSTAD (2000b), estes indices podem ser atribuidos a

baixa competéncia oocitaria e as condi¢cdes subdtimas de cultivo.



Dessa forma, estudos estdo sendo desenvolvidos tanto com o intuito de
determinar 0 meio de cultivo especifico para o oécito canino quanto definir parametros
indicativos da competéncia meibtica (KIM et al. 2004). Assim, alguns fatores como a
morfologia do complexo cumulus o6cito (NICKSON et al., 1993; HEWITT e ENGLAND,
1997; LUVONI, 2001), o diametro ocitario (HEWITT e ENGLAND, 1998a) e a idade da
fémea doadora (NICKSON et al., 1993) tem demonstrado exercer influéncia sobre os
indices de maturacao in vitro em cadelas. Entretanto, a fase do ciclo estral da doadora
(NICKSON et al., 1993; YAMADA et al. 1993; HEWITT e ENGLAND, 1997) e o periodo
de cultivo (OTOI et al.,, 2000; RODRIGUES e RODRIGUES, 2003) sao fatores que

ainda estdo em estudos e até o momento apresentam dados contrapostos.

A importancia da selecdo oocitaria baseada no critério morfolégico foi
demonstrada por NICKSON et al. (1993) quando verificaram a degeneragao de odcitos
com apenas uma camada de células do cumulus, enquanto parte dos oécitos com mais
de duas camadas continuavam a se desenvolver em cultivo. Porém, para HEWITT e
ENGLAND (1997) a selegdo ndo deve basear-se unicamente no numero de camadas

das células do cumulus, mas também, no aspecto citoplasmatico do oécito.

Sobre o didmetro do odcito, HEWITT e ENGLAND (1998a) citaram que quanto
maior 0 odcito, maior serd a habilidade de se transpor a fase de quebra da vesicula
germinativa para atingir as fases de metafase |, anafase | e metafase Il, sendo que o
diametro superior a 120 um apresenta maior competéncia meibtica para os estagios
finais de maturacao, similar ao observado em outras espécies domésticas (THEISS,
1997; DURENZI, 1995; GILCHRIST, 1995; MOTLIK, 1989).

A idade da fémea doadora também é um importante fator a ser considerado, pois
pode influenciar no numero total de o6citos recuperados (RODRIGUES e RODRIGUES,
2003). De acordo com ANDERSEN et al. (1973) e DURRANT et al. (1998), os ovarios
de fémeas caninas pré-puberes apresentam menor propor¢cao de foliculos em estagios
avancados de desenvolvimento e maiores quantidades de foliculos degenerados, fato
este, que pode ilustrar a aceleracao atrésica durante os primeiros meses apds 0

nascimento. E fémeas com idade superior a sete anos apresentam comprometimento



na habilidade para maturar quando comparadas a animais mais jovens (HEWITT e
ENGLAND, 1998a).

Com relacdo a influéncia da fase do ciclo sobre a taxa de recuperagao e
frequiéncia de maturagcao nuclear de oécitos ainda é controverso. HEWITT e ENGLAND
(1997) observaram que nao houve diferenca na taxa de maturagdo oocitaria entre
odcitos coletados de cadelas no periodo de anestro e diestro, no entanto, relataram que
a obtencao de odcitos no final do proestro e inicio de estro € mais adequada, pois, as
concentragdes de progesterona e estrogeno durante este periodo podem possuir efeito

positivo sobre a maturaggo.

Contrariamente, WILLINGHAM-ROCKY et al. (2003) afirmaram que o estagio do
ciclo estral do doador € o fator chave no critério de selecao para oécitos caninos
meioticamente competentes. Entretanto, mais recentemente, LUVONI e seus
colaboradores (2005) reportaram que apesar de od6citos advindos de animais em
anestro ndo apresentarem capacidade para atingir a metafase ll, nenhuma conclusao
adicional pode ser tirada com relagao a influéncia do ciclo estral sobre a competéncia
meibtica. Contudo, o que se tem observado é a influéncia do ciclo estral sobre o
funcionamento das jungdes GAP entre as células do cumulus e o odcito. Tem sido
demonstrado que, enquanto os COCs advindos de cadelas em anestro apresentam as
juncbées GAP fechadas, os COCs provenientes de cadelas no final do proestro possuem
89% destas comunicagoes abertas (LUVONI et al., 2001). Para BOGLIOLO et al (2002)
este pode ser um dos fatores apontados para explicar as baixas taxas de maturagao de
odcitos obtidos durante o anestro, mesmo apdés um periodo de 72 ou 96 horas de

cultivo.

Quanto ao periodo de cultivo para a maturagao in vitro em canideos, nao ha
tempo pré-estabelecido. Alguns pesquisadores afirmam que a completa maturagao
meibtica ocorre apds 24-48 horas de cultivo (NICKSON et al., 1993; SAINT-DIZIER et
al., 2001). Em contrapartida, ha estudos que relatam 72 a 96 horas como periodo
necessario para alcangar maiores indices de maturacao (FUJII et al., 2000; HEWITT et
al., 1998c; OTOlI et al., 2000; YAMADA et al., 1993). Entretanto, o que se procura € um



equilibrio entre 0 meio utilizado e o tempo de cultivo, de forma a obter melhores indices

de maturacéo e niveis reduzidos de degeneragdo (MARTINS, 2005).

Os protocolos para 0 meio de maturagcdo ainda passam por fase de
experimentacdo, na busca de um meio que consiga mimetizar as condigdes
encontradas in vivo. Normalmente s&o utilizadas adaptagdes dos meios empregados
em bovinos (GARDNER e LANE, 2000). Portanto, os mais utilizados sdo SOF
(Synthetic Oviduct Fluid) (HEWITT e ENGLAND, 1997; HEWITT e ENGLAND 1998b;
HEWITT e ENGLAND 1999; BOLAMBA et al., 2002; MARTINS, 2005) e, principalmente
o TCM 199 (Tissue Culture Medium 199) (NICKSON et al., 1993; HEWITT et al., 1998c;
FUJII et al., 2000; OTOI et al.,, 2001; SONGSASEN et al.,, 2001; RODRIGUES e
RODRIGUES, 2003), acrescidos de proteinas, horménios e antioxidantes, objetivando

melhorar os indices de maturagao.

O meio SOF foi desenvolvido por TERVIT et al. (1972) visando mimetizar as
caracteristicas fisioldégicas do fluido do oviduto de ovelhas e bovinos. Desde entéo, este
meio tem sido utilizado com bastante sucesso na maturagao in vitro de odécitos de
bovinos. No entanto, HEWITT e ENGLAND (1999) obtiveram resultados limitados em
cultivo de odcitos de cadelas utilizando este meio, especialmente com relagcdo a
maturagao nuclear, o que talvez decorra da constituicao do fluido oviductal variar entre

espécies e os diferentes estadios reprodutivos.

Sobre o TCM 199, além de modificado pode ser suplementado com horménios e
substancias favoraveis ao desenvolvimento, como o SFB e BSA (Nickson et al., 1993;
HEWITT e ENGLAND, 1997; HEWITT et al., 1998c). Para CINONE et al. (1992), entre
0s meios complexos, o TCM 199 é o que fornece as melhores condi¢gdes para 0 odcito

canino completar a sua maturacao até os estagios de metafase Il.

HEWITT et al. (1998c) compararam as taxas de maturagdo de odcitos em
protocolos com diferentes concentragcdes de BSA e SFB em TCM 199, concluindo que

0,3% de BSA favoreceu a maturacao as 48 horas de cultivo e 20% de SFB as 96 horas.
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A suplementacdo hormonal nos meios de cultivo é baseada no fato de que os
odcitos caninos em fase de vesicula germinativa estédo sujeitos, in vivo, a concentracoes
decrescentes de estrégeno e crescentes de progesterona no foliculo pré-ovulatério
(HEWITT e ENGLAND, 1997; NICKSON et al, 1993). Para KIM et al. (2005) a
associacao de horménios esterdides (estrdgeno e progesterona) na concentragdo de
2ug/mL apresenta melhor efeito sobre a maturacdo de odcitos caninos (16,6% de
metafase Il) quando comparada com a mesma concentragao isoladamente (E2 14,7% e
P4 10,8%). Por outro lado, VANNUCCHI (2003) avaliando o efeito da suplementacao de
horménios esterdides no meio de maturagao, observou que as 72 horas, a associagcao
de 20ug/mL de estrogeno e progesterona apresentaram maiores indices de metafase Il
do que o meio sem suplementacao hormonal (3,63% X 0%, respectivamente), porém as
96 horas, os resultados se inverteram, sendo que 0 meio sem suplementacdo hormonal
apresentou as melhores taxas de maturacdo quando comparados ao meio
suplementado com estrogeno e progesterona (6,45% meio X 0%). Dessa forma, pode-
se inferir que a progesterona pode acelerar o processo de maturacdo nuclear dos
olcitos de cadela, visto que, em meios de maturacdo sem hormdnios, também foi
possivel verificar o6citos em estagios de metafase Il, mas, somente apdés um extenso

periodo de cultivo (96 horas).

2.5. Estresse Oxidativo e Bioquimica da Glutationa

Uma das principais preocupagdes durante o processo de maturacdo e
fecundacao in vitro sdo os danos causados pelos radicais livres (ROS) produzidos,
normalmente, no metabolismo oxidativo (DEW, 2001).

O estresse oxidativo esta relacionado com presenca de elevada concentracao de
moléculas com alto potencial de abstrair elétrons de biomoléculas. Os radicais livres
sao 0s mais importantes oxidantes bioldgicos, pois sdo potentes eletréfilos e agem em
centros nucleofilicos, como as terminacbes —-OH, -NH, e —-SH, de pequenos
componentes e macromoléculas celulares, como DNA, proteinas e polissacarideos,

com consequéncias irreversiveis, como a morte celular, via apoptose e necrose
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(AVELINO, 2004). Entretanto, a maioria das células apresenta um eficiente sistema de
defesa contra radicais livres, representado pela glutationa, que possui como principal
funcao a detoxicacao e antioxidacdo de compostos enddgenos e exdgenos, mantendo a
condicao redox intracelular (GASPARRINI et al., 2005; LUBERDA, 2005).

A glutationa (GSH) é o maior composto sulfidril ndo protéico de baixo peso
molecular, amplamente distribuido pelo organismo, sendo encontrado ndo somente em
células somaticas, mas também em gametas (LUBERDA, 2005). Apresenta-se sob
duas formas principais: como grupo sulfidril (GSH) ou como dissulfeto (GSSH), sendo
que a GSH reduzida é a forma predominante, encontrada em 99,5% de toda a GSH
detectada na célula (ANDERSON, 1985).

A glutationa pode agir diretamente nos radicais livres. Para neutraliza-los sao
necessarias duas moléculas de GSH que reagem pelo mecanismo de reducao, via
NADPH, com uma molécula de H>,O, formando GSSH (metabdlito ndo téxico) e duas
moléculas de H2O. A conversdao de GSH para GSSH é imediatamente catalisada pela
enzima glutationa redutase, utilizando NADH ou NADPH como doador de elétrons,
atuando como maior redutor intracelular, mantendo o equilibrio dentro da célula
(MEISTER, 1983; AVELINO, 2004; LUBERDA, 2005). A equacado abaixo mostra o

mecanismo de agao da glutationa frente ao peréxido de hidrogénio (LUBERDA, 2005):
2GSH + H202—> GSSH + 2 Hzo
GSSH + NADPH + H* —» 2GSH + NADP*

Contudo, além de protecdo celular contra radicais livres gerados normalmente
pelo metabolismo oxidativo da célula, a GSH atua também no transporte de
aminoacidos (principalmente cisteina), sintese de DNA e proteinas (LAFLEUR et al.,
1994; DE MATOS et al, 1995; ABEYDEERA et al., 1998), manutengdo da morfologia
dos fusos meiéticos do odcito e apéds a fertilizacéao participa da descondensacgao nuclear
do espermatozéide e subseqlente formagao do pré-nacleo masculino (CALVIN et al.,
1986; PERREAULT et al., 1988; SAGARA et al., 1993; YOSHIDA et al., 1993).
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A sintese da glutationa que ocorre no ciclo y-glutamil é dependente da
disponibilidade da presencga da cisteina no meio extracelular (FURNUS e DE MATOS,
1999; GASPARRINI et al., 2005). Todavia, este aminoacido € estavel por somente uma
hora de cultivo, sendo rapidamente oxidado em cistina, promovendo redugdo na
cisteina disponivel no meio, prejudicando a sintese de glutationa intracelular (SAGARA
et al., 1993). Mas, quando associada a uma molécula de tiol, como o B-mercaptoetanol
ou cisteamina, a cistina produzida é reduzida a cisteina, mantendo assim a
concentracao de cisteina no meio de cultivo garantindo a produgao da glutationa (ISHII
et al., 1981).

No sistema reprodutivo, a GSH participa ativamente nos processos de maturagao
oocitaria e parece estar relacionada a um controle hormonal, uma vez que sua
concentracao estd aumentada no ovario no periodo pré-ovulatério, concomitante com a
presenca de LH, fazendo um estoque para proteger o oécito durante e apés a
fecundacdo (PERREAULT et al., 1988; AVELINO, 2004).

A producdo de glutationa durante a maturacdo oocitaria in vitro € citada em
varias espécies como camundongo (CALVIN et al., 1986), hamster (PERREAULT et al.,
1988), suinos (YOSHIDA et al., 1993) e bovinos (DE MATOS et al, 1995), ovinos (DE
MATOS et al.,, 2002), caprinos (RODRIGUES-GONZALEZ et al.,, 2003) e bufalos
(GASPARRINI et al., 2003).

Entretanto, apesar da glutationa poder ser sintetizada tanto no processo de
maturacao in vitro quanto in vivo, a sua concentracdo € mais elevada em od6citos
maturados in vivo. Uma possivel explicacao é que a tensdo de oxigénio no limen do
trato reprodutivo feminino € um terco do que ocorre na maturagao in vitro, desta forma,
odcitos cultivados em condigdes artificiais, mobilizam maior quantidade de GSH para
combater os radicais livres, provocados pelo estresse oxidativo, resultando no declinio
dos seus niveis, 0 que pode justificar a baixa competéncia em o6citos maturados in vitro
(BRAD et al., 2003).

Na maturacédo in vitro, a sintese de GSH pode ser estimulada por alguns

substratos (cisteina e cistina) ou precursores (cisteamina e B-mercaptoetanol) (DE
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MATOS et al., 1995; DE MATOS et al., 1996; DE MATOS et al., 2002; DE MATOS e
FURNUS, 2000; GASPARRINI et al. 2003).

ABEYDEERA et al. (1998) citaram que, durante a maturagéo in vitro de oocitos
suinos, a suplementacdo do meio de cultivo com 25uM de B-mercaptoetanol promoveu
elevacao na concentracdo da GSH e o subsequente desenvolvimento embrionario. Em
canideos, foram observados indices de maturacao de 20% e 12,9% de metafase Il em
meios suplementados respectivamente com 50 e 100uM de B-mercaptoetanol (KIM et
al., 2004). Na espécie ovina, o uso de B-mercaptoetanol (50uM) ou cisteamina (200uM)
aumentou a sintese de GSH, mas apenas o grupo tratado com cisteamina obteve
resultado favoravel quanto ao desenvolvimento de blastocisto (DE MATOS et al., 2002).
Fato semelhante foi observado na MIV de bovinos ao suplementar o0 meio de maturagéo
com 100uM de cisteamina ou 0,6 mM de cisteina ou 100uM B-mercaptoetanol (DE
MATOS et al., 1995). Em felinos também foi registrado melhores indices de maturacao
e fertilizagdo in vitro quando o meio foi suplementado com 0,1 mg/mL de cisteina
(POPE et al.,, 1995; LUVONI e COLOMBO, 1995). Entretanto, DEW (2001) ao
suplementar o meio de maturacdo de odcitos de cadelas em anestro com diferentes
concentragdes de cisteina (0,1mM e 1,0mM), observou que a concentragdo de 0,1mM
apresentou melhores resultados, porém nao significativos. Segundo este autor a
reduzida taxa de maturacédo pode ser atribuida a baixa competéncia de oécitos obtidos

de cadelas em anestro.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Animais

Esta pesquisa foi desenvolvida no Laboratério de Reproducdo Animal da
Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias, Unesp - Campus de Jaboticabal. Para
este estudo foram utilizadas sete fémeas da espécie canina, sem raca definida, com
idade entre um e sete anos, peso médio de 15 kg e consideradas higidas mediante
exames clinicos como, auscultacdo cardio-respiratoria, palpagdo transabdominal,

avaliacao do trato reprodutivo (citologia vaginal) e temperatura corporea.

Os animais utilizados para este estudo apresentavam-se na fase pré-ovulatéria

imediata no momento da realizagao da ovario-histerectomia.

3.2. Determinacao da fase pré-ovulatéria do estro
3.2.1. Historico Reprodutivo

Durante o cadastro dos animais realizava-se anamnese, na qual eram obtidas
informacdes sobre ultimo ciclo reprodutivo. A partir deste dado, estimava-se o periodo
do proximo ciclo estral e orientava o proprietario a respeito do reconhecimento da fase

folicular.
3.2.2. Acompanhamento colpocitolégico

Imediatamente apds a deteccao clinica do inicio da fase folicular como edema
vulvar e secrecao vaginal hemorragica, iniciava-se o acompanhamento citolégico diario
para determinacao do inicio do estro (80 a 90% de células superficiais e receptividade
ao macho). O exame colpocitolégico foi realizado introduzindo um “swab” pela
comissura dorsal da vagina em angulo de 45° em relacdo ao solo, o qual foi
delicadamente rotacionado para que as células ficassem aderidas a ele. Ato continuo

foram transferidas sobre duas laminas de microscopia, para que fossem coradas; uma
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pelo método Panético Rapido (Bio-cor 1,2 e 3® Bioshop) e a outra, pelo método Harris-

Shorr (apéndice 1).

A identificacdo dos tipos celulares, bem como a classificacao da fase do ciclo
estral baseou-se nos critérios adotados por JOHNSTON et al. (2001) (apéndice 2).

Figura 1: Fotomicrografia de células do epitélio vaginal, demonstrando evolu¢ao da fase folicular onde
A: Proestro inicial; B: Proestro intermediario e C: Estro.

Ap6s a determinacao do inicio do estro esperava-se mais 12 horas para a coleta

de sangue para a dosagem sérica de progesterona.

Deve-se ressaltar que a citologia vaginal constituiu-se em um exame
complementar, pois o momento da ovulagdo foi determinado pelo resultado da

concentracao sérica de progesterona.
3.2.3 Dosagem sérica de progesterona

As amostras de sangue foram coletadas através de pungdo da veia jugular em
tubos sem anticoagulante. Foram retirados 5 mL de sangue, o qual foi centrifugado por

10 minutos a 955 g para obtengao do soro.

O soro era enviado para o Laboratério Humano Endomed, na cidade de
Jaboticabal, onde se realizava a dosagem de progesterona, pelo método de
quimioluminescéncia adaptado para caes (ROOT-KUSTRITZ, 2001).

O resultado deste exame permitiu que estimassemos o momento da ovulagao e
determindssemos o dia para a realizagdo da ovario-histerectomia para a obtencao dos
ovarios. Como se segue na tabela abaixo:
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Tabela 1. Correlacao entre a dosagem sérica de progesterona e o0 momento da

ovulacao.
P4 ng/mL Momento estimado da ovulacao
Menor que 1,0 Anestro ou proestro
1,0-1,9 Em até 48h
2,0-3,9 Em até 24h
4,0-10,0 Ja ovulou ou esté ovulando

ROOT-KUSTRITZ , 2001

Dessa forma, seguindo os critérios adotados por ROOT-KUSTRITZ (2001) para
estimar o0 momento da ovulagdo, utilizamos em nosso experimento somente animais
que apresentavam dosagens séricas de progesterona entre 1,0 a 3,9 ng/mL, como
mostra a tabela 2.

Tabela 2. Resultados das dosagens séricas de progesterona dos animais
incluidos no experimento

Animal Dosagem de P4 ng/mL
1 2,4
2 3,8
3 2,0
4 3,5
5 3,7
6 2,8

7 2,7
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3.3. Obtencao e classificacao dos odcitos

Ap6s o procedimento da ovario-histerectomia, os ovarios foram coletados
assepticamente, imersos em solugao fisioldgica de cloreto de sédio 0,9% aquecida a

38° (Solugao de Transporte) e, imediatamente levados ao Laboratério de Reprodugéo.

No Laboratério, os ovarios foram colocados em placas de Petri (previamente
aquecida em placa aquecedora) contendo meio de fatiamento (Solucdo de PBS
adicionado de 10% de SFB a 39%), onde foi realizado o “slicing” (fatiamento) do 6rgao

para a liberagcao dos complexos cumulus-odcitos (COC) (Fig.2).

Figura 2: Realizagdo do método de
“slicing” para obtencao dos COCs
para maturagao in vitro.

Os odcitos foram rastreados sob lupa estereomicroscépica (Fig.3) e avaliados
com relacdo a homogeneidade do citoplasma e nimero de camadas das células do
cumulus (Fig.4), conforme os critérios morfolégicos adotados por Hewitt e England,
1997 (Apéndice 3).
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Figura 3: Selegao dos o6citos através Figura 4: Fotomicrografia de COCs grau | (letra
An lna antaranminencnining A), grau Il (letra B) e grau lll (letra C).

Para este trabalho foram selecionados apenas os COCs grau |, os quais foram
lavados trés vezes em meio de lavagem (Apéndice 4) antes do procedimento de

maturacgao (Fig.5)

Figura 5: Passagem dos COCs selecionados para o meio de lavagem.
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3.4. Maturacao in vitro

Apébs a lavagem, grupos de até 20 odcitos foram transferidos para placa NUNC
contendo quatro gotas de 500uL de meio de maturacdo especifico para cada
tratamento e mantidos a 38 °C em atmosfera de 5% de CO. em ar durante 72 horas
(Figura 6).

Figura 6: Placa NUNC contendo gotas do
meio de maturacgédo, onde os odcitos ficavam
incubados por periodo de 72 horas.

Os oécitos foram submetidos a quatro tratamentos, sendo eles:
Tratamento controle (A): Meio padrao TCM 199 (apéndice 5)
Tratamento (B): Meio A suplementado com 0,1 mM de cisteina
Tratamento (C): Meio A suplementado com 100uM de cisteamina
Tratamento (D): Meio A suplementado com 0,1mM de cisteina + 100uM de cisteamina.

Assim como preconizado por NICKSON et al. (1993), apds 48 horas de cultivo
era realizado o “feeding”, ou seja, retiravamos 250uL do meio e o trocavamos pela

mesma quantidade de um novo meio.

3.5. Avaliacao do estagio de maturacao nuclear

A abundante quantidade de material lipidico, caracteristica do oécito canino

dificulta a distincdo dos componentes nucleares, desta forma se faz necesséria
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utilizacéo da técnica de fluorescéncia para avaliagdo do estagio de maturagdo oocitaria
(BOLAMBA et al., 2002).

Apébs 72 horas de cultivo, os oécitos foram colocados em placas de Petri
contendo 200uL de hialuronidase (apéndice 6) e aspirados repetidamente com pipetas
de 100uL para remocao completa das células do cumulus. Na sequéncia foram
passados trés vezes pelo meio de lavagem (apéndice 4) para inativacdo da enzima. Ato
continuo foram transferidos para solugcdo de paraformaldeido (apéndice 7), onde
permaneceram por 5 minutos. Os odcitos foram novamente submetidos ao meio de
lavagem e transferidos para solugdo de Triton (apéndice 7) por 10 minutos. Ao término
deste processo os odcitos foram colocados em lamina de microscopia contendo uma

gota de bisbenzemide em glicerol (Hoechst 33342) e recobertos por laminula.

A classificacdo do estdgio de maturacao nuclear foi realizada segundo os
critérios adotados por HEWITT e ENGLAND (1997), baseada na morfologia do DNA. E
a avaliagao nuclear feita em microscépio invertido equipado com luz ultravioleta e filtro

de 365-420 de excitagao/emisséo (Figura 7).

e VG (Vesicula Germinativa): presenga de nucleo vesicular com cromossomos

pouco condensados.

e QVG (Quebra da Vesicula Germinativa): cromossomos apresentam algum grau
de condensagao com dispersa distribuicdo, porém ainda com nucleo de aspecto

vesicular.

e Ml (Metéfase I): cromossomos atingem grau mais avancado de condensagao,

nao sendo possivel a visualizagao individual dos cromossomos.

e MIl (Metafase Il): apresentam um grupo denso de cromossomos formando o
primeiro corpusculo polar e outro grupo, mais afastado, caracterizado pela placa

metafiséria.

e D/NI: degenerados ou nao passiveis de identificacao.
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Figura 7: Fotomicrografia de oécitos caninos corados pela técnica de fluorescéncia
(Hoechst 33342) onde: Vesicula germinativa (A), Quebra de vesicula germinativa (B),
Metafase | (C), Metafase Il (D) e Degenerado (E).
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3.6. Analise estatistica

Os dados foram analisados através de testes nao-paramétricos, sendo o efeito
dos meios de cultivo verificado por meio do teste Qui-quadrado e as comparacdes
multiplas com os diferentes meios de cultivo comparados dois a dois pelo teste de

Wilcoxon.

O nivel de significancia utilizado para rejeitar HO (hipétese de nulidade) foi de
5%, isto é, para p<0,05 (nivel de significancia menor que 0,05), considerou-se que
ocorreram diferengas significativas entre as variaveis (meios de cultivo) para um
determinado estagio de maturacao (VG, QVG, MI, MIl, degenerados e a retomada de

meiose).
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4. RESULTADOS

O numero total de oécitos recuperados foi de 297. Sendo assim, cada fémea
forneceu uma média de 42,4 COCs grau |. As freqUéncias absolutas e relativas de
COCs recuperados encontram-se na tabela 3.

Tabela 3 — Dados da freqliéncia absoluta e relativa (%) de COCs recuperados de
sete fémeas em fase pré-ovulatoria do estro — Jaboticabal, 2006.

Freqliéncia
Parametros
Absoluta Relativa (%)
COC grau | 297 100
Avaliados 219 73,7
Perdas 78 26,3

Tabela 4 — Numeros absoluto e relativo (%) de odcitos caninos perdidos durante o
procedimento de coloracao nuclear — Jaboticabal, 2006.

N° o6citos Frequéncia absoluta e relativa (%) de odcitos perdidos
recuperados
A B C D Total
297 27 (34,6) 20 (25,6) 13 (16,7) 18 (23,1) 78 (26,3)

Como pode ser observado na tabela 4, do total de 297 odcitos grau |
recuperados, 78 (26,3%) foram perdidos durante o procedimento de coloragao nuclear.

As perdas ocorreram essencialmente durante a etapa da hialuronidase, enzima utilizada
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para remogao das células do cumulus, sendo que o meio controle foi o tratamento que
apresentou as maiores taxas de perda (34,5%) quando comparado aos demais

tratamentos.

Tabela 5 — Dados absolutos e relativos (%) dos COCs grau | avaliados, apés 72
horas de cultivo, de cadelas em fase pré-ovulatéria imediata, nos estagios de
vesicula germinativa (VG), quebra de vesicula germinativa (QVG), metafase I (Ml),
metafase Il (Mll), retomada da meiose (QVG-MIl) e degenerados em cada meio de
maturacao, sendo controle (A), cisteina (B), cisteamina (C) e associacao de
cisteina com cisteamina (D) — Jaboticabal, 2006.

Frequéncia absoluta e relativa (%)

Parametros
A B C D
Avaliados 50 (100) 61 (100) 56 (100) 52 (100)
VG 1(2) 4 (7) 1(2) 5 (10)
QVG 13 (26) 21 (34) 15 (27) 10 (19)
MI 5 (10) 3 (5) 1(2) 3 (6)
MII 5 (10) 3 (5) 2 (4) 4 (8)
Retomada da meiose
23 (46) 27 (44) 18 (33) 17 (33)
(QVG-MII)
Degenerados 26 (52) 30 (49) 37 (65) 30 (57)

Analisando-se a tabela 5, podem ser visualizadas pequenas diferencas
percentuais nos indices de maturagcdo quando sdo considerados os distintos meios

avaliados. Para avaliar o efeito dos meios de cultivo sobre os diferentes estagios de
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maturacao foi empregado o teste Qui-Quadrado. Para uma significancia de 5%, o valor
do 4 obtido foi igual a 14,26; portanto, menor que 0 ¥ uiico = X 12 = 21,03. Com base
nesse resultado, pode-se afirmar que nao houve influéncia significativa dos meios de
cultivo sobre os diferentes estagios de maturagcdo (a hipétese HO ndo pode ser

rejeitada). Mas apesar disto, podemos fazer algumas observagoes:

Com relacdo ao estagio de VG, podemos observar que os meios B e D
apresentaram os indices mais elevados (7% e 10%). Também podemos notar o
predominio de oécitos em fase de QVG no meio em que se suplementou cisteina
isoladamente (meio B, 34%). Além disso, podemos observar elevadas taxas de odcitos
degenerados em todos os tratamentos, porém os meios C e D foram os que obtiveram
0 maior numero de degeneracao (65% e 57%, respectivamente). Sobre a retomada da
meiose, podemos afirmar que os valores foram apenas satisfatérios, pois o que
contribuiu para o aumento deste indice foram as taxas de QVG e ndo a porcentagem de
odcitos que atingiram a metafase | e Il, as quais ficaram abaixo do esperado em todos
os tratamentos, sendo que o meio A foi 0 que obteve o maior nimero de odcitos nestes

estagios de desenvolvimento.

Na tabela 6, sdo apresentados os resultados das comparagdes multiplas (teste
de Wilcoxon) com os meios de cultivo comparados dois a dois para cada estagio de
maturacdo. O proposito é avaliar se ocorreram diferengas significativas quando do

emprego dos meios suplementados sobre os indices de maturagéo oocitéria.
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Tabela 6 — Verificacao da influéncia dos meios de cultivo sobre os estagios de

maturacao (Teste de Wilcoxon)

Comparacao entre os diferentes meios

Estagios
AxB AxC AxD BxC BxD CxD
Degeneracao nao nao nao nao ndo nao
] nao nao
Vesicula nao nao nao nao
(p=0,37) (p=0,25)
Quebra de nao nao
i n&ao n&ao n&ao Néo
vesicula (p=0,19)  (p=0,20)
] nao nao nao nao nao nao
Metafase |
(p=0,31) (p=0,12) (p=0,25)
] nao nao nao
Metafase I néao nao nao
(p=0,12) (p=0,31) (p=0,13)
Retomada de
nao nao nao nao nao nao

Meiose

* Se p<0,05, as diferengas podem ser consideradas significativas

Analisando-se a tabela 6, nota-se que nao ocorreram diferencas significativas

nos diferentes estagios de maturacdo para os meios avaliados (dois a dois),

demonstrando similaridade entre os tratamentos.
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5. DISCUSSAO

As técnicas de reproducdo assistida sdo extremamente importantes, pois
permitem a melhor compreensdo dos mecanismos fisiolégicos que ocorrem in vivo.
Para canideos, 0 sucesso alcancado com as biotécnicas reprodutivas, tais como, a
maturacao e fertilizagdo in vitro e o desenvolvimento embriondrio permitira assegurar a
preservacdao de material genético das espécies ameacadas (DURRANT et al, 1998;
OTOl et al., 2000; GOODROWE et al., 2000).

Contudo, apesar dos significativos esforcos desde 1976, por MAHI e
YANAGIMACHI, que deram inicio aos questionamentos sobre maturagdo oocitaria e
outros eventos envolvidos com a reprodugao canina, pouco progresso se obteve até o
momento. Fato demonstrado pelas baixas taxas de maturacao oocitaria (MAHI e
YANAGIMACHI, 1976; YAMADA et al., 1993; NICKSON et al., 1993; HEWITT e
ENGLAND, 1998a; METCALFE, 1999; LUVONI, 2000; FARSTAD, 2000a) e pela unica

prenhez obtida através da fertilizagao in vitro nesta espécie (ENGLAND et al., 2001).

Na tentativa de melhorar estes indices, varios protocolos de maturagédo tém sido
testados, fazendo-se uso da suplementacdo com hormdnios, proteinas, soros, fatores
de crescimento e antioxidantes, visando o desenvolvimento de um sistema de cultivo

especifico para canideos, pois 0 que se tem utilizado sao adaptagdes inadequadas.

Em virtude disto, o presente trabalho consistiu em estudar o efeito da
suplementacdao de compostos antioxidantes no meio de cultivo sobre os indices de

maturacao nuclear oocitaria na espécie canina.

No presente estudo, utilizamos animais em fase pré-ovulatéria do estro buscando

a obtencao de odcitos supostamente com elevada competéncia meiética.

Embora o efeito do estagio do ciclo estral seja um fator ainda em discussao,
varios estudos tém demonstrado efeito positivo da fase reprodutiva sobre os indices de
maturacao (YAMADA et al., 1993; OTOI et al.,, 2001; OTOI et al., 2004; MARTINS,
2005). YAMADA et al. (1993) relataram que 32% dos o6citos pré-ovulatorios, coletados



28

de fémeas superovuladas atingiram metéafase |l apés 72 horas de cultivo. Da mesma
forma, indices elevados de maturacao (41% de metafase IlI) foram obtidos de odcitos

provenientes de fémeas em estro natural (OTOI et al., 2004).

Segundo LUVONI et al. (2001) as altas taxas de maturacédo obtidas durante a
fase folicular podem ser explicadas pelo status funcional das jungées GAP. O odécito e
as células do cumulus se comunicam metabolicamente através das jun¢cdées GAP, por
meio da qual, se faz passagem de nutrientes, ions e moléculas importantes para a
retomada da meiose (LUVONI et al.,2001; LUVONI et al. 2005). Contudo, esta
comunicagcao é dependente da fase do ciclo estral, de tal forma, que se apresentam
fechadas durante o anestro e abertas no estro. Além disso, na fase folicular se obtém
maior numero de odcitos com diametro igual ou superior a 120 um, 0s quais possuem

elevada capacidade para atingir as etapas finais da maturacéao (OTOI et al., 2001).

Sobre os compostos antioxidantes, estes tém sido amplamente estudados em
varias espécies, pois 0 estresse oxidativo, responsavel pelos elevados indices de
degeneracdo e morte celular, representa uma das grandes preocupagdes nos
processos de maturacao e fertilizacdo in vitro. Entretanto, as células possuem um
eficiente sistema de defesa contra os danos provocados pelos radicais livres, a
glutationa (GASPARRINI et al., 2005).

A glutationa é um tripeptideo, cuja sintese depende da presenca de cisteina no
meio extracelular (FURNUS e DE MATOS, 1999; GASPARRINI et al., 2005). Contudo,
a instabilidade deste aminoacido tem dificultado o seu uso no cultivo in vitro, pois em
poucas horas é oxidada em cistina tornando-se indisponivel no meio (ISHII et al., 1981).
Para contornar este problema, tem sido proposto associagao da cisteina a um precursor
de glutationa como a cisteamina ou o B-mercaptoetanol, pois quando associados a
cistina produzida € convertida novamente em cisteina mantendo-a assim, disponivel no
meio para producao da glutationa (DE MATOS et al., 1995; DE MATOS et al.,1996; DE
MATOS et al., 2002; DE MATOS e FURNUS, 2000; GASPARRINI et al. 2003).

DE MATOS et al. (1995) observaram que o desenvolvimento de blastocistos foi

significativamente maior em od6citos maturados em meio contendo cisteamina. Em
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felinos, a adicao de cisteina ao meio de maturagdo promoveu aumento nos niveis de
glutationa intracelular (LUVONI et al., 2001).

Com relacédo ao uso de compostos antioxidantes em canideos, poucos estudos
foram efetuados e os resultados nao foram animadores. Apenas KIM et al. (2004),
estudando a suplementacdo com 50 uM de (B-mercaptoetanol observaram melhora nos
indices de maturagao, encontrando 20% de metafase Il. J& SONGSASEN et al. (2002)
em trabalho semelhante ndo compartilharam do mesmo éxito. DEW (2001) avaliando o
efeito de cisteina no meio de maturagdo canina, utilizando diferentes concentragées
(0,imM e 1,0mM), observou que a concentragdo de 0,1mM apresentou melhor
resultado (1,85% de metafase Il), porém nao significativo. Da mesma forma, em nosso
estudo, o esperado efeito protetor produzido pela adicdo de compostos antioxidantes no
meio de maturacdo, o qual tornaria o ambiente mais favoravel para aquisicdo da
competéncia meidtica, ndo foi observado. Fato visualizado na tabela 6, a qual
demonstra que os meios ndo diferiram estatisticamente entre si, sendo portanto,

considerados semelhantes.

Entretanto podemos observar em todos os meios uma elevada taxa de QVG
(A=26%; B=34%; C=27%; D=19%). Estes indices podem ser explicados pela propria
fase do ciclo estral onde existe um estimulo provocado pela onda pré-ovulatéria de LH,
que reduz a comunicagdo existente entre as células do cumulus e o odcito,
interrompendo o transporte de substancias que inibem a competéncia meibtica, isto
indiretamente promove a quebra da vesicula germinativa. Além disso, o LH estimula a
sintese de um sinal indutor para o inicio da meiose, provavelmente representado pelo
célcio (EPPIG, 1993). O aumento intra-oocitario do célcio reduz o AMPc e este
mecanismo leva a quebra da vesicula germinativa (VANNUCCHI, 2003). Também nao
podemos deixar de considerar que, além dos nossos meios terem sido suplementados
com progesterona (2ug/mL), os oécitos utilizados eram provenientes de animal em fase
pré-ovulatoéria do estro, o que contribuiu, para o aumento da concentragcdo da

progesterona, a qual é responsavel pela estimulacdo do fator promotor de meiose que
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induz a quebra da vesicula germinativa (SALUSTRI et al., 1993; VANNUCCHI, 2003;
MARTINS, 2005).

Ainda podemos notar um possivel efeito positivo da fase pré-ovulatéria sobre a
retomada da meiose (A=46; B= 44; C= 33; D=33), embora os indices tenham sido
considerados apenas satisfatérios, pois o que contribuiu para aumentar a taxa de
retomada da meiose foram as altas porcentagens de QVG e ndo os indices de
metafase Il. Durante o crescimento intra-folicular ocorre uma alta taxa de atividade
transcripcional, que leva a sintese de DNA e proteinas, que sustentam e regulam a
maturacao citoplasmatica (HYTTEL et al., 1999), por isso, quanto maior o tempo de
permanéncia do odcito em ambiente intra-folicular, maior € a probabilidade de retomada
da meiose (MARTINS, 2005). No entanto, estes indices poderiam ter sido melhores se
a selecao dos complexos cumulus-oécito fosse baseada ndo somente nos critérios
morfolégicos, mas também no didmetro oocitario, pois segundo OTOI et al. (2001), o
efeito da fase do ciclo sobre a competéncia meiética, deve em parte as diferencas entre

a distribuicdo de tamanhos de odcitos em cada estagio reprodutivo.

Sobre as porcentagens de odcitos degenerados, podemos observar que foram
elevadas em todos os tratamentos (A= 52; B=49; C= 65; D= 57). Entendemos que tal
fato, talvez possa ser explicado pelo periodo de maturagdo de 72 horas, utilizado em
nosso estudo. Embora recentes pesquisas estabelecam 72 horas como periodo de
cultivo para caes, este ainda € um parametro em discussdo. FONTBONNE et al. (2004)
observaram que in vivo a primeira metafase Il pode ser visualizada 50 horas apés a
ovulacdo. Da mesma forma, LUVONI et al. (2003), estudando o reinicio da meiose de
odcitos caninos cultivados em tecido oviductal em diferentes tempos de cultivo (Oh, 24h,
30h e 48h), relataram que a retomada da meiose ocorreu dentro de 30 horas, e que a
taxa de odcitos degenerados aumentou proporcionalmente com o periodo de cultivo. A
mesma afirmacgao foi relatada recentemente por MARTINS (2005), a qual observou em
seu estudo, que periodos de maturagao superiores a 24 horas apresentaram elevados
indices de degeneragdo. Levando-se em consideragdo que os odcitos utilizados em
nosso estudo foram obtidos de fémeas em fase pré-ovulatéria do estro, talvez fosse
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necessario um periodo de cultivo inferior a 72 horas para a obtencao de melhores taxas
de maturacdo com menores indices de odcitos degenerados, uma vez que, estes
odcitos apresentavam um crescimento intra-folicular superior e também haviam sido
submetidos a uma prévia luteinizagcdo que antecede a ovulagdo (MARTINS, 2005).
Todavia, ndo podemos afirmar que esta hipdtese seja verdadeira ja que nao foram

testados outros tempos de cultivo.

Com relacdo aos indices de odcitos que atingiram a fase de metafase Il em
nosso experimento, 0s nossos dados ficaram aquém do esperado (A=10%; B=5%;
C=4%; D=8%), considerando que buscamos em nosso estudo, mimetizar o
microambiente ao qual o odcito estd submetido durante o periodo de maturagao in vivo.
Para isso, adicionamos ao meio, horménios esterdides (estrégeno e progesterona) e
gonadotroéficos (LH e FSH), fonte protéica (BSA) e compostos antioxidantes (cisteina e
cisteamina) para minimizar os danos causados pelo estresse oxidativo e fornecer
condi¢Oes favoraveis para o desenvolvimento oocitario, além de termos utilizado oécitos
pré-ovulatérios. Entretanto, entendemos que as condigdes de cultivo possam ter

dificultado a atuagao dos compostos antioxidantes.

Ao utilizarmos fémeas em fase pré-ovulatéria imediata esperavamos obter
odcitos meioticamente competentes e com elevado teor de glutationa intracelular, visto
que de acordo com PERREAULT et al. (1988) o aumento nos niveis de glutationa
ocorre concomitantemente com o pico de LH. Contudo, o estresse oxidativo induzido
pela alta tensdo de oxigénio, ao qual o odcito é inevitavelmente exposto durante o
cultivo, assim como pela manipulagcao do oécito no processo de maturagao, retirando-o
do ambiente intra-folicular, leva a mobilizagdo de grande quantidade de glutationa,
promovendo o acentuado declinio dos seus niveis (BRAD et al., 2003), fato que pode
justificar a baixa competéncia meiética dos o6citos maturados em meio suplementado
com antioxidantes, assim como, os elevados indices de degeneracao observados em
todos os tratamentos. A cisteina, utilizada como substrato para glutationa, € um
aminoacido muito instavel, sendo rapidamente oxidado a cistina, desta forma, a

concentracdo de 0,1 uM de cisteina adicionada ao meio independente se isolada ou
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associada a cisteamina, pode nao ter sido suficiente para manter a producdo da
glutationa, em virtude do grande estresse sofrido durante o processo de maturagao in
vitro. Todavia, para tal afirmagdo, seria necessario termos realizado a dosagem da
glutationa intracelular, e assim, avaliarmos a habilidade da cisteina e cisteamina em
aumentar a concentracao da glutationa, visto que o mecanismo de transporte destes

compostos dentro do odcito canino ainda ndo esta esclarecido.

Como pode ser observado, a maturagdo oocitaria canina € um processo
complexo, delicado, mas primordial, pois é o primeiro passo para outras biotecnologias
como a fertilizagcdo in vitro, o cultivo e o desenvolvimento embriondrio. Entretanto,
necessita de mais estudos que visem nao somente o estudo do meio de cultivo, mas
também a prépria morfologia oocitaria, ja que o sucesso desta técnica sera importante
para o desenvolvimento de programas de preservacdo de material genético das

espécies ameacgadas de extingao.
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6 — CONCLUSOES

Com base nos resultados obtidos no presente estudo, foi possivel concluir que:

1 - A suplementacdo com cisteina e cisteamina isoladas ou associadas nao

2 -

exerceu influéncia positiva sobre a maturagéao oocitaria canina in vitro;

Embora o objetivo do nosso estudo néo tenha sido verificar o periodo de
cultivo ideal para odcitos pré-ovulatérios, entendemos que devido ao maior
desenvolvimento oocitario nesta fase, o periodo de 72 horas tenha sido
superior ao necessario, ocasionando elevados indices de odcitos degenerados.
Isto pode sugerir que o periodo de maturacdo possa ser variavel dependendo
do estagio de desenvolvimento oocitario alcancado em cada fase do ciclo

estral.
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APENDICE 1 - METODO DE COLORACAO HARRIS-SHORR

1. Solucéo alcool/éter 1:2
2. Alcool 70%

3. Alcool 50%

4. Agua destilada

5. Hematoxilina de Harris
6. Agua destilada

7. Alcool Amoniacal

8. Agua destilada

9. Alcool 70%

10. Alcool 95%

11. Corante Shorr

12. Alcool 95%

13. Alcool Absoluto ou Etanol

5 minutos
Mergulhar 10 vezes
Mergulhar 10 vezes
Mergulhar 10 vezes

2 minutos
Mergulhar 2 vezes

1 minuto
Mergulhar 1 vezes

Passagem

Passagem

2 minutos

Passagem

Passagem
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APENDICE 2: CLASSIFICACAO DA FASE DO CICLO ESTRAL SEGUNDO
JOHNSTON et al. (2001)

Proestro

No inicio do proestro podem ser encontradas células parabasais e intermediarias, as
quais vao diminuindo a medida que o estro se aproxima, sendo substituidas por células
superficiais.

Estro

Esta fase é caracterizada pelo predominio de células superficiais nucleadas e
anucleadas (90%).

APENDICE 3: CLASSIFICACAO DO COMPLEXO CUMULUS-OOCITO (COC)
SEGUNDO HEWITT E ENGLAND (1997)

Grau I: COC com ooplasma homogéneo, escuro e rodeado completamente por uma ou

mais camadas de células do cumulus.

Grau Il: COC com o ooplasma levemente pigmentado com camadas de células do

cumulus incompletas.

Grau lll: COC com o ooplasma palido, frequentemente disformes e sem células do

cumulus.



APENDICE 4 — MEIO DE LAVAGEM (5 ml)
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Solucao Mae TCM 199 - Hepes 5mL
Agua Milli-Q 5 mL
TCM 199 0,0475g
Bicarbonato de sédio 0,0021¢g
Hepes sbdico (10mM) 0,013¢g
Hepes acido (10mM) 0,012¢g

Adicionar os componentes na ordem em que aparecem e a agua Milli-Q por ultimo. Filtrar em

membrana 0,22um e armazenar em geladeira por até 7 dias.

Meio de Lavagem 5mL
Solugao Mae TCM 199 5mL
BSA 0,015¢

Piruvato 10uL
Amicacina 25uL

Filtrar em membrana 0,22um e armazenar em geladeira por até 24h



APENDICE 5: MEIO DE MATURACAO PADRAO TCM 199

52

Solucao Mae TCM 199 Bicarbonato 5mL
Agua Milli-Q 5 mL
TCM 199 0,0475¢
Bicarbonato de s6dio (26mM) 0,011g
Esta solugéo deve ser mantida por 1 hora na estufa para estabilizar
Meio de Maturacao 5mL
Solucao Mae TCM 199 Bicarbonato 5 mL
BSA 0,015g
Piruvato 10pL
Amicacina 25uL
FSH 25ul (5pg/mL)
LH 10uL (10pg/mL)

Filtrar em membrana 0,22 um e acrescentar o estradiol e a progesterona

Estradiol 178

Progesterona

10uL (2ug/mL)

10uL



APENDICE 6: SOLUCAO DE HIALURONIDASE

Hialuronidase a 0,2%

53

PBS CA™*free 10 mL

Alcool polivinilico (0,1%) 0,01g
Hialuronidase 0,029

APENDICE 7: SOLUCAO DE FIXACAO
Paraformaldeido 4%

Paraformaldeido 400 pL

PBS 10 ML

Solucao de Triton
Triton 10 uL
PBS 1 mL
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