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MARTINS, L.R. Maturagcdo nuclear de ovécitos de cadelas em estro e anestro
submetidos a maturacao in vitro. Botucatu. 2005. 70f. Dissertacdo (Mestrado em
Medicina Veterinaria, Area de Reproducdo Animal) - Faculdade de Medicina
Veterinaria e Zootecnia - Campus de Botucatu, Universidade Estadual Paulista,

Unesp.

RESUMO

O presente estudo objetivou avaliar a taxa de maturidade nuclear dos ovocitos
provenientes de cadelas em estro e em anestro submetidos a maturacdo em dois
meios de cultivo, TCM 199 (Tissue Culture Medium) e SOF (Synthetic Oviduct
Fluid) durante 24 horas. A parte experimental foi dividida em dois grupos; grupo 1,
cadelas em anestro e grupo 2, constituido de cadelas em estro. Em cada grupo, 0s
ovocitos foram removidos dos ovarios e metade deles foi imediatamente corada
com Hoescht 33342 e classificados como VG (vesicula germinativa), QVG (quebra
da vesicula germinativa), Ml (metafase 1) e D/NI (degenerados/ndo passiveis de
identificacdo) e a outra parte foi maturada em SOF e em TCM 199 por 24 horas,
corados e avaliados conforme descricdo anterior. Foram recuperados 511 e 373
ovocitos grau | nos grupos 1 e 2 respectivamente. O niamero médio de ovécitos
grau | obtidos por cadela no anestro foi de 46,45 + 25,23. Para as fémeas do grupo
2, este valor foi de 62,16 £ 8,18 ovocitos/cadela. O protocolo que utilizou ovécitos
provenientes de doadoras em estro e maturacao in vitro no SOF foi superior aos
demais protocolos testados, demonstrando que a maturacdo ovocitaria €
beneficiada pela associacdo entre a fase do ciclo estral e 0 meio de maturagao in

vitro (58% MI). Quando submetidos a maturacao in vitro 0os ovocitos provenientes



de fémeas em estro e em anestro apresentam taxas de QVG semelhantes (21,68%
TCM 199 e 23,61% SOF — anestro; 20% TCM199 e 23% SOF - estro), porém a
taxa de MI foi superior no grupo de ovocitos provenientes de fémeas em estro
(9,79% TCM 199 e 9,72% SOF — anestro; 25% TCM 199 e 58% SOF — estro).
Pdde-se ainda evidenciar que em todos os protocolos testados, o tempo de
maturacdo in vitro de 24 horas foi insuficiente para a obtencdo da configuracéo

nuclear de metafase Il.

Palavras-chave: Cadelas, Maturacao; Ovacitos; Ciclo reprodutivo.



Nuclear maturation of in vitro matured oocytes from estrus and anoestrus
bitches. MARTINS, L.R.. Botucatu. 2005. 70 f. Dissertacdo (Mestrado em Medicina
Veterinaria, Area de Reproducdo Animal) - Faculdade de Medicina Veterinaria e

Zootecnia - Campus de Botucatu, Universidade Estadual Paulista, Unesp.

ABSTRACT

The present study aimed to evaluate the nuclear maturation of in vitro matured
oocytes originating from estrus and anoestrus bitches. Two different culture media
were used, TCM 199 (Tissue Culture Medium) and SOF (Synthetic Oviduct Fluid).
The experimental part was divided into two groups: group 1, consisting of anoestrus
bitches, and group 2, consisting of estrus bitches. In each group, oocytes were
harvested from ovaries and half of them were immediately stained with Hoechst
33342 and classified as in GV (germinal vesicle), GVBD (germinal vesicle
breakdown), MI (metaphase |) and D/NI (degenerated/non identifiable). The other
part was matured in SOF or TCM media for 24 hours, stained and evaluated as
described previously. There were 511 and 373 grade | oocytes recovered in groups 1
and 2, respectively. The mean number of oocytes obtained per anoestrus bitch was
46.45 + 25.23. For females in group 2, this value was 62.16 = 8.18 oocytes / bitch.
The protocol that utilized estrus donor’s oocytes and in vitro maturation in SOF was
superior to the other protocol tested, demonstrating that the association between
phase of the estrus cycle and maturation medium is beneficial for oocyte in vitro
maturation (58% MI). Oocytes from estrus and anoestrus bitches submitted to in vitro
maturation presented similar rates of GVBD (21.68% TCM 199 and 23.61% SOF —

anoestrus; 20% TCM199 and 23% SOF - estrus). However the MI rate was higher in



the estrus group (9.79% TCM 199 and 9.72% SOF — anoestrus; 25% TCM 199 and
58% SOF — estrus). It was demonstrated, in all the protocols tested, that 24 hours in

vitro maturation was insufficient for obtaining nuclear configuration of metaphase Il.

Key words: Bitches, Maturation; Oocytes; Reproductive Cycle.
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1. INTRODUCAO

A aplicacdo de tecnologias como a fertilizacdo in vitro (FIV), o cultivo e a
transferéncia de embrides tém obtido sucesso na maioria dos mamiferos. Embora
muitos estudos estejam sendo realizados para a determinacdo das necessidades de
cultivo para a maturacdo in vitro (MIV) de ovocitos caninos, a eficiéncia dessa
tecnologia nas cadelas € ainda muito baixa quando comparada com as outras
espécies. As baixas taxas de MIV nas cadelas podem ser devido as condi¢cdes sub-
Otimas de cultivo ou a uma baixa competéncia meidtica dos ovécitos caninos
(FARSTAD, 2000b).

Dessa forma, a maturacdo e a fertilizacdo de ovocitos in vitro sao
procedimentos que ainda precisam ser investigados na espécie canina para que
programas de preservacdo de gametas venham a ser estabelecidos em canideos
com risco de extingdo (HEWITT & ENGLAND, 1997b).

Ressalta-se que o cdo domeéstico € o modelo comparativo mais adequado
aos estudos direcionados a conservacao dessas espécies (LUVONI et al., 2001).

A maturacdo e fertilizacdo dos ovocitos nos caes sao eventos Unicos em
relacdo a outras espécies domeésticas. As ovulacdes ocorrem entre 0 segundo e
sétimo dia apds o inicio do comportamento do estro; na maioria das vezes no terco
inicial do estro (WILDT et al., 1978 apud Yamada, 1992). Os ovdcitos liberados
apresentam nucleo na fase de vesicula germinativa e a primeira divisdo meiotica ndo
se completa até 48 horas apos o processo de ovulacdo nas tubas uterinas (VAN

DER STRICHT, 1923; TSUTSUI, 1975).



Recentemente, Fontbonne et al. (2004) observaram figuras de metafase | (Ml)
entre 46 e 84 horas demonstrando que a maturac&o ovocitaria in vivo na tuba uterina
da cadela requer no minimo 50 horas para atingir a fase de metafase Il (MIl). Os
ovocitos caninos liberados permanecem viaveis por cerca de 108 horas (TSUTSUI &
SHIMIZU, 1975; TSUTSUI, 1989).

A maioria dos autores que trabalha com biotécnicas que envolvem a
maturacdo, o cultivo e a fertilizacdo in vitro de ovécitos de cadelas € unanime em
afirmar a dificuldade que existe na obtencao de resultados satisfatorios.

Atribui-se a essa dificuldade a falta de compreenséo sobre todos os eventos
reprodutivos da cadela bem como as particularidades existentes nesta espécie,
incluindo o ambiente hormonal; o reinicio e a progresséo da meiose; a auséncia de
um meio de maturacdo definido para a espécie e o papel do oviduto sobre a
maturacdo ovocitaria (MAHI & YANAGIMACHI, 1976; HEWITT & ENGLAND,
1998a,b; OTOI et al., 1999; FARSTAD, 2000b; GOODROWE et al., 2000; , 2000;
BOGLIOLO et al., 2002; RODRIGUES & RODRIGUES, 2002a; SONGSASEN et al.,
2002; et al., 2003; WILLINGHAM-ROCKY et al., 2003; FONTBONNE et al., 2004,
LUVONI et al., 2005).

Essas informacdes indicam a necessidade de pesquisas no campo da MIV e
da FIV em cées. Em vista do exposto, a presente pesquisa tem ao objetivo de testar

em cadelas as seguintes hipéteses:

1) Os ovocitos submetidos a uma maturacao intra-folicular prévia, apresentam
uma taxa de MIV mais alta, favorecendo os procedimentos de fertilizacdo in vitro na

espécie canina?



2) Existe influéncia do meio de cultivo nas taxas maturacdo nuclear ovocitaria in

vitro.

Para testar as hipoteses levantadas foi realizada:

4 Avaliacdo da taxa de maturidade nuclear dos ovocitos provenientes de

cadelas em estro e anestro submetidos a maturacdo em dois meios de cultivo, TCM

199 (Tissue Culture Medium) e SOF (Synthetic Oviduct Fluid).



2. REVISAO DE LITERATURA

Nossos conhecimentos sobre as etapas que envolvem a FIV sao
relativamente recentes, uma vez que remontam o fim do século XIX. Nos mamiferos
0s conhecimentos iniciais sobre a FIV foram obtidos por meio de experiéncias com
coelhos, ratos, camundongos e com o gato doméstico (VAN BENEDEN, 1875 apud
SCRIBAN, 1999; VAN DER STRICHT, 1923).

A primeira FIV de sucesso em mamiferos foi realizada na Franca em 1953,
em coelhas, a partir de espermatozoides capacitados no utero (CHANG, 1955).

A fertilizacdo de ovdcitos caninos in vivo foi observada pela primeira vez por
Van Der Stricht (1923) quando se verificou a penetracdo espermética de ovécitos em
varios estagios de maturacgdo, incluindo a fase dictiada, entretanto nessa fase, nédo
foram observadas modificagbes na cabeca do espermatozéide até a extrusdo do
segundo corpusculo polar.

Foi somente em 1976, dois anos antes do nascimento do primeiro produto da
FIV em humanos, que Mahi e Yanagimachi publicaram o primeiro trabalho
demonstrando a possibilidade de realizacdo da maturacdo ovocitaria in vitro na
espécie canina. Nessa publicacdo, os autores realizaram ainda, o primeiro teste de
penetracdo espermatica nesta espécie, utilizado até os dias de hoje.

O primeiro relato de éxito na fertilizac&o in vitro de ovécitos obtidos atraves
de crescimento intrafolicular adequado na espécie canina e sua subseguente

inovulacdo ocorreu em 2001, com o trabalho de England et al. Vinte dias apés a



transferéncia dos embrides foi diagnosticada a gestacdo nessa fémea, visualizando
trés conceptos caninos. Dois dias apos o ultra-som, néo se identificaram os fetos.

A taxa mais alta de maturacéo ovocitaria obtida nas cadelas é de 39% de Mll,
relatada por Nickson et al. (1993) e as taxas de reinicio da meiose se encontram

entre 0 e 58% (FARSTAD, 2000b).

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

Entre os animais domésticos, 0 cdo apresenta uma biologia reprodutiva
incomum. A cadela € monoéstrica, ovulando somente uma a duas vezes ao ano,
com intervalos de 5 a 12 meses, sendo submetida a longos periodos de influéncia
progestacional (JOHNSTON et al., 2001).

Os ovacitos das cadelas sao liberados em um estado imaturo, como ovécitos

primarios, e ndo podem ser fertilizados imediatamente (CONCANNON et al., 1989).

A fertilizacdo s6 ocorre apds a maturacao do ovocito primario, isto €, ap0s a extrusao
do primeiro corpusculo polar e o final da primeira divisdo meioética, para formacéao do

ovocito secundario (TSUTSUI, 1989).

Enquanto esses eventos de maturagdo acontecem antes da ovulacdo na
maioria das espécies, na cadela eles ndo ocorrem até pelo menos 48 horas apos a
ovulacdo (ENGLAND & CONCANNON, 2002). Finalmente, a fase lutea do ciclo de

uma cadela gestante ou ndo € similar, em duracdo (JOHNSTON et al., 2001).

O oviduto canino sustenta, por um longo periodo, a sobrevivéncia dos ovdcitos que
sdo ovulados na fase de vesicula germinativa e € nesse 0rgado que se completa a
maturacado, ocorre a fecundacdo e o desenvolvimento até o estagio de blastocisto

(Holst & Phemister, 1971).



2.2. Aspectos da maturacdo de ovocitos caninos

2.2.1. Obtencao de ovocitos caninos

A maioria dos foliculos nas cadelas permanece sob a superficie ovariana e
nao se torna aparente até alguns dias antes do momento da ovulagdo, sendo
impossivel punciona-los individualmente. Portanto, a técnica de aspiracao folicular
mostra-se dificultosa nas cadelas, devido a pequena dimensdo dos foliculos
ovarianos dessa espécie. A taxa de recuperacdo ovocitaria com a utilizacdo da
aspiracao folicular é inferior aguela obtida com a técnica de slicing (NICKSON et al.,
1993).

Diversos laboratérios tém utilizado ovocitos obtidos a partir de foliculos
corticais mais profundos através do slicing ou “fatiamento”. Por meio desta técnica
0s ovarios sao fatiados ao longo do comprimento e da largura com um instrumento
cortante, com a finalidade de se obter um nimero maior de ovocitos a partir do
ovario canino (SHIMAZU et al., 1992; NICKSON et al., 1993; HEWITT & ENGLAND,
1997a).

Os ovacitos caninos podem também ser obtidos atraves da digestédo ovariana.
Através desse meétodo os ovarios sdo colocados em uma solucdo enzimatica,
geralmente composta por colagenase e Dnase, por uma hora a 37 °C. O produto
obtido da digestéo é filtrado e colocado em uma solucéo para lavagem (DURRANT

et al., 1998; BOLAMBA et al., 2002).



2.2.2. Influéncia da fase do ciclo estral sobre a MIV

Diversos autores buscam avaliar o efeito dos eventos enddécrinos preé-
ovulatorios in vivo sobre os ovécitos da cadela e sua subsequente influéncia na
maturacao in vitro (HEWITT & ENGLAND 1997a; LUVONI, 2000; OTOI et al., 2001,
RODRIGUES & RODRIGUES, 2003; WILLINGHAM-ROCKY et al., 2003;
SONGSASEN et al., 2004). Porém, quando sdo consideradas as condi¢cdes
reprodutivas das fémeas doadoras, os resultados sé&o controversos, razédo pela qual
h& continuidade do processo investigatorio.

A sintese lipidica ocorre em ovocitos em crescimento e funciona como um dos
primeiros indicadores de maturacdo ovocitaria (TESORIERO, 1982). Ovdécitos
caninos classificados como Grau | apresentam grandes quantidades de material
lipidico, o que Ihes confere aparéncia escura e homogénea, evidenciando o inicio da
maturacao citoplasmatica e permitindo a nitida distingdo entre os ovocitos caninos e
das demais espécies.

ApoOs longo periodo no interior do foliculo, o ovocito canino deve adquirir
competéncia a fecundacdo, denominada maturacdo, processo constituido por um
conjunto de modificacbes morfoldgicas, bioquimicas e fisiologicas (SCRIBAN, 1999).

Podem-se distinguir trés tipos de maturacdo: a nuclear, que corresponde ao
reinicio da meiose e expulsdo do primeiro corpusculo polar pelo nucleo do ovécito; a
citoplasmatica, caracterizada pela capacidade do citoplasma descondensar o nucleo
do espermatozoide e transforma-lo em pré-ndcleo masculino, e a maturacdo de
membrana que permite a zona pellcida do ovocito reconhecer os espermatozoides
de sua espécie (SCRIBAN, 1999). Mimetizar essa experiéncia in vitro, com a

reconstituicdo de todas as etapas que envolvem a maturacdo in vivo dentro do



ambiente laboratorial, € um objetivo comum.

Aplicam-se a cadela protocolos de maturacao in vitro utilizados rotineiramente
em outras espécies domésticas, especialmente a bovina. O insucesso obtido com a
transferéncia dos conhecimentos do processo de maturacdo in vitro da espécie
bovina para a canina fomenta a experimentacdo de protocolos eficazes ao objeto
deste estudo.

Ademais, deve-se considerar ainda a diversidade dos ambientes bioquimico e
biofisico in vitro para o imprescindivel estudo sobre sistemas e tempo de cultivo,
tensdo de oxigénio e temperatura, meios de maturacgao in vitro e sua suplementacao.

Segundo Fuijii et al. (1999), proporcées semelhantes de complexos cumulus-
ooforus (CCO) grau | podem ser recuperadas de cadelas em todas as fases do ciclo
estral e a presenca de tecido liteo pode ou ndo estar associada a recuperacao de
uma menor quantidade de CCO grau | em cadelas. De acordo com os resultados
obtidos por Rodrigues & Rodrigues (2003), pode-se concluir que nao houve
diferenca na proporcdo de CCO grau | e Il em animais na fase folicular e no anestro
(52,8 + 39,2 x 46,6 £ 36,5).

Nickson et al. (1993) afirmaram que o numero médio de ovdcitos Grau |
obtidos por cadela no final do anestro é superior (104 x 46) ao numero obtido no
diestro, informando ainda que cadelas na fase de diestro forneceram os ovdcitos de

pior qualidade.

Estudos demonstraram que somente ovocitos com varias camadas de células
do cumulus se desenvolvem in vitro. O papel das células do cumulus in vivo é o da
transferéncia de nutrientes das células da granulosa para o ovdcito, e esse papel
pode ser mais importante na cadela que em outras espécies (NICKSON et al., 1993).

In vivo, as células do cumulus, que geralmente estdo ausentes nas outras



espécies domésticas logo apos a fertilizacdo, permanecem unidas ao ovécito da
cadela até o estagio de morula. Contudo, nos estudos in vitro, as células do cumulus
comecam a se deteriorar apos 48-72 horas de cultivo (NICKSON et al., 1993).

Yamada et al. (1993) demonstraram que a competéncia meiética (MlIl) de
ovocitos de cadelas na fase pré-ovulatoria que receberam estimulacdo gonadotrofica
foi superior a de ovécitos de cadelas nao estimuladas (31,9% x 12,1%). Sugeriram
que a maturacao pré-ovulatoria do ovécito € um fator importante para a aquisicao de
competéncia meidtica e sua subsequente maturacao in vitro.

Luvoni et al. (2001), estudando a influéncia dos diferentes estagios do ciclo
estral da cadela sobre a taxa de MIV e as comunicacdes existentes entre o ovocito e
as células do cumulus concluiram que a presenca dessas comunicacdes no final do
proestro foi acompanhada da habilidade dessa populacdo ovocitaria reiniciar a
meiose.

Os ovacitos de fémeas no proestro atingiram as fases de teléfase | (T1) e Ml
em taxas mais elevadas que as populacdes provenientes de cadelas em anestro
(11,1 % x 0%). Esses resultados indicam que, durante o anestro, ndo ha juncdes
permedaveis entre 0s ovocitos e as camadas de células do cumulus que os revestem.
Em contraste, uma correlacdo positiva foi observada entre a presenca de gap-
junctions permeaveis em ovocitos provenientes de cadelas em final de proestro.

Willingham-Rocky et al. (2003) estudaram o efeito da fase do ciclo estral
sobre a maturacao in vitro de ovdcitos caninos suplementados com 0, 20, 200 e
2000 ng de progesterona, observaram que ovécitos coletados de cadelas em estro e
diestro apresentaram taxas semelhantes de MIl entre si, porém superiores a de
ovocitos coletados de cadelas em anestro e proestro.

Hewitt & England (1997a) relataram que as taxas de maturacdo in vitro entre



ovocitos coletados de ovarios de cadelas nos estagios de proestro e estro sdo
semelhantes as comparados aos estagios de anestro e diestro. Concluiram que o
ambiente hormonal in vivo ndo afeta a subsequente maturacéo in vitro de ovocitos
Grau I.

Rodrigues & Rodrigues (2003) avaliaram a influéncia do status reprodutivo
sobre a maturacdo in vitro de ovécitos caninos, mas nao observaram influéncia da
fase do ciclo estral sobre o processo de maturacdo (proestro/estro 5,4%; diestro

4,2% e anestro 4,4%).

2.2.3. Sistemas e meios de maturacéao in vitro

O cultivo em gota é o sistema utilizado mais amplamente em todas as
espécies, inclusive na canina, e € caracterizado por gotas de meio de cultivo
cobertas por 6leo mineral. Nesse sistema, o principal fator biofisico é representado
pela proporcéo entre niumero de ovocitos e volume de meio (LUVONI et al., 2005).

Otoi et al. (2002) avaliaram o efeito da densidade ovocitaria sobre a
competéncia meiodtica de ovoécitos coletados de cadelas em anestro e em diestro.
Verificaram que a taxa de ovocitos de cadelas em anestro, a atingir a fase da Mil
submetidos a maturacdo na proporcdo de 10 ovdcitos em 100uL é maior, quando
comparada a maturacdo de 5 ovocitos para o0 mesmo volume (10,4 + 4,9 x 5,3 +
1,6).

Esses autores ndo observaram interferéncia da densidade ovocitaria em
cadelas em diestro e verificaram que a inibicdo do reinicio da meiose é caracterizada
por uma alta proporcdo de ovocitos em relacdo ao meio; esse fato pode ocorrer

devido aos fatores produzidos e secretados pelas células do cumulus do meio de



cultura.

Bogliolo et al. (2002) verificaram um efeito positivo sobre as taxas de
maturacao ovocitaria quando os ovocitos foram cultivados em células provenientes
da porcédo ampular do oviduto de cadelas em estro. No entanto, Landim-Alvarenga et
al. (2001) nao observaram efeito benéfico com a adicao de células do oviduto bovino
ao meio de maturacéo in vitro de ovécitos caninos.

As tubas uterinas suportam a sobrevivéncia de ovdcitos que sao liberados no
estagio de vesicula germinativa e nesse local completam sua maturacdo, sofrem a
fertilizacdo e se desenvolvem até a fase de blastocisto (HOLST & PHEMISTER,
1971).

O sucesso no sistema de maturacdo ovocitaria deve ser baseado nessas
condicles, entretanto, a falta de informacbes precisas sobre o ambiente tubérico,
dificulta o conhecimento das condi¢cdes de cultivo adequadas para essa espécie
(BOGLIOLO et al., 2002).

Luvoni et al. (2003) foram os pioneiros na realizacdo do cultivo em oviduto
ligado. Embora ndo seja pratica, a técnica apresentou bons resultados apés 30
horas de cultivo (63,8% de GVBD; Ml e MIl 12,5 a 31,9%), porém nao assegura a

sobrevida dos ovécitos apos 48 horas (59,3 % de degenerados).

A obtencdo de resultados satisfatérios na maturacdo ovocitaria depende do
tempo de cultivo ao qual os ovocitos sdo submetidos, uma vez que deve existir um
balanco entre o tempo minimo necessario a maturagao in vivo e 0 tempo maximo
para se obter o maior nimero de ovocitos em MIl e 0 menor nimero de ovécitos
degenerados.

Fontbonne et al. (2004) demonstraram que a presenca de ovocitos na fase de

MII in vivo ocorre somente a partir de 50 horas apés a ovulagéo. No entanto, in vitro



os protocolos relacionados ao tempo de maturacéo diferem bastante. Sdo descritos
protocolos tdo breves quanto 24 horas e tdo longos quanto 120 horas (LUVONI et
al., 2005).

Nickson et al. (1993) observaram que a proporcdo de ovoécitos que
apresentaram extrusdo do segundo corpusculo polar (I CP) nao variou
significantemente entre 24 e 72 horas de cultivo, indicando que todos 0s ovocitos
capazes de sofrer maturacdo apresentam a extrusdo do Il CP apos 24 horas de
cultivo.

Yamada et al. (1992), estudando a maturacéo, fertilizacdo e desenvolvimento
de ovacitos in vitro em cadelas, observaram uma taxa de maturacdo ovocitaria de
31,9% apos 72 horas de cultura. Nesse experimento, os autores utilizaram ovocitos
de cadelas submetidas a tratamento super-ovulatorio.

Hewitt et al. (1998) testando diferentes suplementacbes no meio TCM 199,
mostraram que as caracteristicas e necessidades de maturacdo ovocitaria canina
diferem em relacéo ao periodo de tempo durante o qual sédo cultivados. O protocolo
que utilizou 0,3% de BSA (albumina sérica bovina) apresentou sucesso com 48
horas de cultivo e o protocolo com 20% de soro fetal bovino (SFB), com 96 horas.
Hewitt & England (1997a) ndo encontraram diferenca significativa entre dois tempos
de maturacdo, empregados sobre populacdes de ovécitos caninos submetidos a
maturacdo em TCM 199 e suplementados com estradiol, progesterona, ambos 0s
horménios e o grupo controle.

Landim-Alvarenga et al. (2001) encontraram 18% de MI/MII cultivando
ovocitos de cadela em presenca de 0,3% de BSA por 36 horas seguidas de mais 24
horas e meio com 4% de BSA. Este resultado foi estatisticamente diferente dos 12%

de MI/MII obtidos no mesmo experimento utilizando 20% de SFB.



Os meios de MIV utilizados para cadelas sdo adaptacfes dos meios descritos
para bovinos. Esses meios podem ser divididos em simples e complexos. Os meios
simples sdo solucdes salinas acrescidas de fontes de energia como lactato, piruvato
e glicose. Os complexos sdo meios que contém aminoacidos, vitaminas e outros
componentes (GARDNER & LANE, 2000).

Os meios mais utilizados na MIV canina sdao Modified Krebs Ringer
Bicarbonate (MKRB) (YAMADA et al., 1992, 1993), Synthetic Oviduct Fluid (SOF)
(HEWITT & ENGLAND, 1999a,b; BOLAMBA et al., 2002) e o mais comumente
utilizado, TCM 199 (HEWITT & ENGLAND ,1997a; HEWITT et al., 1998; OTOI et al.,
2000a,b; RODRIGUES & RODRIGUES,2002a,b; 2003; BOGLIOLO et al., 2002;

SONGSASEN et al., 2002; LUVONI et al., 2003; WILLINGHAM-ROCKY et al., 2003).

Meios como o TCM-199 e HF-10 na presenca ou auséncia de suplementacao
hormonal ou sérica tém sido usados, mas a eficiéncia da maturacdo permanece
baixa (FARSTAD, 2000b; LUVONI, 2000).

BOLAMBA et al. (2002), em experimento sobre maturacdo ovocitaria em
cadelas, conseguiram taxas de 10% de MI/lIl quando utilizaram meio SOF em 48
horas de cultivo e 12,2% com 72 horas de cultivo.

HEWITT & ENGLAND (1999a) também trabalhando com meio SOF,
mostraram que 0 meio em questdo aumentou a taxa de maturacdo nuclear, quando
suplementado com altas concentracdes de proteina (27% em 0,3 % BSA x 62% em
4% BSA), mas somente apos um periodo prolongado (96 h)

O efeito da suplementacdo dos meios de maturacdo com hormonios e outros
componentes ndo esta ainda esclarecido. Meios sem suplementacéo, como o SOF,

também foram avaliados e foi observado que os ovdcitos foram maturados in vitro



nas mesmas taxas que em meios suplementados (6,6 a 10% x 7,6 a 12.2%)
(BOLAMBA et al., 2002).

Véarios autores estudaram os efeitos da suplementacdo de estroégeno,
progesterona ou a combinacdo de ambos (HEWITT & ENGLAND, 1999c;
WILLINGHAM & KRAMER, 2001; VANNUCHI, 2003; KIM et al., 2004) com a adig&o
de soro de cadela em estro (SCE) (NICKSON et al., 1993; OTOI et al., 1999),
estradiol e gonadotrofina coribnica equina (eCG) (HANNA et al.,, 2004) e
gonadotrofinas (HEWITT & ENGLAND, 1999c).

Nos cées, 0s ovocitos imaturos, no interior dos foliculos sédo expostos a niveis
altos de estroégeno e progesterona devido a luteinizacdo pré-ovulatéria dos foliculos.
Seguindo a ovulagdo, os ovocitos caninos ainda sao expostos a niveis altos de
progesterona e estrégeno na bursa e tuba, sugerindo que esses hormonios tém uma
relacdo importante no reinicio da meiose e na progressao para os estagios de Ml
(METCALFE, 1999).

Experimento realizado para determinar a taxa de MIl de ovocitos caninos
expostos a diferentes fontes protéicas adicionados ao meio de maturacdo TCM-199,
demonstrou que a suplementacdo protéica ndo aumentou a taxa de maturacao
ovocitaria (2,1% controle x 1,3% BSA) (RODRIGUES & RODRIGUES, 2002a).

Varios tipos e concentracdes de soros e proteinas - soro fetal bovino (SFB),
SCE - tém sido utilizados em estudos de MIV no cao (MAHI e YANAGIMACHI, 1976;

YAMADA et al., 1992; NICKSON et al., 1993).

Nickson et al. (1993) utilizaram um meio contendo 10% de SCE e 20ug/mL de
estradiol para MIV de ovdcitos caninos. Cerca de 39% de ovOcitos de cadelas em
varios estagios do ciclo estral alcancaram MIl apds 72 horas de cultivo. Essa é a

maior taxa de maturacéo in vitro canina descrita na literatura.



3. MATERIAL E METODOS

3.1. Animais

Essa pesquisa foi desenvolvida no Departamento de Reproducdo Animal e
Radiologia Veterinaria da FMVZ, Unesp/Botucatu. Foram utilizadas dezessete (17)
fémeas da espécie canina, adultas, de 3,1 + 1,2 anos, de diversas racas, peso medio
de 8,6 + 2,3 Kg, provenientes do Canil Central da Unesp, Campus de Botucatu e de
criatérios particulares. Aquelas provenientes do Canil Central foram abrigadas no
canil da Pos-graduacéo da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da Unesp
de Botucatu; esses animais foram alojados em sistema “outdoor” e expostos a luz
natural; foram alimentados com racdo comercial (Golden Formula — Premier Pet®)
duas vezes ao dia em quantidades ideais para manutencdo do peso corporeo e
agua disponivel ad libtum.

Os animais foram divididos em dois grupos:

Grupo 1 — Composto por onze (11) cadelas saudaveis adultas em anestro, com
idade média de 3,1 + 1,2 anos, de diversas racas, com peso médio de 8,8 + 1,9 Kg.
ApOs OSH (ovariosalpingohisterectomia), os ovocitos provenientes dos ovarios de
seis (6) cadelas foram imediatamente avaliados para configuracdo nuclear. Os
ovQcitos recuperados das outras cinco (5) fémeas foram submetidos a maturacao in

vitro em dois meios de cultivo.



Grupo 2 — Constituido por seis (6) cadelas, sem raca definida, com idade
média de 3,0 £ 0,6 anos e peso meédio de 8,6 + 3,2 Kg. Esses animais foram
submetidos a OSH no estro. Os ovécitos provenientes dos ovarios de trés (3)
fémeas foram imediatamente avaliados quanto a sua configuracdo nuclear,
enguanto 0s ovocitos resgatados das trés (3) fémeas restantes foram submetidos a
maturacao in vitro em dois meios de cultivo. Uma fémea pertencente a esse grupo
foi submetida ao protocolo hormonal para indugdo do estro (VERSTEGEN et al.,
1999). Esse protocolo hormonal consistiu na administracdo de 5 pg/Kg/dia de
cabergolina (Galastop® — Ceva) por via oral até os sinais de proestro.

Antes da realizacdo das OSH, as dezessete (17) cadelas foram submetidas a
um exame clinico geral e a um exame reprodutivo através da inspecao visual de
vulva, vagina e mamas. Foram realizados exames citoldgicos para identificacdo da
fase do ciclo estral e dosagens de progesterona sérica para confirmacao das fases

do ciclo estral.

3.2. Citologia vaginal

Os exames citolégicos foram realizados com o0 uso de escova ginecoldgica.
As amostras foram coradas através do método de coloracdo do tipo pandtico
(Hematocor®) e a identificacdo dos tipos celulares baseou-se nos critérios adotados
por Johnston et al. (2001). A citologia vaginal foi avaliada baseando-se na
porcentagem de células superficiais sob microscopia 6ptica comum (aumento de
200x) para animais em fase folicular e na auséncia desse tipo celular, para animais
em anestro. A citologia vaginal constituiu-se em um teste de triagem, uma vez que a

dosagem sérica de progesterona foi realizada para confirmar o status reprodutivo da



fémea e o momento da ovulacéo.

3.3. Dosagem de progesterona sérica

As amostras de sangue foram coletadas através de puncéao da veia jugular
em tubos sem anticoagulante. Foram retirados 5,0 mL com seringas de 5,0 mL e
agulhas 30x08. O sangue foi centrifugado (centrifuga LS-3 — Celm®) por 10 minutos
a 955 g para obtencao do soro.

O soro foi enviado ao Laboratorio de Endocrinologia da Faculdade de
Medicina da Unesp, Campus de Botucatu, onde foi realizada a dosagem sérica de
progesterona pelo método de quimioluminescéncia (ENGLAND & CONCANNON,
2002; ROOT-KUSTRITZ, 2001), através do sistema ELECSYS 2010.

Foram incluidos no Grupo 1, somente animais que apresentaram
concentracbes de progesterona inferiores a 1 ng/mL em associacdo a citologia
vaginal, compativeis com a fase de anestro (ROOT-KUSTRITZ, 2001).

No Grupo 2, fémeas no estro, o inicio da fase folicular foi identificado por
modificacbes de comportamento, edema de vulva, presenca de secrecdo sero-
sanguinolenta e pelo exame de citologia vaginal, a partir desse momento a
progesterona foi mensurada diariamente até atingir uma concentracdo entre 3,0 e
3,9 ng/mL. Vinte e quatro horas ap0s a deteccdo dessa concentracdo de

progesterona, esses animais foram submetidos a OSH (ROOT-KUSTRITZ, 2001).



Quadro 1 - Correlacéo entre concentracao sérica de progesterona e 0s eventos

reprodutivos na cadela

Progesterona sérica (ng/ml) Evento
Menor que 1,0 Anestro ou proestro
1,0-19 Ovulacao menos 3 dias
20-29 Ovulacdo menos 2 dias
3,0-3,9 Ovulagdo menos 1 dia
4,0-10,0 Dia da ovulacéo

Ovulacédo mais 2 dias

- Melhor dia para o acasalamento

Maior que 10,0 com escamas na
Ovulacdo mais 1 a 5 dias
citologia vaginal

A margem de erro estimada € de + 1 dia. Adaptado de Root-Kustritz, 2001.

3.4. Ovarios e recuperacao dos ovocitos

As fémeas do Grupo 1 e 2 foram submetidas a OSH de rotina. Os ovarios
foram mantidos em solucéo fisioldgica 0,9% a 25°C (PALMA, 1993) por cerca de 1
hora até o processamento. A recuperacdo dos CCO foi realizada através da técnica
de slicing (fatiamento) em DMPBS (Dulbecco’s modified phosphate buffered saline).

Para realizar a classificacdo, os CCO foram mantidos em Placas de Petri



contendo DPBS e 5% de BSA (albumina sérica bovina).

3.5. Classifica¢do dos CCO

Os CCO (Figura 1) foram avaliados sob lupa estereomicroscépica (Leica MZ
12,5) e classificados de acordo com critérios morfolégicos de HEWITT e ENGLAND,

1997, em:

Grau I: CCO com ooplasma homogéneo, escuro e rodeado completamente
por uma ou mais camadas de células do cumulus;

Grau II: CCO com ooplasma levemente pigmentado, com camadas de células
do cumulus incompletas;

Grau lll: ooplasma palido, freqiuentemente disforme e sem células do
cumulus.

ApOs a devida selecdo, somente CCO grau | foram aproveitados.

3.6. Avaliacao da configuracdo nuclear

Os CCO grau | dos dois grupos foram submetidos a lavagem com solucéao de
hialuronidase (tipo V — Sigma® — H-6259) 0,4% e 5% de BSA (Sigma® - fracdo V)
para remoc¢ao das células do cumulus e posterior coloracao.

Apods serem totalmente desnudos, os CCO foram transferidos para gotas de
10uL de glicerol bisbenzimida (HOECHST 33342 - Hoechst®) e transferidos para
laminas histolégicas, sendo recobertos com laminula e examinados em microscopio

invertido (Leica® DM IRD) equipado com luz ultra-violeta (comprimento de onda de



400 a 600 nm).
A maturacdo nuclear foi avaliada segundo os critérios de LANDIM-

ALVARENGA (1999) da seguinte forma:

VG (vesicula germinativa): o ovOcito apresenta nucleo esférico, localizado central ou
perifericamente ao ooplasma (Figura 2);

QVG (quebra da vesicula germinativa): quando o nucleo do ovdcito apresenta
carioteca irregular ao redor da cromatina condensada e dispersa (Figura 3);

MI (metafase |): caracterizado pela presenca dos cromossomos arranjados na placa
metafasica e localizados perifericamente no ooplasma (Figura 4);

MII (metafase Il): presenca dos cromossomos metafasicos na periferia do ooplasma
e do corpusculo polar no espaco perivitelinico;

D/NI: Degenerados ou ndo passiveis de identificacao

3.7. Maturacao ovocitaria in vitro

3.7.1. Grupo 1
Os CCO de Grau | pertencentes ao Grupo 1 foram maturados em meios TCM
199 e SOF, acrescidos de gonadotrofinas, progesterona, estrogeno e SCE. Cento e
quarenta e trés (143) ovocitos foram lavados trés vezes em gotas de 100 uL de TCM

199 e cento e quarenta e quatro (144) ovdcitos em SOF.



Quadro 2 - Composicdo dos meios de

fémeas em anestro. Botucatu, 2004

maturacdo in vitro utilizados no grupo de

TCM 199/SOF 10 mL

BSA (4%) 0,04g

Piruvato stock (11 ug/uL) (AnexoB) 20uL

FSH (50ug/mL) (Anexo C) 10uL

LH (1png/mL) (Anexo D) 100uL

Filtrar (22 um) Filtrar

Estrégeno (1 ug/uL) (Anexo E) lul/mL
Gentamicina (15 pg/uL) (Anexo A) 5ulL/mL
Progesterona (1ug/uL) (Anexo H) lul/mL

Soro de cadela em estro (Anexo G) Adicionar 10% do volume total

Posteriormente, essa populacdo de ovocitos foi dividida em no maximo 20

ovécitos/poco em placas do tipo “four well” (Nunc®, Dinamarca). Estes ovécitos

permaneceram em 400 ulL de seus respectivos meios de maturacéo e recobertos por

100 puL de 6leo mineral (Anexo F) e foram mantidos em estufa (Forma Scientific®) a

39° C e 5% de CO, em alta umidade.

ApoOs 24 horas, esses ovacitos foram desnudos e avaliados conforme descrito

no item anterior.




3.7.2. Grupo 2

Os CCO do Grupo 2 foram submetidos a um processo de maturagcao nuclear
adicional, também em dois meios de cultivo; TCM 199 e SOF acrescidos de

progesterona, estrogeno, soro de cadela em estro e sem gonadotrofinas.

Quadro 3 - Composicdo dos meios de maturacao in vitro utilizados no grupo de

fémeas em estro. Botucatu, 2004

TCM 199/SOF 10 mL

BSA (4%) 0,04g

Piruvato stock (11 ug/uL) (Anexo B) 20uL

Filtrar (22 pum) Filtrar

Estrogeno (1 ug/uL) (Anexo E) lul/mL
Gentamicina (15 pug/uL) (Anexo A) S5ulL/mL
Progesterona (1ug/uL) (Anexo H) lul/mL

Soro de cadela em estro (Anexo G) Adicionar 10% do volume total

Apbs 24 horas, esses ovocitos foram desnudos e avaliados para configuracao

nuclear conforme descrito no Grupo 1.




3.8. Anédlise Estatistica

As andlises estatisticas foram realizadas através do programa SAS®
(Statistical Analysis System) para Windows, 2000 (SAS Institute, Inc., S&o Francisco,
CA) ou através do Microsoft® Excel 2000 (Microsoft Coporation).

Foram calculadas as frequéncias relativa e absoluta de ovdcitos classificados
como VG, GVBD, Ml e degenerados ou nao identificaveis nos dois grupos de fémeas

(Grupos 1 e 2).

Os grupos foram comparados quanto ao efeito dos meios de cultivo e das
fases do ciclo estral sobre as populacdes ovocitarias utilizando-se o Teste Qui-
quadrado (o = 0,05). Posteriormente, esta analise foi desmembrada em varios testes
Qui-quadrado, comparando as amostras duas a duas utilizando o = 0,007. Utilizou-
se esse nivel de significancia menor para controlar a probabilidade de erro tipo I, ja

gue foram feitas sete comparacdoes.



Figura 1 - CCO de cadela nao Figura 2 - Ovdcito de cadela em
maturado (aumento 8x) estdgio de vesicula germinativa

(aumento 200x)

Figura 3 - Ovocito de cadela em Figura 4 - Ovdcito de cadela em

estdgio de quebra de vesicula estagio de metafase | (aumento

germinativa (aumento 200x) 100x)



5. RESULTADOS

Foram obtidos 981 ovdcitos dos ovarios das fémeas em anestro e 864 ovécitos
das fémeas em estro. Dos 981 ovdcitos (Grupo 1), 511 foram classificados como
grau | e dos 864 ovécitos da fémea em estro (Grupo 2), 373 ovocitos foram

classificados como grau |.

O numero médio de ovécitos grau | obtidos por cadela no anestro foi de 46,45 +

6,07. Para as fémeas do grupo 2, este valor foi de 62,16 + 8,18 ovécitos/cadela.

A perda de ovécitos durante a pesquisa foi de 4,07%.

Tabela 1 - Frequéncia absoluta e relativa de CCO recuperados de 11 fémeas em

anestro pertencentes ao Grupo 1 - Botucatu, 2005

Parametros FregUéncia absoluta Frequéncia relativa (%)
CCO coletados 981 100
CCO Grau | 511 52,09
Avaliados 485 49,44
Perdas 26 2,65

Tabela 2 - Frequéncia absoluta e relativa de CCO recuperados de 6 fémeas em

estro, pertencentes ao Grupo 2 - Botucatu, 2005

Parametros Frequéncia absoluta Frequéncia relativa (%)
CCO coletados 864 100
CCO Grau | 373 43,17
Avaliados 363 42,01

Perdas 10 1.15




Tabela 3 - Frequéncia absoluta e relativa de CCO grau | avaliados, nos estagios de
vesicula germinativa (VG), quebra de vesicula germinativa (QVG), metafase | (Ml) e
degenerados ou nado passiveis de identificacdo (D/NI) do grupo de cadelas em

anestro, ndo submetidos a maturacao in vitro - Botucatu, 2005

Parametros FregUéncia absoluta FreqUéncia relativa (%)
Avaliados 198 100
GV 85 42,93
GVBD 41 20,71
Ml 0 0
Ml 0 0
Degenerados/Nao
72 36,36

passiveis de identificacdo

Tabela 4 - Frequéncia absoluta e relativa de CCO Grau | avaliados, nos estagios de
vesicula germinativa (VG), quebra de vesicula germinativa (QVG) e metafase | (Ml) e
degenerados ou ndo passiveis de identificacdo (D/NI) do grupo de cadelas em estro,

ndo submetidos a maturacao in vitro - Botucatu, 2005

Parametros FreqUéncia absoluta Frequéncia relativa (%)
Avaliados 163 100
GV 35 21,47
GVBD 71 43,56
Ml 25 15,34
MII 0 0
Degenerados/Nao
32 19,63

passiveis de identificacdo




No grupo de cadelas em anestro, cujos ovoécitos ndo foram maturados in vitro,
pode-se observar predominio da fase de vesicula germinativa (42,93%). O numero
de CCO degenerados ou nao passiveis de identificacéo foi superior ao observado no

grupo de cadelas em estro (36,36% x 19,63%).
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Gréafico 1 - Comparacdo entre a frequéncia absoluta de CCO nos estagios de
vesicula germinativa (VG), quebra de vesicula germinativa (QVG), metafase | (MI) e
degenerados ou nao passiveis de identificacdo (D/NI) do grupo de cadelas em

anestro e em estro, ndo submetidos a maturacgéao in vitro (p<0,007) - Botucatu, 2005

Os CCO de cadelas em estro apresentaram melhores taxas de reinicio (QVG)

e progressao da meiose do que CCO de fémeas em anestro.



Tabela 5 - Frequéncia absoluta e relativa de CCO grau | avaliados, nos estagios de
vesicula germinativa (VG), quebra de vesicula germinativa (QVG), metafase | (Ml) e
degenerados ou nado passiveis de identificacdo (D/NI) do grupo de cadelas em
anestro, submetidos a maturacéo in vitro em dois meios de cultivo, TCM 199 e SOF

(p> 0,007) - Botucatu, 2005

Parametros Frequéncia absoluta FreqgUéncia relativa (%)
Meios de maturagéo in vitro TCM 199 SOF TCM 199 SOF
Avaliados 143 144 100 100
GV 35 36 24,47 25
GVBD 31 34 21,68 23,61
MI 14 14 9,79 9,72
MII 0 0 0 0
Degenerados/Nao
63 60 44,06 41,67

passiveis de identificacao

Ovdcitos de cadelas em anestro ndo apresentaram diferengas significativas
nas taxas de maturacdo nuclear quando submetidos a maturacéo in vitro com SOF e

TCM 199.

Ovécitos provenientes de fémeas em anestro, maturados in vitro,
apresentaram taxas de maturacdo nuclear superior aos ovocitos ndo submetidos a

maturacao.
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Gréafico 2 - Comparacdo entre a frequéncia absoluta de CCO nos estdgios de
vesicula germinativa (VG), quebra de vesicula germinativa (QVG), metafase | (Ml) e
degenerados ou ndo passiveis de identificacdo (D/NI) do grupo de cadelas em
anestro, submetidos a maturagéo in vitro em dois meios de cultivo, TCM 199 e SOF

(p>0,007) - Botucatu, 2005



Tabela 6 - Frequéncia absoluta e relativa de CCO grau | nos estagios de vesicula
germinativa (VG), quebra de vesicula germinativa (QVG), metafase | (Ml) e
degenerados ou ndo passiveis de identificacdo (D/NI) do grupo de cadelas em estro,
submetidos a maturacao in vitro em dois meios de cultivo, TCM 199 e SOF (p<

0,007) - Botucatu, 2005

Parametros Frequéncia absoluta Frequéncia relativa (%)
Meios de maturagao in vitro  TCM 199 SOF TCM 199 SOF
Avaliados 100 100 100 100
GV 11 4 11 4
GVBD 20 23 20 23
Ml 25 58 25 58
MII 0 0 0 0
Degenerados/Nao
44 15 44 15

passiveis de identificacdo

Houve diferenca significativa nas taxas de maturacdo de ovOcitos
provenientes de cadelas em estro e maturados em SOF (58%) e em TCM199 (25%).
A taxa de ovdcitos degenerados e ndo passiveis de identificagdo foi superior no

grupo maturado em TCM 199 (44%).
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Gréafico 3 - Comparacdo entre a frequéncia absoluta de CCO nos estdgios de
vesicula germinativa (VG), quebra de vesicula germinativa (QVG), metafase | (Ml) e
degenerados ou ndo passiveis de identificacdo (D/NI) do grupo de cadelas em estro,
submetidos & maturacdo in vitro em dois meios de cultivo, TCM 199 e SOF

(p<0,007) - Botucatu, 2005

O grafico 3 demonstra a superioridade do tratamento realizado com o SOF

combinado ao status reprodutivo de estro das fémeas.
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Gréafico 4 - Comparacdo entre a frequéncia absoluta de CCO nos estagios de
vesicula germinativa (VG), quebra de vesicula germinativa (QVG), metafase | (Ml) e
degenerados ou nado passiveis de identificacdo (D/NI) do grupo de cadelas em
anestro e em estro, submetidos a maturacdo in vitro em TCM 199 (p<0,007) -

Botucatu, 2005

Os dois grupos apresentaram taxa de reinicio da meiose (QVG) semelhante.
O grupo estro/TCM 199 mostrou superioridade na taxa de progressao da meiose

(MI).
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Gréafico 5 - Comparacdo entre a frequéncia absoluta de CCO nos estdgios de
vesicula germinativa (VG), quebra de vesicula germinativa (QVG), metafase | e
degenerados ou ndo passiveis de identificacdo do grupo de cadelas em anestro e
em estro, submetidos a maturacao in vitro em SOF (p<0,007) - Botucatu, 2005

O grupo de fémeas em estro, cujos ovocitos foram maturados em SOF

apresentaram taxa de QVG semelhante ao grupo em anestro (23% x 23,61%).

Fémeas em estro, cujos ovocitos foram maturados em SOF apresentam
porcentagem de MI superior ao grupo de fémeas em anestro (58% x 9,72%). A taxa
de ovdcitos degenerados e ndo passiveis de identificacdo foi inferior no grupo de

ovoécitos maturados em SOF e provenientes de fémeas em estro.



7. DISCUSSAO

De acordo com Claude Bernard, cientista francés, “N6s devemos, na medida
do possivel, com auxilio das analises experimentais, transportar oS mecanismos
fisiologicos para fora do organismo. Este isolamento nos permite ver e compreender
melhor as condi¢cdes detalhadas do fenbmeno, a fim de, em seguida, pesquisa-las
dentro do organismo e interpretar seu real papel”

Nesse contexto, a FIV se mostra uma técnica preciosa que permite a
compreensao dos mecanismos in vivo da reproducdo. Mas sua realizacdo esta
condicionada a conhecimentos prévios, principalmente, no que diz respeito aos
protocolos de maturacgao in vitro ainda tdo controversos na espécie canina.

Dessa forma, nossa intencédo foi analisar a possibilidade de que ovocitos
submetidos a maturacdo prévia in vivo apresentassem uma taxa de maturacéo
nuclear mais alta, favorecendo os procedimentos de fertilizacdo in vitro na espécie
canina. Além disso, objetivamos avaliar a influéncia de dois diferentes meios de
cultivo nas taxas maturacao nuclear ovocitaria.

A literatura apresenta diversos protocolos de maturacao in vitro adaptaveis a
cadela, no entanto, sua fisiologia reprodutiva Unica dificulta a definicho de um
sistema de cultivo in vitro. Atualmente a taxa de maturacédo ovocitaria nas cadelas é
caracterizada por resultados insatisfatorios e altamente variaveis, provavelmente
isso se deva a baixa competéncia dos ovocitos selecionados ou as condicbes de

cultivo inadequadas (FARSTAD, 2000a,b; LUVONI et al., 2005).



O presente trabalho consiste na utilizacdo de protocolos que avaliam o efeito
do status reprodutivo da fémea doadora na obtencdo de melhores resultados de
maturacdo ovocitaria e na comparacao de dois meios de maturacdo diferentes —

SOF e TCM 199.

O comportamento, a citologia vaginal e o padrdo da concentracéo sérica de
progesterona foram semelhantes aos mesmos parametros observados nos demais

animais desse estudo, assim como descrito por Verstegen et al. (1999).

Também n&o foram observadas diferencas entre o numero de ovocitos
recuperados e quanto a taxa e maturacao nuclear no grupo de animais em estro.

Pudemos observar em nosso estudo que a proporcdo de ovocitos grau
I/cadela obtida durante o estro foi de 62,16 + 8,18 e durante a fase de anestro, foi de
46,45 * 6,07. Fujii et al. (1999) e Rodrigues & Rodrigues (2003) observaram né&o

haver diferencas entre as propor¢des nas duas fases.

Nossos resultados referidos na tabela 4 mostram uma porcentagem de
15,34% de ovocitos em MI antes de serem submetidos a MIV em fémeas no estro.
Esse fato ndo € relatado na literatura e provavelmente significa que essas fémeas
podem liberar os ovécitos ja maduros em MI ou MIl ou eventualmente degenerados

em pequena proporgao.

Esse resultado, entretanto, ndo encontra respaldo na literatura desde que a
maioria dos autores relata que as cadelas liberam ovocitos em estagio de VG
(HOLST & PHEMISTER, 1971; LUVONI, 2000; OTOI et al.,, 2000b; FARSTAD,

2000a,b; SONGSASEN et al., 2004).



Quando comparamos os resultados das tabelas 3 e 4, constatamos uma
influéncia positiva da fase de estro em detrimento a fase de anestro na configuracao
nuclear de ovacitos ndo submetidos ao processo de maturacao ovocitaria.

No estro, o ovécito e as células do cumulus que o circundam sdo unidos
metabolicamente através de gap junctions, que permitem a troca de nutrientes, ions
e pequenas moléculas reguladoras, tais como calcio e cAMP (adenosina
monofosfato ciclico), envolvidos na diferenciacdo meidtica e na maturacao
citoplasmatica dos CCO. Essa associacao fisica que ocorre atraves das gap
junctions € um requisito importante para o reinicio da meiose (LUVONI et al., 2001).

O estagio do ciclo estral influencia o status funcional das gap junctions entre
as células do cumulus e os ovocitos. Luvoni et al. (2005) evidenciaram em seu
laboratorio, que nenhuma comunicacdo entre as células do cumulus e o ovdcito
estava presente nos CCO coletados de cadelas em anestro, enquanto
aproximadamente 89% estavam presentes em CCO provenientes de cadelas em
proestro. A presenca e persisténcia dessas comunicacdes no proestro/estro foram
responsaveis pela habilidade dos ovdcitos reiniciarem a meiose e atingirem 0s
estagios de Tl e MIl em propor¢cdes mais altas que ovocitos provenientes de cadelas
em anestro.

Sabe-se ainda que durante o crescimento intra-folicular, uma alta taxa de
atividade transcripcional ocorre no ovécito mamifero. Essa atividade leva a sintese
de DNA e proteinas, que sustentam e regulam a maturacao citoplasmatica (HYTTEL
et al., 1989).

Nossa intencéo de analisar a configuracdo nuclear dos ovoécitos previamente
a maturacdo foi de se estabelecer inicialmente um taxa de “pseudomaturacao”

(BOLAMBA et al.,, 2002). De acordo com esse autor, a alta taxa de QVG obtida



nessa situacdo pode ser explicada pelo fato de que os ovdcitos coletados
provavelmente eram provenientes de foliculos com diametro aproximado de 210 um
classificados pelo autor como foliculos pré-antrais avancados.

Mahi & Yanagimachi (1976) e Hewitt et al. (1998) relataram 1,1 e 5,1%
respectivamente de ovdcitos provenientes de foliculos antrais na fase de QVG no
momento Oh.

Nossos resultados de QVG em uma populacdo de ovocitos ndo submetidos a
maturacao foram de 20,71% no anestro e 43,56% no estro. Em trabalho semelhante
Bolamba et al. (2002) obtiveram uma taxa de 19,4%. A QVG manifesta-se
inicialmente por uma condensac¢ao da cromatina e dissolugdo da membrana nuclear,
iniciada pela onda pré-ovulatéria de LH ou por uma degeneragéo atrésica do foliculo
in vivo.

Nossa taxa de 43, 56% de QVG no estro pode ser explicada pela propria fase
do ciclo estral onde existe um estimulo provocado pela onda pré-ovulatéria de LH,
mas nao explica nossos resultados na fase de anestro.

Ainda, devemos considerar que ovdcitos de mamiferos quando liberados de
foliculos antrais sdo capazes de reiniciar a meiose espontaneamente. Esse fato é
continuamente utilizado para estudar os fatores que contribuem para a inibicdo ou
promocao dos estagios finais de maturacao ovocitaria (POPE et al., 1997).

Ovécitos provenientes de fémeas em anestro submetidos a MIV
apresentaram taxa de maturacdo nuclear superior aos ovocitos ha mesma fase nao
submetidos a maturagéo (31,47% TCM; 33,33% SOF x 20, 71% n&o submetidos a
maturacgao) vistos na tabela 3 x tabela 5. Yamada et al. (1993) observaram que
ovocitos de cadelas em anestro ndo apresentavam tendéncia de reinicio de meiose.

Um efeito similar da fase do ciclo estral sobre a competéncia meiética foi observado



por Luvoni et al. (2001), cujos resultados indicaram que os CCO caninos isolados de
ovarios durante o anestro sdo incapazes de completar a meiose e que as
comunicacdes entre 0os compartimentos germinal e somatico através de gap
junctions estdo ausentes, sugerindo assim uma relacdo entre a presenca dessas
comunicacdes e a competéncia meidtica.

A despeito da fase de anestro e dos resultados obtidos por Yamada et al.
(1993) e Luvoni et al. (2001), nossos resultados demonstraram a influéncia do meio
de maturacéo sobre 0s ovOcitos.

Reiteramos que as condicbes de cultivo tém um efeito significativo na
permissao dos ovocitos de expressar seu potencial, contudo sao os constituintes dos
ovocitos € que controlam sua habilidade para responder a condi¢cdo de cultivo. Além
disso, nosso meio de cultivo utilizados em ovacitos de fémeas em anestro continham
gonadotrofinas, responsaveis por um estimulo inicial no desenvolvimento ovocitario.

Ovacitos provenientes de fémeas em estro apresentaram taxa de maturacao
nuclear superior no meio SOF do que ovocitos na mesma fase ndo submetidos a
maturacdo (45% TCM, 81% SOF x 58,9% nédo submetidos a maturacao)
observados na tabela 4 x tabela 6.

Nesse item, devemos levar em consideracdo que, a despeito da taxa dos
ovocitos ndo submetidos a maturacédo ser superior a taxa de ovocitos submetidos a
maturacdo com TCM 199, a porcentagem de MI nas células submetidas a maturacao
é da ordem de 25% e nas células ndo maturadas, 15,34%. Isso implica que nas
células submetidas a maturacao houve uma progressao superior do estagio de QVG
para MI, o que € necessario para o ovocito ser fertilizado.

Quando submetidos a maturacdo em TCM199 ou SOF, os grupos de ovocitos em

estro e anestro apresentaram taxas de QVG da meiose semelhantes (21,68% TCM



199 x 23,61% SOF — anestro; 20% TCM199 x 23% SOF - estro), porém a taxa de
MI foi superior no grupo em estro nos dois meios considerados (9,79% TCM 199 x
9,72% SOF — anestro; 25% TCM 199 x 58% SOF — estro). Apos a QVG, nem todos
0S ovocitos se desenvolvem e liberam o primeiro corpusculo polar. A habilidade de
sofrer a QVG e progredir da fase de MI e MIl é adquirida separadamente e
sequencialmente durante o cultivo in vivo (SORENSEN & WASSARMAN, 1976).

Os nossos resultados demonstraram que na fase de anestro, ndo houve
diferenca significativa entre os meios de maturacédo utilizados. Independente da
estimulacao ovocitaria pelos componentes do meio de cultivo, os ovécitos de fémeas
em anestro podem ser em sua maioria, células menores e ainda com potencial
limitado para se desenvolverem adequadamente.

Assim, compartilhamos das conclusdes de Hewitt e England (1999c), que
relataram que a adicdo de FSH e LH ao meio de cultivo ndo melhora as taxas de
QVG em ovocitos caninos, indicando a existéncia de uma populacédo juvenil e
incompetente de ovocitos selecionados para MIV.

Nosso protocolo que utilizou ovocitos provenientes de doadoras em estro e
maturacdo in vitro no SOF foi superior aos demais protocolos testados. Esse
resultado vem reiterar o conceito de que 0s ovocitos caninos, assim como os de
outros canideos silvestres sofrem desenvolvimento final no oviduto, fato este que
motivou a escolha do meio SOF para esse estudo in vitro.

O SOF foi desenvolvido por Tervit et al. (1972) para mimetizar as propriedades
fisioldgicas do fluido do oviduto e tem sido utilizado com sucesso na MIV de ovocitos
bovinos (LONERGAN et al., 1994, GANDHI et al., 2000;) e cultivo in vitro de
embrides bovinos e ovinos (TAKAHASHI & FIRST, 1992; BERNARDI et al., 1996;

HILL et al., 1996; KESKINTEPE & BRACKETT, 1996).



Bolamba et al. (2002) utilizando SOF, SOF + 3 mg/mL de BSA, SOF + 20%
SFB e SOF + 3 mg/mL BSA + 20% SFB na maturacdo de ovocitos provenientes de
foliculos pré-antrais avancados (210 um) por 48 e 72 horas, observaram que
nenhuma suplementacdo € necessaria quando se trabalha com esse meio, pois 0s
resultados nessa comparagdo foram semelhantes. Afirmaram ainda que a
competéncia de ovdcitos retirados de foliculos pré-antrais avangados foi obtida
utilizando somente o SOF sem suplementagéo.

Diferentemente dos ovécitos das demais espécies, a maioria dos ovOcitos
imaturos da espécie canina nao reinicia a meiose ou nao se desenvolve até M Il
quando retirados dos foliculos e cultivados in vitro, apesar das condi¢des de cultivo
utilizadas (WILLINGHAM-ROCKY et al., 2003).

Uma Unica comparagdo entre meios simples e complexos para maturacao in
vitro canina foi relatada por Hewitt & England (1999a). Nesse estudo, os autores nao
observaram diferenga significativa entre os meios SOF acrescido de 4% de BSA e
TCM 199 na proporcgéo de ovécitos sofrendo QVG apos 48 horas de cultivo.

Tem-se observado que entre os meios complexos, o TCM199 apresenta as
melhores condi¢des para a maturacdo nuclear de ovécitos caninos até MIl (CINONE
et al.,, 1992). Entretanto, por meio do nosso estudo, foi possivel evidenciar a
superioridade do meio SOF — simples - em relagdo ao TCM 199 — complexo -
quando utilizados ovécitos de cadelas em estro e submetidos a maturagéo por 24
horas.

Ao contrario, ndo foi constatada diferenca entre os meios de maturacao
guando utilizamos ovdcitos provenientes de fémeas no anestro, sugerindo uma

interacao entre a fase do ciclo estral e o meio de cultivo.



Nos nossos meios de cultivo, além da adicdo de 1ug/mL de progesterona foi
utiizada suplementagédo de 10% de SCE considerada como outra fonte de
progesterona, considerando ainda que os ovécitos eram provenientes de cadelas no
estro, portanto com uma estimulagao progestacional alta. A progesterona exerce um
efeito estimulador sobre a sintese do fator promotor de maturacdo (MPF) no ovdcito,
responsavel pela quebra da vesicula germinativa (SALUSTRI et al., 1993).

Willingham e Kramer (2001), utilizando TCM 199 acrescido de 10% de SCE,
avaliaram os efeitos de diferentes concentracbes de progesterona no meio.
Levantaram a hip6tese que a exposi¢cao dos ovécitos caninos a progesterona, antes
da ovulagéo e posteriormente no oviduto, contribuia para o reinicio da meiose. Esses
autores obtiveram 19,2% de MIlI com 2,0 pg/mL de progesterona e 1,9% no
tratamento controle.

Vannucchi (2003) inferiu que a progesterona pode acelerar o processo de
maturacdo nuclear dos ovoécitos de cadela, pois em meios de maturacdo sem
horménios, sO foi possivel verificar ovocitos em metafase Il apés 96 horas. Além
disso, a presenca de progesterona associada ou ndo ao estrdgeno promove 0
aparecimento de uma taxa menor de estruturas degeneradas.

Mahi & Yanagimachi (1976), maturaram, em TCM 199, ovQcitos provenientes
de cadelas em estagios aleatdrios do ciclo estral e obtiveram apos 24, 48 e 72 horas,
taxas de MI/MII de 5,9%, 22,5% e 25,4% respectivamente. Essas taxas s&o
inferiores as descritas por Yamada et al. (1992). Considerando-se o periodo de
maturacdo de 24 h, os autores obtiveram 17,6% QVG e 5,9%MI/MII, taxas bem
inferiores as descritas em nosso trabalho.

Na literatura consultada, a taxa mais alta de maturacéo até MIl foi obtida por

Nickson et al. (1993) que utilizaram TCM 199 contendo 10% de SCE e 20 ug/mL de



estradiol. Em nosso estudo, os ovécitos foram submetidos a maturacdo em meio
com concentracao de estradiol inferior (1 ug/mL) de acordo com os trabalhos de
Hewitt & England (1997a), Bolamba et al. (1998), Bogliolo et al. (2002) e Kim et al.
(2004).

Rodrigues & Rodrigues (2002a) utilizando TCM 199 acrescido de estrégeno,
FSH, hCG e ECS (soro de vaca em estro), maturaram por 72 horas CCO grau | e Il
provenientes de cadelas em estagios aleatérios do ciclo estral (7% MI) Em seguida,
os autores substituiram ECS por 0,4% BSA e por 10% SCE. Observaram que as
maiores taxas de Ml (20%) foram obtidas no meio com BSA. Os ovocitos submetidos
a maturacdo em meio com 10% de SCE ndo progrediram para Ml (10,4% Ml e 0%
MII). Nossos resultados mostraram taxas de 9,79% de Ml em fémeas no anestro e
25% MI no estro, quando submetidos a maturacdo em TCM199 com SCE.

Nickson et al. (1993) relataram que a adicdo de SCE e estrégeno tem um
efeito sobre a MIV de ovdcitos de cadelas que se encontram em varios estagios do
ciclo estral, no que se refere a taxa de maturacao, essa foi similar & de ovécitos preé-
ovulatérios presentes em ovarios de cadelas em estro.

Em vista dessas observacoes e pelo fato desse relato apresentar as maiores
taxas de MIV em cadelas, avaliamos a maturagdo em meio acrescido de SCE,
estrogeno (1 ug/mL) e na fase do estro, considerando que a suplementacao
estrogénica no nosso meio foi inferior a do autor.

Otoi et al. (1999) compararam diferentes concentracdes de soro de cadela em
anestro, estro e diestro, as quais foram adicionadas ao meio de maturacédo (TCM
199) de ovdcitos de cadelas em anestro e diestro e submetidos a maturacéao por 72
horas. As maiores taxas de Mll (12,4%) foram obtidas com soro de cadela em estro,

sugerindo que a suplementacdo com SCE favorece a MIV de ovécitos caninos.



Songsassen et al. (2004), avaliaram a influéncia das diferentes fases do ciclo
estral sobre a taxa de maturacao ovocitaria. Ap0s maturacdo dos ovocitos em TCM
199, evidenciaram taxas de MIl semelhantes nos diferentes grupos. Vale ressaltar
gue 0s autores se basearam apenas na morfologia ovariana para determinacdo da
fase do ciclo estral, diferentemente do nosso estudo onde identificamos o estro por
meio do comportamento, citologia vaginal e concentracdo de progesterona seérica.

Sugerimos ainda em nosso estudo, que quanto maior o tempo de
permanéncia do ovocito canino sob maturacdo intra-folicular, maior seria a
probabilidade de reinicio e progressado da meiose in vitro. Dessa forma, a exposi¢cao
do ovocito a niveis de estrogeno, progesterona e fatores ainda desconhecidos
favoreceriam sobremaneira a taxa de maturac&o ovocitaria in vitro.

Songsassen et al. (2004) complementam essa sugestédo, informando que o
tamanho ovocitario € um fator mais importante que as fases do ciclo na maturacéo
meiotica.

Otoi et al. (2001) observaram que a maioria significante dos ovocitos que atingiu
MIl em seu estudo foi resgatada de fémeas na fase folicular do ciclo (16.1%). Seus
resultados sugerem que o ciclo estral da cadela afeta a taxa de maturacdo do
ovacito cultivado in vitro. Além disso, os efeitos da fase do ciclo estral sobre a taxa
de maturacdo podem resultar de diferencas entre a distribuicdo de tamanhos dos
ovocitos coletados dos ovarios em cada estagio do ciclo estral.

No trabalho de Hewitt & England (1997a), os autores avaliaram 0s eventos
endocrinos pré-ovulatorios sobre a maturagcdo ovocitaria de cédes domésticos
comparando os estagios de proestro e estro. Afirmaram que o ambiente hormonal in
vivo ndo afeta a subsequiente maturacéo in vitro dos ovocitos através da observacéo

da semelhanca entre as taxas de MI-MII nos dois grupos (37% - QVG, 19% MI/MII -



proestro; 41% - QVG e 11% MI/MII - estro), porém os ovacitos foram obtidos em dois
momentos (2,36 + 0,58 ng/mL na primeira hemiovariectomia e 4,96 + 0,75 ng/mL).

As OSH realizadas para a obtencao de ovdcitos em nosso experimento foram
realizadas quando as concentragbes de progesterona atingiam 9,1 + 0,6 ng/mL.
Esses valores, de acordo com Root-Kustritz (2001) correspondem ao dia da
ovulacéo, reforcando o nosso objetivo de obter ovacitos previamente submetidos ao
ambiente intra-folicular.

Yamada et al. (1992) utilizaram ovocitos provenientes de cadela em estro
induzido e obtiveram taxas de MIl apds 24, 48 e 72 horas, de 9,1%, 27,3% e 31,9%
respectivamente. Yamada et al. (1993) sugerem que o0 desenvolvimento pre-
ovulatorio do ovOcito possa ser importante para sua subsequiente maturacéo in vitro.

Willingham-Rocky et al. (2003) observaram que ovocitos coletados de cadelas
em estro e diestro apresentaram taxa de maturacao até Mll superior aqueles obtidos
no anestro ou em proestro, portanto o estagio do ciclo estral € um fator importante
como critério de selecao para uso de ovocitos em experimentos in vitro.

Rodrigues & Rodrigues (2003) maturaram CCO graus | e Il durante 72h em
TCM acrescido de ECS, estrégeno, FSH, hCG em cadelas nas fases folicular
(proestro e estro), lutea (diestro), em anestro e gestantes ou com piometra.
Concluiram que MIV nao € influenciada pelo status reprodutivo da fémea. Esses
autores afirmam que a qualidade do ovécito é o indicador mais confiavel do seu
potencial do que o meio ambiente hormonal da fémea no momento da doacéao.

Em todos os protocolos testados em nosso experimento, a configuracao

nuclear de metafase Il ndo foi observada durante o tempo de maturacéo utilizado.

Fontbonne et al. (2004) observaram que, in vivo, dentro das primeiras 44

horas poés-ovulacdo, os ovécitos se encontram em VG ou QVG. Ovdcitos em M



foram observados principalmente, entre 46 e 84 horas e a primeira MIl péde ser
visualizada com 50 horas.

Levando-se em consideracdo, o tempo fisiologico necessario para a
maturacdo, um balanco entre o sistema de cultivo e o periodo de incubacdo é
necessario para a obtencdo de melhores taxas de maturacdo ovocitaria e
conseqguentemente menores taxas de degeneracao ovocitaria.

No entanto, em um projeto piloto realizado em nosso laboratério, encontramos
um grande numero de ovécitos degenerados em protocolos com tempo superior a 36
horas de cultivo. Talvez, como relatado por Luvoni et al. (2005), o uso de diferentes
sistemas de cultivo sequienciais deve ser considerado quando ovocitos caninos séo
submetidos a maturacgéo por periodos mais longos.

Bogliolo et al. (2002) utilizando TCM 199 suplementado com 10% de SCE,
FSH, LH, progesterona, estradiol e cisteamina obtiveram taxa de 40% de QVG ap0s
48 horas de cultivo, sendo 36% de VG e 4% de metéafase Il. Quando cultivados por
72 horas, ndo houve diferenca significativa nas taxas de QVG e MI. Resultados
similares tém sido descritos em outros estudos por Otoi et al. (1999) e Yamada et al.
(1993). As maiores taxas de maturacdo ovocitaria obtidas por Hewitt & England
(HEWITT & ENGLAND, 1997a; HEWITT et al.,, 1998) foram apos 72 a 96 horas,
engquanto que no trabalho descrito por Nickson et al. (1993) a maior taxa de Ml foi
obtida apos 24 horas. Em todos os protocolos testados em nosso estudo, o tempo
de maturacdo in vitro de 24 horas mostrou-se insuficiente para a obtencdo da
configuracdo cromossémica de metafase Il.

A diferenca no tempo de incubacdo pode estar relacionada as diferentes
condicbes de cultivo utilizadas, como a qualidade dos ovadcitos, e a idade e estagio

do ciclo estral da doadora.



A habilidade de se preservarem as células germinativas de animais
domeésticos e animais em extingdo € um pré-requisito importante para a introducao
de técnicas reprodutivas modernas em programas de extensdo e conservacao. A
recuperacao de quantidades consideraveis de foliculos pré-antrais e CCO é somente
a primeira etapa a ser considerada (LOPES, 2002).

Em vista do exposto, visando melhorar a eficiéncia dos protocolos de
maturacdo in vitro em cadelas, € imprescindivel a realizacdo de estudos
complementares, a fim de que todos os procedimentos de FIV na espécie canina
possam ser realizados rotineiramente, da mesma forma que os sdo nas demais

espécies domeésticas de producao.



5. CONCLUSOES

Com base nos resultados do presente estudo, foi possivel concluir que:

1) A maturacdo ovocitaria € beneficiada pela interacdo entre a fase do ciclo

estral — estro — e 0 meio de maturacgdao in vitro — SOF.

2) Os ovocitos submetidos a maturacgao intra-folicular prévia apresentam taxa de

MIV mais alta.
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ANEXO

ANEXO A - Gentamicina

Concentragao final de 15 pg/pL.

ANEXO B - Piruvato stock

PITUVALO P-2256.......oeiiiiiiii ettt e e e e e e e e e e eeaees 0,11¢
SOIUGEOD SANNEL .. 10 mL

Concentragao final de 11 pg/pL.

ANEXO C - FSH (Folltropin®)

FOItropin 500 Ul ... 1 frasco

TOM 90, 1mL

Filtrado, aliquotado em 20 uL e mantido sob congelacdo. Concentracao final de 50

no/plL.

ANEXO D - LH (Profasi®)

Profasi 500 Ul .......iii i e e e e e e e e e 0,005 g/mL

Concentracgéao final de 1 pg/uL.



ANEXO E - Estradiol 17-p

Estradiol Sigma E-8875.........uuii e 0,010g
ELBINOL. 10 mL

Aliquotado em 20 uL e mantido sob congelagdo. Concentragéo final 1 ug/ulL.

ANEXO F - Oleo mineral M8410

Autoclavado, acrescido de 10% de solucéo salina e equilibrado em estufa.

ANEXO G - Soro de cadela em estro

Sangue de quatro cadelas em estro, coletado em tubo sem anticoagulante,

permanecendo em repouso até a retracdo do coagulo e centrifugado a 955 g.

Posteriormente foi inativado pelo calor por 30 minutos a 56° C e armazenado a —20°

C (OTOl et al., 1999). A concentracao de progesterona nos soros foi de 8,6, 8,8; 9,7;

9,8 ng/mL.

ANEXO H - Progesterona
e (oT0 [T (=] 0] o = U ORI 1 mg
Dimetil SUlfOXIAO (DIMSO) ....ceeeiiiiiiie et e e e e e e e e e e e e eeennnes 1mL

Concentracéao final de 1 pg/uL.
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