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RESUMO

O objetivo deste estudo foi avaliar a influéncia das fases de anestro e diestro
no didmetro oocitario, na configuracdo da cromatina em VG e na competéncia
de odcitos caninos, assim como analisar a cinética da atividade quinase p34°
durante a maturacdo in vitro de o0citos caninos apos 24, 48 e 72 horas de
cultivo in vitro. Os ovarios foram obtidos de cadelas submetidas a ovario-
salpingo-histerectomia eletiva (OSH). Para avaliar o diametro e a configuracéo
da cromatina em VG, os complexos cumulus-oécitos (COCs) foram submetidos
a solucédo de hialuronidase 0,2% para a remoc¢ao das células do cumulus e
corados com Hoechst. A avaliacdo da configuracdo nuclear dos o0citos caninos
foi realizada apdés 72h de maturacao in vitro. Para a realizacdo do ELISA, foi
realizado um extrato de proteinas dos odcitos apds 24, 48 e 72 horas de cultivo
in vitro. Quanto ao diametro médio oocitario, os resultados ndo demonstraram
diferenca (p>0,05) entre as fases de anestro e diestro (77,62 um x 78,64 um).
Comparando-se as fases reprodutivas, maior frequéncia de o0d0citos nos
estagios de M-l (19,1%) e M-Il (14%) foi observada na fase de diestro.
Entretanto, essas diferencas nao foram significativas (p>0,05). Foram
classificados quatro estagios de configuracdo da cromatina identificados como
VG-1, VG-2, VG-3 e VG-4. As alteracdes observadas na configuracdo da
cromatina foram caracterizadas como, transicdo de uma cromatina dispersa
(VG-1, VG-2) para parcialmente condensada (VG-3) até atingir um estagio
totalmente condensado (VG-4). Os resultados evidenciaram diferenca (p< 0,05)
entre as fases de anestro e diestro, com maior proporcdo de VG-1 e VG-2
durante o anestro e de VG-3 e VG-4 durante o diestro. A atividade quinase
p34°dc?

(p<0,01). Apds 72h, a atividade demonstrou um decréscimo. Dessa forma, a

mostrou-se tempo-dependente, atingindo o pico maximo em 48h de MIV
identificacdo de fatores relacionados a retomada e progressdo da meiose in
vivo é de suma importancia para a realizacdo de adaptacdes adequadas e

aperfeicoamento das condicdes de cultivo.

Palavras-chave: Diametro, ciclo estral, vesicula germinativa, atividade

quinase, 0dQcito.
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ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate the influence of stages of anestrus and
diestrus in oocyte diameter, configuration of chromatin in GV stage and
competence of canine oocytes, as well as analyze the kinetics of p34°®? kinase
activity during in vitro maturation of canine oocytes after 24, 48 and 72 hours of
in vitro culture. Ovaries were obtained from bitches after elective
ovariohysterectomy (OSH). To evaluate the diameter and configuration of
chromatin in GV stage, cumulus-oocyte complexes (COCs) were subjected to
0,2% hyaluronidase solution for removal of cumulus cells and stained with
Hoechst. The assessment of nuclear configuration of canine oocytes was
analysed after 72 hours in vitro maturation. To perform the ELISA was
performed an extract of proteins from oocytes after 24, 48 and 72 hours of in
vitro culture. For the mean oocyte diameter, the results showed no difference
(p> 0.05) between phases of anestrus and diestrus (77,62 pm x 78,64 pm).
Comparing the reproductive phases, higher frequency of oocytes in stages of
MI (19,1%) and M-Il (14%) was observed in the diestrus phase. However, these
differences were not significant (p> 0.05). Four stages of chromatin
configuration identified as GV-1, GV-2, GV-3 and GV-4 were classified. The
observed changes in chromatin configuration been characterized as a transition
dispersed chromatin (GV-1, GV-2) for partially condensing (GV-3) until it
reaches a fully condensed phase (GV-4). The results showed difference
(p<0.05) between phases of anestrus and diestrus, with a higher proportion of
GV-1 and GV-2 during anestrus and GV-3 and GV-4 during diestrus. The
p34°®°2 kinase activity was shown to be time-dependent, reaching a peak at 48h
of IVM (p<0,001). After 72h, the activity showed a decrease. Thus, identification
of factors related to the resumption and progression of meiosis in vivo is critical

for making appropriate adjustments and improvement of culture conditions.

Keywords: Diameter, estrous cycle, germinal vesicle, kinase activity, oocyte.
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1. INTRODUCAO

A maioria dos autores que trabalha com biotecnologias reprodutivas na
espécie canina especialmente a maturacao in vitro (MIV) e a fertilizac&o in vitro
(FIV), concordam de forma unanime da grande dificuldade em se obter
resultados satisfatorios. A maior parte dos conhecimentos envolvendo a MIV de
oocitos caninos € adquirida baseada em experimentos realizados em outros
mamiferos. Entretanto os indices e a eficiéncia da maturacdo na espécie
canina ndo sdo muito promissores. Em cadelas, a taxa de MIV tem
demonstrado sucesso limitado variando de 0 a 58% para o0citos maturados até
a anafase | e metafase Il (M-1I) (NICKSON et al., 1993; HEWITT e ENGLAND,
1997). Esses indices baixos podem ser decorrentes da qualidade dos odcitos
utilizados ou até mesmo da auséncia de padrbes para a suplementacdo dos
meios de cultura com horménios, proteinas ou vitaminas (FARSTAD et al.,
2000).

A compreensdo dos mecanismos envolvidos na maturagédo oocitaria é
essencial na identificacdo de estratégias para o desenvolvimento de odcitos
maturados in vitro, melhorando as técnicas de reproducdo assistida. Dessa
forma, os novos conhecimentos adquiridos com relacdo a MIV e a FIV poderdo
promover a maximizacdo do potencial de preservacédo do genoma de canideos
ameacados de extincdo. Neste cenario, o cdo doméstico é utilizado como
modelo experimental para o desenvolvimento dessas técnicas, devido a
similaridade da sua fisiologia reprodutiva e suas respostas a experimentos in
vitro (DURRANT et al., 1998).

A espécie canina apresenta algumas particularidades reprodutivas que
merecem destaque. Na cadela a ovulacdo ocorre 1 a 2 dias apds o pico pré-
ovulatério de LH, ainda no inicio da fase de estro e os foliculos ovarianos
iniciam sua luteinizacdo antes mesmo das ovulagbes, além disso, esses
oocitos séo liberados ainda imaturos, no inicio da primeira divisdo meidtica.
Assim, apds a ovulagado, os oocitos requerem de 2 a 5 dias para completar a
maturacdo (OTOIl et al., 2000). O ambiente das tubas uterinas exerce
importancia fundamental para a maturacao oocitaria canina, ja que ao contrario

do que se observa em outras espécies, em canideos a tuba uterina é
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responsavel por sustentar durante um extenso periodo a sobrevivéncia dos
oocitos (LUVONI et al., 2005).

O tempo de cultivo recomendado para a MIV de odcitos caninos varia
enormemente (acima de 120h), mas os resultados da completa maturacéo séo
ainda controversos e insatisfatorios. Desta forma, a avaliacdo da retomada da
meiose assume grande importancia nessa espécie para avaliar a progressao
da maturacao nuclear ao longo de todo o tempo de cultivo (SILVA et al., 2008).
Muitas etapas permanecem ndo padronizadas dentro do processo de
maturacdo, dentre elas a obtencéo e selecdo dos odcitos, a idade e o estagio
do ciclo estral das doadoras. Além disso, os meios de cultivo in vitro para
maturar odcitos de outras espécies sao considerados inadequados para MIV de
o0citos caninos.

A compreensdo adequada das necessidades metabdlicas do odcito em
sistemas de cultivo de MIV pressupde a necessidade de novos estudos para
gue seja estabelecida uma condicdo ideal para que os odécitos adquiram
competéncia e tornem-se apto a serem fertilizados e capazes de sustentar o
desenvolvimento embrionario inicial (BARRETO, 2007). Assim, as atuais
pesquisas na area de reproducdo assistida em canideos estdo concentrando
seus esforcos nos protocolos de MIV buscando entender a dinamica do ciclo
celular e testar novas concentracdes e associacdes de horménios, fatores de
crescimento, antioxidantes, procurando ajustar da melhor forma possivel, todas
as variaveis envolvidas no processo.

Dessa forma, esta pesquisa buscou avaliar os fatores que pudessem
influenciar na competéncia de odécitos caninos como, o diametro oocitario, a
fase do ciclo estral da doadora, a configuracdo da cromatina em VG e a
cinética da proteina p34°™? com o propésito de melhor compreensdo dos

baixos indices de maturacdo nuclear encontrados na cadela.



2. REVISAO DE LITERATURA

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

Os canideos sdo conhecidos por uma biologia reprodutiva que o0s
diferenciam de outras espécies. A cadela doméstica geralmente apresenta dois
ciclos estrais por ano, porém, esses ciclos podem variar de um a quatro, a
depender da raga ou de caracteristicas individuais dos animais. Desta forma,
sdo considerados animais monoéstricos, predominantemente ndo estacionais
(JOHNSTON et al., 2001).

O ciclo estral da cadela é dividido em quatro fases bem definidas:
proestro, estro, diestro e anestro. Essas fases sofrem influéncias hormonais,
que induzem transformacdes morfoldgicas, clinicas, citoldgicas (JOCHLE e
ANDERSEN, 1977).

O proestro pode persistir de uma a trés semanas e esta associado a
secrecdo do FSH (horménio foliculo estimulante) que promove aumento do
crescimento folicular e aumento das concentracdes de estrogeno produzido
pelas células da granulosa (CONCANNON e DIGREGORIO, 1986). O apice
das concentracfes do estrégeno € observado de 24 a 48 horas antes do inicio
do estro. A transicdo do proestro para o estro € marcada por uma inversao
hormonal, representada pelo declinio dos niveis de estradiol e aumento da
concentracdo da progesterona, denominado de luteinizacdo pré-ovulatéria
(CONCANNON et al., 1989).

Este fendmeno é diferente de outras espécies domeésticas, nas quais o
estrégeno predomina no ambiente folicular pré-ovulatorio (FARSTAD et al.,
2000). A luteinizacdo pré-ovulatoria € observada em outras espécies como
suinos, primatas e roedores, mas nas cadelas este processo é particularmente
caracteristico, ja que as células foliculares sofrem luteinizacdo 60 a 70 horas
antes da ovulacdo e o aumento pré-ovulatorio da progesterona ocorre
imediatamente antes, ou coincide, com pico de LH (CONCANNON et al., 1977).

Apos o estro, o animal entra em fase latea (diestro), dominada pelos
efeitos da progesterona, que embora, apresente concentragcdes semelhantes

entre animais gestantes ou nao, em cadelas prenhes a sua concentracao
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declinara abruptamente por ocasido do parto, e nas cadelas ndo prenhes o
declinio ocorrerd de maneira gradual, devido auséncia de um mecanismo
luteolitico (JEFFCOATE, 1998). Com a finalizacdo do estro, inicia-se um longo
periodo de inatividade ovariana, denominado anestro (RODRIGUES e
RODRIGUES, 2003).

2.2. Maturacdao oocitaria in vivo na cadela

A maturacgdo oocitaria consiste em uma série de eventos que ocorrem de
forma ordenada para que o od0cito torne-se apto a ser fecundado. Esses
eventos sdo complexos e dependem da correta dinamica de separacdo dos
cromossomos como também da redistribuicdo das organelas citoplasmaticas e
do acumulo mRNA, proteinas e fatores de transcricdo necessarios para que
esse processo ocorra. Qualquer alteragdo nesse processo pode acarretar em
anormalidades na fecundacéo e no consequente desenvolvimento embrionario
(MATTIOLI, 1989).

O processo de maturacdo oocitaria in vivo, pode ser dividido em trés
aspectos funcionais: 1) a maturacao nuclear caracterizada pela modificacdo da
cromatina em VG até M-I, incluindo nesses eventos nucleares a quebra da
vesicula germinativa, desaparecimento do nucléolo, condensacdo da
cromatina, extrusdo do 1° corpusculo polar e formacdo do segundo fuso
meiotico; 2) a maturacado citoplasmatica que reflete todas as transformacdes na
distribuicdo e organizacdo das organelas individuais da fase de VG até M-Il e
3) maturacao molecular que € o conjunto de instru¢cdes acumuladas durante o
estagio de VG, a qual envolve o acumulo de mRNA especifico e que controla
tanto a maturacao nuclear quanto a citoplasmatica até o periodo de transi¢ao
do controle do genoma materno para o do zigoto (MEINECKE et al., 2001).

O ciclo celular, tanto a mitose como a meiose, compreende quatro fases
distintas: profase, metafase, anafase e teléfase. A meiose pode ocorrer em
duas etapas denominadas meiose | e meiose I, sendo a profase | da meiose
dividida em cinco estagios: leptéteno, zigéteno, paquiteno, dipléteno e
diacinese (estagio de vesicula germinativa) (JORDAO e ANDRADE, 2012).

A maturacdo tem inicio na vida pré antral e na maioria dos mamiferos, o

processo meidtico passa por dois momentos de estagnacido. A 1% estagnacao
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ocorre na profase da meiose |, conhecido também como estdgio de vesicula
germinativa, e permanece assim por meses ou anos até a puberdade.
Momentos antes da ovulacdo, os odcitos sdo estimulados a responder a onda
pré-ovulatéria de hormoénio luteinizante (LH) para reiniciar a meiose, com a
dissolucdo da membrana nuclear e condensagdo da cromatina no processo
denominado de quebra da vesicula germinativa (QVG) (QUETGLAS, 2007).

Apés o rompimento da vesicula germinativa ocorre a progressao da
maturacdo nuclear, passando pelos estagios de metafase |, anafase | e
teléfase | (término da primeira divisdo meiética) completando o primeiro ciclo
meidtico com a expulsdo do primeiro corpusculo polar e, atingindo a metafase
II. Nesse estagio o odcito é bloqueado pela segunda vez, e permanece desta
forma até o momento da fecundacao até atingir o estagio de metafase Il, da
segunda divisdo meidtica, em que é novamente bloqueado. Com a entrada do
espermatozoide no citoplasma durante a fecundacédo, o o6cito completa a sua
segunda divisdo meiotica, com a extrusdo do segundo corpusculo polar (VAN
DEN HURK e ZHAO, 2005; QUETGLAS, 2007).

Os canideos, devido algumas particularidades referentes ao ciclo estral
sofrem um processo de maturacdo diferenciado. Enquanto que em outras
espécies de mamiferos os odcitos em fase de vesicula germinativa (profase 1)
sofrem reinicio da meiose nas etapas finais da maturacao folicular, sendo
ovulados em metafase Il (com a extrus&o do 1° corplsculo polar). Em canideos
0s o00citos sdo liberados em estagio imaturo, no inicio da primeira divisdo
meidtica, ainda em fase de vesicula germinativa (OTOI et al., 2000).

Odcitos em estagio de VG estdo presentes na tuba uterina, 44 horas
apos a ovulacdo, ou dois dias apdés a onda pré ovulatéria de LH. A fase de
metafase | (M-1) ocorre de 44 a 48 horas ap6s a ovulagcdo, sendo caracterizada
pela extrusdo do 1° corplsculo polar. O 2° corpusculo polar é liberado apés o
término da meiose I, ou seja, apos a fertilizacdo, em média 54 horas apés a
ovulacdo (LUVONI et al., 2006). A maturacao nuclear sO esta completa 48 a 72
horas ap0s a ovulacéo.

Dessa forma, os estagios subsequentes da maturacdo meiotica, como a
guebra da vesicula germinativa, metafase |, anafase | e metafase Il, assim
como a fecundagdo ocorrem na tuba uterina e a competéncia meiética ocorre

tanto em ambiente intra como no extra folicular (LUVONI et al., 2005).
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Enquanto na maioria dos mamiferos, o tempo total em que 0s o0d0citos
permanecem no oviduto varia de trés a quatro dias, nos odcitos caninos este
periodo varia de 8,5 a 9 dias (HOLST e PHEMISTER, 1971).

O odcito canino se diferencia das outras espécies, pela grande
quantidade de material lipidico em seu citoplasma, o que lhe confere um
aspecto escuro e homogéneo. Essa sintese lipidica aumenta conforme o
crescimento do o0cito e caracteriza um dos aspectos da maturacdo oocitaria
(TESORIERO, 1982).

2.3. Maturagdo oocitaria in vitro.

A MIV é considerada uma das etapas mais importantes da producao in
vitro de embrifes. O processo de maturacdo oocitaria € composto por diversas
modificacbes estruturais e moleculares no citoplasma (maturacao
citoplasmatica) que culminam com a configuracdo cromossémica em M-Il
(maturacdo nuclear) precedendo a penetracdo do espermatozoide e a
consequente fecundacéo e desenvolvimento embrionario (ROTH e HANSEN,
2005). Por meio desse processo € possivel cultivar in vitro até a maturacao,
grande quantidade de od0citos imaturos presentes no ovario. Para isso,
diferentes sistemas de cultivo vém sendo desenvolvidos visando manter a
viabilidade, e obter o6citos maduros para a producdo in vitro de embrides.
Entretanto, os o6citos maturados in vitro ndo possuem a mesma capacidade de
desenvolvimento que 0s odcitos maturados in vivo (CHIAN et al., 2004).

Os principais métodos utilizados para a obtencdo de odcitos em
mamiferos s&o: aspiragdo dos foliculos e fatiamento dos ovarios ou “slicing”.
Apesar de sua simplicidade, a primeira técnica ndo é muito utilizada em
canideos pela dificuldade de se visibilizar os foliculos, ja que ficam localizados
na regido cortical do tecido ovariano, tornando-se aparentes poucos dias antes
do momento da ovulacdo (OTOI et al., 2000). A técnica de fatiamento permite
obter odcitos de foliculos em diferentes estagios de desenvolvimento ou até em
atresia. Entretanto, este processo pode ser responsavel pela baixa obtencao de
odcitos de qualidade adequada (Hewitt et al., 1999). Outro método utilizado é o

da digestéo ovariana, no qual os ovarios sao colocados em solucéo enzimética,



geralmente composta por colagenase e DNAse, por 1 hora a 37°C (BOLAMBA
et al., 2002).

Em estudos de MIV e FIV, diversos protocolos propostos especialmente
para bovinos e suinos foram adaptados para caninos, com menores taxas
quando comparadas as demais espécies. A composicdo de um meio de
maturacdo deve obedecer aos seguintes requisitos: conter produtos que se
assemelhem aos das células tubéricas; ser suplementado com fonte proteica;
conter horménios, como gonadotrofinas, e ocasionalmente fatores de
crescimento; conter substancias antibacterinas e/ou antifungicas. Atualmente
0s meios mais usados séo o fluido sintético de oviduto (SOF) (BOLAMBA et al.,
2002); e o meio de cultura de tecidos (TCM 199) (RODRIGUES e
RODRIGUES, 2003), acrescidos de proteinas, horménios, antioxidantes e
fatores de crescimento (RIBEIRO et al., 2010).

O meio TCM 199 deve ser suplementado com esteroides e outras
substancias que favorecam o desenvolvimento oocitario como, por exemplo, o
soro fetal bovino (SFB), albumina sérica bovina (BSA) e soro de cadela em
estro. De acordo com Bolamba et al. (2002), a utilizacdo dessas fontes
proteicas aumenta a sobrevida dos odcitos, pois suporta a maturacdo e a
consequente fecundacdo a medida que previne alteracdes desfavoraveis da
zona peldcida e favorece a aderéncia das células do cumulus ao odcito.

O meio SOF ainda é pouco utilizado na MIV de odcitos caninos. Hewitt e
England (1999) obtiveram resultados limitados em cultivo de odécitos de cadelas
utilizando esse meio, particularmente em relacdo a maturacdo nuclear, o que
pode ser devido a constituicdo do fluido tubarico variar entre as espécies e 0s
diferentes estagios reprodutivos. Segundo esses autores, a composicao do
meio SOF, elaborada com base nas caracteristicas conhecidas de outras
espécies, pode ser inadequada para as cadelas. Esse fato pode ser atribuido
aos niveis de proteinas, de carboidratos e de ions bicarbonato como fonte de
diéxido de carbono para a manutencao do pH.

A suplementacdo com horménios nos meios de maturacdo apresenta
resultados variados e inconclusivos sobre seus beneficios. Acredita-se que o
desenvolvimento da competéncia do od4cito em iniciar o processo de maturagéo
implica numa acgdo coordenada de estimulos hormonais, caso contrario, o

desenvolvimento ndo ocorre (LUVONI et al., 2005). De acordo com Sirard et al.
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(2007) a capacidade dos odcitos atingirem a M-Il em cultivo € relacionada as
condicbes de maturacdo in vitro. Desta forma, a adicdo de gonadotrofinas e
esteroides ao meio de maturagdo possibilita a maturacdo in vitro destas
estruturas fora do foliculo, ocasionando um aumento do potencial de
fecundacao e desenvolvimento embrionério.

Um estudo realizado por Kim et al. (2005) demonstrou que a associacao
de horménios esteroides (estrogeno e progesterona na concentracdo de
2ug/mL apresentou melhor efeito sobre a maturacao de odécitos caninos (16,6%
de metéfase Il) quando comparada a mesma concentracdo isoladamente
(estrogeno: 14,7% e progesterona: 10,8%). Segundo esses autores, a
associacao de estradiol e progesterona pode aumentar as taxas de maturacéo
dependendo das concentracdes hormonais que sao utilizadas. De acordo com
Apparicio-Ferreira (2010) a utilizagdo de meios sequenciais utilizando hCG,
progesterona e estradiol apresenta efeitos benéficos na competéncia meiética.
Goretti et al. (2011) utilizando o soro de cadela em estro associada ao meio
TCM 199 encontraram alta taxa de odécitos atingindo o estagio de metéafase |l
(47%) apds 96 horas de cultivo. Uma pesquisa conduzida por Hewitt e England
(1997) demonstrou que horménios gonadotréficos algumas vezes utilizados
nos meios nao apresentam efeito na maturacéao.

Os fatores de crescimento s&o utilizados como alternativa de
suplementacdo nos meios de cultivo para aumentar as taxas de maturacao.
Dentre os principais fatores de crescimento estudados estdo o fator de
crescimento epidermal (EGF) e o fator de crescimento semelhante a insulina
(IGF) (RIBEIRO et al., 2010). O IGF pode participar ha maturagdo do odcito,
ovulacdo, implantacdo e embriogénese. Além dos efeitos mitogénicos sobre o
metabolismo e crescimento celulares, esses fatores exercem também efeitos
paracrinos e autécrinos sobre a proliferacdo celular (YOSHIMURA, 2003).
Entretanto, apesar dos efeitos descritos, o acréscimo do IGF nos meios de
maturagdo de odcitos caninos ndo demonstrou resultados positivos conforme
demonstrado no trabalho de Oliveira et al. (2009) que utilizou meio TCM 199
acrescido de 100 ng /mL de IGF-I e as taxas de M-Il foram em torno de 3,44%.

O EGF é um fator de crescimento bastante usado em meios de
maturagcdo e seu principal efeito € estimular a sintese de glutationa no meio
intracelular do odcito (CHAVES et al., 2010). Kim et al. (2004) observaram uma
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porcentagem maior de odcitos atingindo M-Il quando suplementados com 20
ng/mL de EGF (13%). Em outra pesquisa, utilizando uma associacao de 100
nM de cada um dos seguintes fatores de crescimento: IGF-1, GH humano,
TGFa, EFG, os autores observaram que esta combinagao foi significativamente
benéfica para a competéncia meiotica, resultando em 49% de odcitos em M-I
(ALHAIDER e WATSON, 20009).

Os compostos antioxidantes tém sido amplamente estudados em varias
espécies, pois 0 estresse oxidativo, responsavel pelos elevados indices de
degeneragédo e morte celular, representa uma das grandes preocupagcdes nos
processos de MIV e FIV. Diante disso, as células possuem um eficiente
sistema de defesa contra os danos provocados pelos radicais livres; a
glutationa (GSH), que possui como principal funcdo a detoxificacdo e
antioxidacdo de componentes enddgenos e exégenos, mantendo a condi¢do
redox intracelular. Porém, embora as células possuam um adequado sistema
de protecdo, a manipulacdo do odcito durante o processo de MIV, retirando-o
do ambiente intra folicular, ou seja, do seu equilibrio interno, e expondo-o a
altas tensbes de oxigénio, pode gerar um elevado estresse oxidativo, o qual
provocara a mobilizacdo de grande quantidade de glutationa, promovendo o
acentuado declinio dos seus niveis. Desta forma, a competéncia meiotica €
reduzida devido elevados niveis de degeneracdo e morte celular provocada
pelos radicais livres, presentes no meio de maturagao (PIRES, 2006).

Na MIV, a sintese de GSH pode ser estimulada por alguns substratos
(cisteina e cistina) ou precursores (cisteamina e R-mercaptoetanol). Estudos
realizados com canideos demonstraram indices de maturacao de 20% e 12,9%
de metafase Il em meios suplementados respectivamente com 50 uM e 100 uM
de 3-mercaptoetanol (KIM et al., 2004). Em pesquisa realizada por Pires (2006)
a suplementacdo com cisteina e cisteamina ndo apresentou influéncia positiva

sobre a maturacao oocitaria canina.

2.3.1. Fatores que podem influenciar a maturagéo in vitro

No foliculo antral observa-se dois tipos de células da granulosa: as
células granulosas murais que constituem na camada interna do foliculo e as

células granulosas do cumulus oophorus. As células do cumulus tém a fungéo
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de fornecer nutrientes ao odécito, mecanismo de grande importancia para a
espécie canina jA que essas ceélulas mantém-se ligadas ao embrido até o
estagio de morula (NICKSON et al., 1993). Segundo Matzuk et al. (2002),
durante o crescimento intra-folicular, caracterizado por alta atividade
transcricional, a intima associacdo entre 0 odcito e as células do cumulus é
requisito para o crescimento folicular normal e aquisicdo da competéncia
meiotica.

De acordo com Tangue et al. (2002) a célula do cumulus apresenta trés
funcdes biologicas essenciais: a) antes da ovulacédo, o cumulus exerce controle
sobre a maturacao do od0cito; b) durante a ovulacdo, conduz o odcito ao interior
do oviduto; c) apos a fecundacéo, participa dos mecanismos que controlam o
acesso do espermatozoide ao odcito. Na maturacdo oocitaria, a célula do
cumulus desempenha um papel de destague jA que mantém o odcito em
blogueio meidtico, participa na inducdo da meiose por conduzir o sinal de LH
ao oocito e sao responsaveis pela maturacao citoplasmatica do mesmo. Estas
funcdes podem ser atribuidas a sua rede de jungdes comunicantes e as suas
caracteristicas metabolicas especificas.

O oocito e as células do cumulus estdo conectados funcional e
fisicamente por uma complexa rede de comunicacdo bidirecional mediada
pelas juncdes GAP, através da qual ocorre a transferéncia de nutrientes, ions e
pequenas moléculas como o calcio e o AMPc para os compartimentos internos
(GANDOLFI et al., 2005). Segundo Viaris De Lesegno et al. (2008), momentos
antes da ovulacdo, os odcitos e as células do cumulus demonstram sinais de
comunicacado, porém, apos trés dias da ovulacdo, a comunicacdo se desfaz.
Assim, de acordo com Rodriguez e Farin (2004), a diminuicdo das juncdes
GAP é um fato cronologicamente relacionado a maturacao oocitaria e, portanto,
essas juncdes teriam papel essencial na coordenagdo entre a maturacao
nuclear e citoplasmatica.

Diversos fatores podem influenciar na habilidade do o6cito em completar
a maturacao oocitaria. O numero de camadas das células do cumulus constitui-
se um dos critérios adotados para a adequada selecdo oocitaria. Entretanto,
esta caracteristica deve ser associada a avaliagdo do aspecto citoplasmético, o
qual deve ser escuro, homogéneo, devido a grande quantidade de lipideo em

seu interior. De acordo com Hewitt e England (1997), os COCs podem ser

10



divididos em 3 graus, com base na avaliacdo do aspecto citoplasmético do
odcito. Sao eles: grau 1: pigmentagdo escura com uma ou mais camadas de
células do cumulus; grau 2: pigmentacao clara com camadas incompletas de
células do cumulus; grau 3: pigmentacédo palida, sem formato definido e sem
células do cumulus aderidas, sendo considerados degenerados. Apenas 0s
COCs grau 1 devem ser selecionados para a MIV.

A importancia da selecdo de odécitos com base na morfologia foi
demonstrada por Nickson et al. (1993) quando foi observado a degeneracao de
o0citos com apenas uma camada de células do cumulus, enquanto parte dos
oocitos com mais de uma camada de células do cumulus continuava a se
desenvolver em cultivo. Segundo Rodrigues et al. (2009), a integridade do
fenotipo do complexo cumulus-oécito é considerada tanto um indicador da sua
viabilidade como um potente marcador da capacidade de transcricdo de genes
envolvidos na maturacdo e desenvolvimento embrionario inicial.

A idade da cadela doadora influencia diretamente no niumero de odcitos
recuperados. Segundo Durrant et al. (1998), os ovarios de fémeas caninas pré-
puberes apresentam menor proporcdo de foliculos em estagio avancado de
desenvolvimento e maiores quantidades de foliculos degenerados, indicando
atresia acelerada durante os primeiros meses de vida. Além disso, estes
ovarios apresentam parcela menor de odcitos, com tamanho inferior e com
camada incompleta de células do cumulus (NICKSON et al.,1993). Fémeas
com idade superior a sete anos apresentam comprometimento na habilidade de
maturacao oocitaria.

Quanto ao periodo de cultivo in vitro ndo ha um tempo pré-estabelecido.
Experimentos sobre MIV em cadelas demonstraram periodos de incubacao
muito variados. Alguns autores afirmam que a completa maturacdo meiédtica
ocorre apos 24 a 48h de cultivo (SAINT-DIEZER et al., 2001; DE LOS REYS,
2005; LUVONI et al., 2005), enquanto ha estudos que relatam 72 a 96h como
periodo necessario para alcancar maiores indices de maturacdo (SUZUKAMO
et al., 2009; ALHAIDER e WATSON, 2009). Entretanto, a maioria dos trabalhos
preconiza o periodo de 72 horas como o ideal para a completa maturacao

meidtica.
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2.4. Influéncia do ciclo estral na maturacao in vitro de o6citos caninos

A influéncia da fase do ciclo estral na maturacdo oocitaria esta sob
investigacao e os resultados mostram-se controversos. Alteracdes morfolégicas
qgue ocorrem no odcito canino durante as diferentes fases do ciclo estral podem
influenciar na habilidade do odcito em se comunicar com as células do cumulus
e, consequentemente, alterar a capacidade de competéncia meidtica.
Resultados de estudos mostram que os odcitos obtidos de foliculos preé-
ovulatérios (estro e proestro) completam a maturacdo nuclear com mais
sucesso do que aqueles obtidos em outras fases do ciclo (SONGSASEN e
WILDT, 2007). De acordo com Martins et al. (2006), a alta porcentagem na
progressdo da meiose observada nos odcitos obtidos de fémeas durante o
estro deve-se provavelmente a exposicdo desses o00citos a um ambiente
folicular rico em estradiol, progesterona e outros fatores ainda desconhecidos.
Entretanto, segundo Luvoni et al. (2005) apesar de odcitos advindos de animais
em anestro serem menos aptos para alcancar a M-Il, nenhuma hipétese pode
ser confirmada com relagdo a influéncia do ciclo estral sobre a competéncia
meidtica.

Goretti et al. (2011), contrariando estudos anteriores, demonstraram
utilizando soro de cadela em estro, que os o0citos de cadelas em anestro
podem atingir a M-Il, obtendo uma alta taxa de maturagéo (47,7%). Segundo
Feldman e Nelson (2004), o anestro fisiologico ndo constitui uma fase
quiescente do ciclo estral com relacdo aos parametros endocrinos ja que sao
observados picos esporadicos de secrecdo de LH, elevacbes das
concentracfes de FSH, além de flutuacBes dos niveis de estrogeno, enquanto
a concentracao sérica de progesterona permanece baixa. Essa condi¢cao pode
sugerir que os odcitos oriundos de cadelas em anestro também sofram
influéncia de substancias importantes para seu desenvolvimento, sendo, assim,
viaveis para serem submetidas ao processo de maturagao in vitro.

Luvoni et al. (2001) destacaram a importancia das comunicac¢des das
juncBes gap na competéncia oocitaria. Esses autores mostraram que, enquanto
0s COCs obtidos de cadelas em anestro apresentam as junc¢des gap fechadas,
0s COCs obtidos de cadelas no final do proestro possuem 89% dessas jungdes

abertas, fato este que poderia explicar as baixas taxas de maturacéo de odcitos

12



obtidos de cadelas em anestro, mesmo apés um periodo de 72 ou 96 horas de
cultivo. Segundo estes autores os odcitos obtidos da fase de anestro teriam
baixo potencial em atingir a M-1l devido a falta de comunicacédo entre as células
somaticas e o0 odcito, impossibilitando desta forma o transporte de moléculas
entre estes padrdes celulares.

Segundo Rodrigues e Rodrigues (2003), a maturacao nuclear in vitro
nao € influenciada pelo estadio reprodutivo, sendo a qualidade do odcito, o
indicador mais confiavel do potencial de competéncia meidtica.

De acordo com Nickson et al. (1993), apesar dos resultados serem
controversos, 0s o00citos provenientes de cadelas na fase de diestro seriam
mais competentes que 0s o0citos obtidos na fase de anestro. Esse fato deve
ser considerado de fundamental importancia jA que para uma suplementacéo
adequada, um meio de cultivo deve ser elaborado com base nas necessidades
metabdlicas relativas a cada fase do ciclo estral para que, dessa forma, o meio
de maturacdo in vitro possa simular da forma mais fidedigna possivel as

modificagcdes que ocorrem in vivo na cadela.

2.5. Influéncia do didametro na maturacéo in vitro de o6citos caninos

A aquisicdo da competéncia meidtica € um processo coordenado que
envolve alteracdes morfoldgicas, ultraestruturais e de transcricdo no
compartimento nuclear e citoplasméatico do od6cito. De acordo com Romao et al.
(2010), a competéncia meidtica é adquirida durante a fase de crescimento do
foliculo, quando ocorrem as modificacdes citoplasmaticas essenciais para o
desenvolvimento do embrido, como a sintese e o armazenamento de proteinas
e RNA, desenvolvimento de mecanismos que regulam o transporte de calcio
intracelular, redistribuicdo de organelas citoplasmaticas, e modulacdo da
atividade das proteinas quinase.

A maturacdo oocitaria é iniciada quando os odécitos sdo removidos do
ambiente folicular. Entretanto, de acordo com Mermillod (2001), nem todos os
oocitos recuperados dos ovarios tem a habilidade de progredir para um
embrido viavel, ja que a retomada da meiose pelo o4cito somente € possivel a

partir de um determinado estado do seu crescimento. Esse estado de
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competéncia meiotica, segundo esse autor, corresponde igualmente a um
determinado tamanho folicular, variavel entre as espécies.

Otoi et al. (2000) ao classificarem o0s o00citos em trés grupos de
diferentes didametros (>100 ym; 100 uym; <100 ym), observaram que apenas
oocitos com mais de 100 um de diametro avangaram para o estagio de M-II
(20%), comparativamente aos odécitos pequenos (4-10%). De acordo com
Hewitt e England (1999) quanto maior o o0cito maior sera a habilidade em
transpor a fase de quebra da vesicula germinativa para atingir as fases de M-I,
anafase | e M-Il, sendo que o didmetro superior a 120 ym apresenta maior
competéncia para os estagios finais da maturagéo, similar ao observado em
outras espécies domésticas.

Segundo Wit et al. (2000), o odcito para ser fertilizado in vivo € doado
por um foliculo saudavel, durante uma fase especifica do ciclo estral. Os
oocitos obtidos para a producéo in vitro sdo obtidos de foliculos em diferentes
etapas do desenvolvimento e em fases distintas do ciclo estral, sendo assim,
expostos a diferentes concentracfes de estradiol, progesterona, LH e FSH.
Lee et al. (2008) ao avaliar o diametro de odcitos com e sem a zona pellcida
em diferentes fases do ciclo reprodutivo (fase folicular, lutea, anestro e od4citos
ovulados in vivo coletados da tuba uterina) observaram que apenas 0s 006citos
ovulados in vivo possuiam diametros significativamente maiores quando
comparados as demais fases.

Segundo Reynaud et al. (2009), a expansdo das células do cumulus
ocorre dentro do foliculo apés o pico de LH. Entretanto, a capacidade de
resposta a onda pré-ovulatéria de LH somente é adquirida quando os foliculos
atingem 50 a 60% do diametro ovulatério. Além disso, de acordo com esses
autores, se 0 o00cito canino, comportar-se de modo semelhante ao
camundongo, no qual a expansao das COCs esta correlacionada com a
aguisicdo de competéncia meibtica, isto sugere que nesta espécie, a
competéncia provavelmente é adquirida somente por odcitos provenientes de
foliculos maiores que 4mm de diametro.

De acordo com Songsasen e Wildt (2005) apesar dos estudos relatarem
que apenas o0s oocitos com didametro superior a 110 ym sejam capazes de
retomar a meiose este ndo deve ser o unico fator limitante do sucesso na MIV

na espécie canina ja que, em média, apenas 20% dos oo6citos com diametro
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maior do que 110 ym atingem a fase de M-Il quando cultivados em diferentes
meios de maturagdo. Dessa forma, ndo se deve atribuir a competéncia
oocitaria a apenas um fator determinante, ja que a acdo coordenada de

diversos fatores contribui para o crescimento e desenvolvimento do odcito.

2.6. Configuragdo da cromatina em vesicula germinativa (VG)

De acordo com Lodde et al. (2007) o o6cito de mamiferos adquire uma
série de competéncias durante o desenvolvimento folicular que desempenha
um papel fundamental na fertilizacdo e nos estagios subsequentes de pré-
implantacdo e desenvolvimento embrionario. Durante a fase de crescimento, o
genoma do odcito sofre influéncia de diversos niveis de regulacdo, no qual
mudancas dinamicas na funcdo e arquitetura da cromatina possibilitam um
importante mecanismo epigenético para o controle da expressao génica global
(DE LA FLUENTE, 2006). A configuracdao da cromatina vem sendo descrita em
macacos Rhesus (SCHRAMM et al., 1995), ratos (ZUCOTTI et al., 1998),
ovinos (DE SMEDT et al.,1994), bovinos (COHAN e HUNTER, 2003) e na
espécie canina (LEE et al.,, 2008; REYNAUD et al.,, 2009; VIARIS DE
LESEGNO et al., 2008).

A configuracdo mais descrita de cromatina em od6citos de mamiferos € a
classificacdo proposta em ratos de cromatina SNS (nucléolo ndo circundado
por cromatina) e SN (nucléolo circundado por cromatina), cuja transicdo de um
estagio para outro é acompanhada da condensacdo da cromatina. Essa
compactacdo da cromatina teria associacdo com a sintese de RNA. De acordo
com Zucotti et al. ( 1998) os odcitos com a configuracdo SN teriam um melhor
diametro, melhor capacidade e potencial na retomada da meiose, maturacéo e
desenvolvimento embrionario.

Reynauld et al. (2009) descreveram trés tipos de configuracbes de VG
relacionadas com o pico de LH e a ovulagcdo nas cadelas. A difusa seria
caracterizada por uma cromatina homogénea distribuida por todo o
nucleoplasma, com um aspecto difuso e presenca de um ou ocasionalmente
dois nucléolos. Na parcialmente agrupada a cromatina € parcialmente
agrupada ao redor do nucléolo, enquanto na agrupada a cromatina € restrita a

uma area especifica do nucleo.
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Viaris De Lesegno et al. (2008) descreveram cinco configuragdes de VG,
em cadelas, sendo duas identificadas em odcitos in vivo (VGc: vesicula
germinativa central e VGp: vesicula germinativa periférica) e as outras trés
apo6s o cultivo in vitro (VG1, VG2 e VG3). Os odcitos que exibiram padrdo VG1
e VG2 foram menos desenvolvidos em termos de maturacdo nuclear e
citoplasmatica quando comparados a VGp. Dessa forma, esses autores
sugeriram que tanto VG1 como VG2 sao provenientes de odécitos em VGc
enguanto os oocitos com padrao VG3, metafase |, metafase Il e degenerados
se originam de od6citos em VGp.

Em estudo realizado por Lodde et al. (2007), apenas 6% dos odcitos
classificados como VG-0 foram capazes de completar a primeira divisdo
meidtica, a maior parte dos odcitos em VG-1, VG-2 e VG-3 conseguiram atingir
0 estagio de M-Il e uma maior porcentagem de odcitos em VG-2 e VG-3
atingiram o estagio de blastocisto quando comparados com 0s 0d6citos em
estagio de VG-1, demonstrando que a fase da configuracdo da cromatina teria
relacdo com a competéncia oocitaria.

De acordo com Crozet et al. (1986), os o6citos com cromatina fibrilo-
granular sdo encontrados envolvendo de forma ativa uma atividade
transcricional sendo o processo de compactacdo associado a uma acentuada
diminuicdo na sintese de RNA. Estudo realizado por De Smedt et al. (1994)
demonstraram que a aquisicdo da competéncia meiética em odcitos de ovinos
foi acompanhada por uma compactacdo nucleolar na configuracdo da
cromatina e uma acentuada diminuicdo na sintese de RNA. As mudancas
morfologicas na VG refletem a sintese ativa de RNA que possibilita o acumulo
de transcriptos maternos necessarios para a retomada da meiose e
consequente desenvolvimento embrionario (FAIR et al.,, 1996). Gilchrist e
Thopmson (2007) afirmaram que o uso de odcitos transcripcionalmente ativos
na maturacgdo in vitro pode fazer com que a retomada da meiose ocorra de
forma precoce, antes que o estoqgue de mMRNA seja suficiente para sustentar o
desenvolvimento embrionario.

Diversos estudos (LEE et al., 2008; REYNAUD et al., 2009; VIARIS DE
LESEGNO et al., 2008) apontam a influéncia da fase do ciclo estral com a
competéncia oocitaria, observando-se maior porcentagem na progressdo da

meiose nos o0citos obtidos da fase de diestro ou folicular quando comparados
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com odcitos obtidos da fase de anestro. Lee et al. (2008) descreveram cinco
configuracbes de VG em odcitos. Os autores observaram que a configuracéo
de cromatina de oocitos obtidos de cadelas na fase de anestro era
predominantemente VG-2 enquanto que odécitos provenientes de cadelas na
fase folicular ou ovulados in vivo apresentavam-se no estagio de VG-5 (57,4%
e 100% respectivamente) sugerindo que as alteragcdes na configuracdo da
cromatina ocorrem em ordem sequencial durante a progressao do ciclo estral.

Segundo Reynauld et al. (2009), utilizando-se foliculos pré-ovulatorios foi
observado 69% e 21% de od0citos, respectivamente, com cromatina
parcialmente agrupada e totalmente agrupada. De acordo com esses autores,
ha grande indicativo de que ambas as configuracbes de cromatina,
parcialmente e totalmente agrupada, sdo competentes para retomada da
meiose, sendo essa transicdo associada ndo apenas com maturacao nuclear,
mas também com a citoplasmatica. Antes do pico de LH, a configuracdo de
cromatina agrupada torna-se predominante (60% para 80%). O aparecimento
do LH induz a mudancas na configuracdo da cromatina, com o aumento da
propor¢éo de configuragfes totalmente agrupadas. Durante os dois dias apos a
ovulacdo, ndo hd mudancas observadas na configuracdo da cromatina. Alguns
o0citos ainda possuem cromatina parcialmente agrupada. Essa observacao,
segundo esses autores, € consistente com o fato de que a cadela necessita de
56 a 72 horas ap6s a ovulacéo para atingir o estagio de M-Il.

Segundo Viaris De Lesegno et al. (2008) a ondulacdo do envelope
nuclear € um evento que antecede a onda de LH, e que associado ao
deslocamento do ndcleo em direcdo a periferia representam o primeiro sinal
que induz a maturacdo. Dessa forma, para que a maturacdo oocitaria final
ocorra sdo necessarios dois sinais distintos: um antes do pico de LH para
induzir a maturacdo e outro cerca de trés dias apés a ovulagdo para induzir a
retomada meibtica. A presenca de o6citos com sinais de maturidade
citoplasmatica obtidos de ovarios de fémeas em anestro pode ser
consequéncia da sua exposicdo a gonadotrofinas durante a segunda parte
desta fase, o que pode ser um indicativo da presenca de ondas foliculares
durante esta fase do ciclo. Entretanto, como a populacdo de VGp € inferior a

VGc durante este periodo, levanta-se a hipétese que a provavel evolucao

17



destes odcitos seja a atresia e que o0citos pré-ovulatdrios seriam provenientes

da populacéo de VGc.

2.7. Mecanismos de regulacdo da maturacdao in vitro

As mudancas moleculares também sdo essenciais para que 0s 0d4citos
tornem-se aptos a completar os estagios finais da maturacdo. Odcitos de
diversas espécies necessitam da sintese e da ativacdo de uma variedade de
proteinas para que seja possivel o reinicio da meiose e a progressdo da
maturacdo. Entre as proteinas mais importantes que regulam o mecanismo da
maturacdo estdo o MPF (fator promotor da maturacdo) e as proteinas da
familia MAPK (proteina quinase ativada por mitdgenos-proteinas - ERK1 e
ERK2) (SHENG et al., 2002). As MAPKs s&o mediadas pela fosforilagdo de
diversos substratos, incluindo fosfolipases, fatores de transcricdo e proteinas
do citoesqueleto e elas catalisam a fosforilacdo e a ativacdo de diversas
proteinas quinases. A retomada do ciclo celular meiético € influenciada
principalmente pelo MPF. O fator promotor da meiose € um dos principais
reguladores das alteracdes morfologicas que ocorrem durante a maturacdo do
oocito, regulando a condensacdo dos cromossomos, 0 rompimento do
envelope nuclear e a reorganizacdo dos microtubulos (MOTLIK, 1998).

O MPF é uma proteina heterodimérica, que pertence a familia das
proteinas quinases, sendo constituido por uma subunidade catalitica, a quinase
dependente de ciclina denominada cdkl ou p34°%?
celular e uma subunidade reguladora, a ciclina B1 (MERMILLOD, 2000). As

proteinas quinases e fosfatases estdo envolvidas no reinicio e na completa

, que controla a divisdo

maturacdo meibtica do odcito. Odcitos em fase de crescimento apresentam

niveis muito baixos de p34°%°

e ndo sao capazes de progredirem da fase G2
(intervalo entre a sintese de DNA e a divisdo celular) para a fase M (divisédo
celular, meiose). A aquisicdo da competéncia meidtica estq associada com a
ativacdo da p34°*? no final do desenvolvimento oocitario e com a presenca de
quantidade adequada de ciclina B1 para haver matéria prima suficiente para
ativacdo do pré-MPF (DE VANTERY et al., 1996). Em sua forma inativa, preé-
MPF, a subunidade catalitica se apresenta fosforilada nos residuos Thrl4

(treonina 14) e Tyrl5 (tirosina 15) (GAUTIER et al., 1988). O MPF é ativado
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4cd<:2

quando ocorre a associacao das duas subunidades, p3 e ciclina B, e

desfosforilacdo dos residuos Thrl4 e Tyrl5, cuja reagdo € catalisada pela
enzima cdc 25 fosfatase (CURCIO et al., 2006).

A ativacdo do MPF que se caracteriza bioquimicamente pela retomada
da meiose e, consequentemente, 0 inicio da maturacdo parece ser regulada
também pelos niveis de AMPc no complexo cumulus-odcito. Segundo
Josefsberg et al. (2003) a elevada concentracdo de AMPc intra-oocitario inibe a
ativacdo do MPF, por prevenir a desfosforilagcdo dos residuos Thl4 e Tyr 15 e
reprimir a sintese de ciclina B. De acordo com Kovo et al. (2006), a
concentracdo de MPF oscila entre as divisdes celulares. O MPF apresenta
atividade acentuada em oo0citos nas fases de reinicio das divisbes meidticas,
alcancando seu maior nivel na meiose |. Enquanto o decréscimo na
concentracdo deste fator € observado durante a transicdo da anafase para a
teléfase, antes da liberagdo do primeiro corpusculo polar.

Estudos indicam que a atividade do MPF é regulada pela localizacéo
espacial e concentracdo de suas subunidades no citoplasma celular. Em um
estudo realizado por Quetglas (2010), avaliando-se a localizacdo espacial da
cicina B1, p34°? e MAPK, observou-se que os odcitos em vesicula
germinativa apresentaram uma marcacdo granular em todo o citoplasma e
também no nucleo. Uma pesquisa realizada por Naito et al. (1995) comparou
as concentracdes de p34° e ciclina B1 em odcitos suinos, demonstrando
maior concentracdo de p34°“ livres do que o complexo p34° ciclina B1,
levantando a hipdtese de que a sintese de ciclina B1 ndo seria requisito para a
progressao na transicao G2/M.

Kanatsu-Shinohara et al. (2000) compararam as concentracdes de
p34°®2 e ciclina B1 em odcitos de camundongo incompetentes e competentes
para retomar a meiose e observaram que as concentracdes de ambos sao
aproximadamente 3 vezes maior em 00citos competentes, quando comparados
com odcitos incapazes de retomar a meiose. No entanto, a concentracdo de

4cdc2

ciclina B1 mostrou-se até 7 vezes maior do que a de p3 em ambos 0s

estagios. De acordo com esses autores, como a ciclina B1 estd em excesso
tanto em o0dcitos imaturos quanto em odécitos maduros, o p34°°c

desempenharia um papel mais central na regulacao da ativagao do MPF.
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Suzukamo et al. (2009) realizaram o primeiro estudo avaliando a
atividade das proteinas MAPK e p34°®“? em odcitos de cadelas. Nesse estudo a
atividade da MAPK mostrou-se tempo-dependente, revelando aumento apos
48h de cultivo, atingindo um pico na sua atividade em 72h. As atividades de
72h e 96h foram maiores quando comparadas com outros periodos do cultivo.
A atividade da p34°“? também se mostrou tempo dependente, porém,
observou-se um decréscimo apdos 72 horas. Segundo os autores, esse estudo
sugere que as mudancas nas atividades das duas quinases dependem do
status nuclear conforme observado em outras espécies. De acordo com 0s
autores o0 periodo 6timo para maturacao in vitro de odécitos caninos € de 72

horas.
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3. OBJETIVOS

Avaliar a influéncia das fases de anestro e diestro, no diametro dos
odcitos, configuracdo da cromatina em VG e na competéncia dos
odcitos.

Avaliar a cinética da atividade quinase p34°®? durante a maturacéo

in vitro de odcitos caninos apos 24, 48 e 72 horas de cultivo in vitro.
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4.1. Resumo

Na espécie canina as taxas de maturacdo oocitaria sdo baixas e a
porcentagem de odcitos que permanecem em estagio de vesicula germinativa
(VG) independente das condi¢des de cultivo, € alta. O objetivo desse trabalho
foi avaliar a influéncia das fases de anestro e diestro no didametro oocitario, na
configuracdo da cromatina em VG e na maturacado nuclear de o0citos caninos.
Os ovarios de 110 fémeas foram isolados, fatiados e os complexos cumulus-
oocito (COCs) liberados. Para avaliar o diametro e a configuracdo da cromatina
em VG, os COCs selecionados, imaturos, foram submetidos a solugdo de
hialuronidase 0.2% para a remoc¢ao das células do cumulus e corados com 10
pg/ml de Hoechst 33342. Outro grupo de odcitos de odcitos foi avaliado, quanto
as taxas de maturacdo, apés 72h de cultivo. Em relacdo ao didametro médio
oocitério, os resultados ndo demonstraram diferenca (p>0,05) entre os odécitos
obtidos das fases de anestro e diestro (77.62 pum x 78.64 um,
respectivamente). Ap0s a maturagdo in vitro, comparando-se as fases
reprodutivas, observou-se que embora a frequéncia de metéafase | (M-) e
metafase Il (M-1l) ter sido maior nos odcitos obtidos da fase de diestro, ndo
houve diferenca entre as fases (p<0,05). Foi observado nessa pesquisa
modificacdes e remodelamento da cromatina na VG, conforme a fase do ciclo
estral. Foram classificados quatro estagios de configuragdo da cromatina
identificados como VG-1, VG-2, VG-3 e VG-4. As alteragcdes observadas na
configuracdo da cromatina foram caracterizadas como, transicdo de uma
cromatina dispersa (VG-1, VG-2) para parcialmente condensada (VG-3) até
atingir um estagio totalmente condensado (VG-4). Os dados analisados da
configuracdo da cromatina mostraram uma diferenca significativa (p< 0,05)
entre as fases de anestro e diestro, com maior propor¢cdo de VG-1 e VG-2
durante o anestro e de VG-3 e VG-4 durante o diestro. A identificacdo de
fatores relacionados a retomada e progressdo da meiose in vivo € de suma
importancia para a realizacdo de adaptacdes adequadas e aperfeicoamento
das condic¢des de cultivo.

Palavras-chave: Ciclo estral, diametro, vesicula germinativa, odcito, cadela.
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4.2. Introducao

A fisiologia reprodutiva da cadela apresenta particularidades que a
diferencia de outras espécies domésticas. Na cadela a ovulacdo ocorre 1 a 2
dias apos o pico pré-ovulatorio do hormdnio luteinizante (LH), ainda no inicio da
fase de estro e os foliculos ovarianos iniciam sua luteinizagdo antes mesmo da
ovulacdo, além disso, esses o0citos sdao ovulados imaturos, no inicio da
primeira divisdo meidtica. Assim, apos a ovulacdo, os o0citos requerem de 2 a
5 dias para completar a maturagéo [1,2].

A maioria dos conhecimentos envolvendo a maturacao in vitro (MIV) de
o0citos caninos é baseada em experimentos realizados em outros mamiferos
com poucas adaptacdes. Entretanto, os indices e a eficiéncia da maturacao
oocitaria ndo sdo promissores, o que reflete a ineficiéncia dos meios de cultivo
utilizados. Em cadelas, a taxa de MIV tem demonstrado sucesso limitado
variando de 0 a 58% para odcitos maturados até a anafase | e metafase II
[2,3,4]. A baixa competéncia meiodtica desses od0citos quando submetidos a
condicdes artificiais de cultivo é considerada como um grande obstaculo para o
desenvolvimento de biotecnologias reprodutivas nessa espécie.

O melhor entendimento das mudancas morfologicas e funcionais
envolvendo a retomada da meiose € essencial para promover o incremento da
taxa de maturacdo. A associacdo das fases de anestro e diestro com a
competéncia oocitaria ainda esta sob investigacao e os resultados mostram-se
controversos. Willingham-Rocky et al [5] afirmaram que o estagio do ciclo estral
do doador é o fator chave no critério de selecdo para od0citos caninos
meioticamente competentes. De acordo com Rodrigues e Rodrigues [6], a
maturacdo nuclear in vitro ndo é influenciada pelo estadio do ciclo estral, sendo
a qualidade do odcito, o indicador mais confiavel do potencial de competéncia
meiotica.

Segundo Otoi et al [7] as melhores taxas de MIV sao obtidas de odcitos
provenientes das fase de proestro e estro, como consequéncia de um diametro
oocitario maior encontrado na fase folicular do ciclo estral. Esses mesmos
autores, em um estudo realizado sobre a distribuicdo dos od6citos conforme as
fases do ciclo estral observaram que a porcentagem de odcitos com diametro

maior do que 120um em ovarios em fase folicular foi significativamente mais
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alta que aquela encontrada em ovarios na fase de anestro (5,5%) e diestro
(13,3%). De acordo com Hewitt e England [8], quanto maior o oécito, maior € a
habilidade dessa célula em transpor a fase de quebra da vesicula germinativa
(QVG) atingindo as fases de metéafase I, anafase | e metéafase Il.

De acordo com Lodde et al [9], 0 o6cito de mamiferos adquire uma série
de competéncias durante o desenvolvimento folicular que desempenha papel
fundamental na fertilizacdo e nos estagios subsequentes de pré-implantacao e
desenvolvimento embrionario. Durante a fase de crescimento, 0 genoma do
oocito sofre influéncia de diversos niveis de regulacdo, no qual mudancas
dindmicas na fungdo e arquitetura da cromatina possibilitam um importante
mecanismo epigenético para o controle da expressao génica global [10]. Dessa
forma, uma remodelacdo da cromatina vem sendo estudada em diversas
espécies, buscando estabelecer a associa¢do entre a ultra-estrutura oocitéria e
sua habilidade de retomada da meiose.

O objetivo deste estudo foi avaliar a influéncia das fases de diestro e
anestro no diametro dos odcitos, assim como sua configuracdo de cromatina
em VG e na competéncia dos odcitos. Estas fases reprodutivas foram
propostas devido a facilidade de obtencdo dos ovarios de cadelas em fases
longas do ciclo estral, sendo anestro em torno de 4 a 5 meses e diestro por
volta de 2 meses. Todavia, ndo ha dados suficientes na literatura sobre a

influéncia dessas fases na competéncia meidtica.

4.3. Material e métodos

4.3.1. Aspectos éticos e origem do material em estudo

Os ovérios foram obtidos de cadelas consideradas higidas ao exame
clinico, de diversas racas, com idades entre 6 meses e 7 anos, submetidas a
ovario-salpingo-histerectomia (OSH) eletiva no Servico de Reprodugdo de
Pequenos Animais do Departamento de Reproducdo Animal e Radiologia
Veterinaria, da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da UNESP. O
estudo teve o aceite da Camara de Etica da FMVZ — UNESP Campus de

Botucatu com protocolo nimero 176/2011.
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4.3.2. Obtencéo e classificagdo dos oocitos

Apé6s a OSH, os ovarios foram isolados assepticamente, imersos em
solucédo fisiologica (NaCl 0.9%) e imediatamente transportados a uma
temperatura de 4°C para o Laboratério de Reproducdo Animal de Pequenos
Animais e Silvestres, onde foram processados no prazo maximo de 4 horas
apos a remocdo. A identificacdo da fase do ciclo estral foi baseada na
classificacdo proposta por Otoi et al [11] da fase de anestro (ovarios com
auséncia de foliculos ou corpo luteo) e diestro (ovarios com a presenca de um
ou mais corpos luteos pronunciados). No laboratério, os ovéarios foram
transferidos para placas de Petri de vidro estéreis contendo solucdo aquecida a
37°C de PBS/PVA adicionada de 10% de soro fetal bovino (SFB).

Nesta solucéo, os ovarios foram seccionados em fatias finas ("slicing”),
ao longo de seu comprimento e largura, com lamina de bisturi n°® 24, para a
liberacdo dos complexos cumulus-odcito (COCs) (Fig 1A e 1B). Os COCs
foram identificados e quantificados sob lupa estereomicroscépica (Leica® MZ
12.5) e avaliados com relagdo a homogeneidade, coloracdo do citoplasma e
namero de camadas de células do cumulus, de acordo com os critérios
morfologicos adotados por Hewitt e England [3] (Fig 1D). Dessa forma, apenas
os COCs grau 1, ou seja, aqueles com ooplasma homogéneo, escuro e
rodeado completamente por uma ou mais camadas de células do cumulus,
foram selecionados para esse estudo. Durante o processo de selecdo os COCs
foram lavados trés vezes em meio de lavagem TCM-199 suplementado de
25mM de HEPES, 0.2mM de piruvato de sodio e 5mM de bicarbonato de sédio
e 75 pg/mL de gentamicina (Fig 1C).

4.3.3. Avaliacéo dos efeitos das fases de anestro e diestro na maturagédo

nuclear de o06citos caninos ap6s MIV.

Foram utilizados ovarios obtidos de 36 cadelas, 18 na fase de anestro e
18 na fase de diestro. Foi isolado um total de 850 odcitos apds slicing. Destes,
apenas 469 odcitos foram classificados como grau | e utilizados para avaliacdo
da maturacdo nuclear. Os COCs grau 1 de cada grupo apos serem

selecionados e lavados foram divididos em grupos de até 20 odcitos e
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transferidos para placas de cultivo de quatro pogos contendo 500 puL de meio
de maturagéo (Fig. 1E). O meio utilizado foi o TCM 199 suplementado com
25mM de HEPES, 50 pg/mL de gentamicina, 26mM de bicarbonato de sodio,
1.5mM de piruvato de sodio, 2.9mM lactato de sodio pentahidratado, 0.6 mM
de cisteina, 0.03Ul/mL de hCG, 0.5ug/mL de FSH, 20pg/mL de E; e 10ng/mL
fator de crescimento epidermal (EGF) (Suzukamo et al [12] modificado). As
placas foram acondicionadas em estufa imida a 38°C em atmosfera de 5% de
CO, em ar por um periodo de 72 horas.

Apbs o cultivo, os COCs foram colocados em placas contendo 200 pL de
solucdo de hialuronidase 0.2%, durante 5 minutos e, aspirados repetidamente
com a pipeta de 50uL para a retirada completa das células do cumulus (Fig.
1F). Apés serem totalmente desnudos, os odcitos foram entdo transferidos para
uma solucdo fixadora de paraformaldeido a 3.7%, por 20 minutos, sendo
lavados novamente no PBS/PVA para a inativacao da hialuronidase e corados
com uma gota de bisbenzimida (Hoechst 33342), diluido em glicerol na
concentracao de 10 pg/mL. Os oécitos foram colocados entre lamina e laminula
e avaliados com auxilio do microscépio de fluorescéncia Leica® DFC 310 FX,
com comprimento de onda de 330-385 nm. A classificacdo do estagio de
maturacdo nuclear foi realizada segundo os critérios adotados por Hewitt e
England [3], baseada na morfologia do DNA: vesicula germinativa (VG) (Fig.
2A) quebra de vesicula germinativa (QVG) (Fig. 2B) metéfase | (M-1) (Fig. 2C)
metafase Il (M-1l) (Fig. 2D), e degenerados ou nado passiveis de identificacéo
(Fig. 2E).

4.3.4. Avaliacao dos efeitos das fases de anestro e diestro no diametro de

od6citos caninos antes da MIV.

Foram utilizadas 41 fémeas caninas (29 cadelas em fase de anestro e
12 em fase de diestro). Foi isolado um total de 700 odcitos apos slicing. Destes,
apenas 223 odcitos foram classificados como grau | e utilizados para avaliacdo
da maturacdo nuclear. Os COCs grau 1 selecionados, imaturos, apos serem
passados 3 vezes em meio de lavagem foram submetidos por 5 minutos a
solucéo de hialuronidase a 0.2% para a retirada das células do cumulus. Apos

esse processo, 0s oocitos foram entédo transferidos para uma solucédo fixadora
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de paraformaldeido a 3.7%, por 20 minutos, sendo lavados novamente no
PBS/PVA e corados com uma gota de bisbenzimida (Hoechst 33342), diluido
em glicerol na concentragao de 10 ug/mL, para avaliacdo do diametro oocitario,
sem a zona pelucida. Os oécitos foram colocados entre lamina e laminula e
avaliados com auxilio do microscépio de fluorescéncia Leica® DFC 310 FX,
com comprimento de onda de 330-385 nm. O diametro foi mensurado por meio

do software Leica e Byo System View®.

4.3.5. Avaliagdo dos efeitos das fases de anestro e diestro na
configuracdo de cromatina em VG de o6citos caninos antes da MIV.

Foram utilizadas 33 cadelas, sendo 20 fémeas em anestro e 13 fémeas
em diestro. Um total de 920 odcitos foi isolado apos slicing e destes, apenas
566 odcitos foram classificados como grau | e utilizados para avaliacdo da
configuracdo nuclear. Os COCs selecionados foram submetidos por 5 minutos
a solucao de hialuronidase 0.2% para a retirada das células do cumulus. Para o
desnudamento completo, os odécitos foram transferidos para microtubos e
colocados no agitador por 3 minutos. Em seguida submetidos a varias
pipetagens para a liberacdo completa das células do cumulus. Os odcitos
foram entdo transferidos para uma solucéo de paraformaldeido a 3.7%, por 20
minutos, sendo lavados novamente no PBS e corados com uma gota de
bisbenzimida (Hoechst 33342), diluido em glicerol na concentracdo de 10
pg/mL. Os oécitos foram colocados entre lamina e laminula e avaliados com
auxilio do microscépio de fluorescéncia Leica® DFC 310 FX, com comprimento
de onda de 330-385 nm, para classificacdo da configuracdo da cromatina. A
avaliacdo da configuragdo nuclear foi baseada no remodelamento e
posicionamento da cromatina e seguiu os critérios adotados por Lodde et al [9].

4.3.6. Andlise estatistica

Para estimar a associacdo entre as fases de anestro e diestro e a
maturacdo nuclear, foi utilizado o teste de Fisher (PROC GLM, SAS Institute
[13]). Esse mesmo teste foi utilizado para avaliar a associacdo entre essas

fases do ciclo estral e a configuracdo da cromatina em VG. A analise de

28



variancia (PROC GLM, SAS Institute [13]) foi usada com o objetivo de
comparar o didmetro médio dos odcitos obtidos das diferentes fases - anestro e
diestro. O nivel de significancia utilizado para rejeitar Ho (hipotese de nulidade)

foi de 5%, isto €, para p<0,05 (nivel de significancia menor que 0.05).

4.4. Resultados

4.4.1. Avaliacao dos efeitos das fases de anestro e diestro na maturacao

nuclear de o6citos caninos apos MIV

Os resultados dos estagios da maturacédo nuclear conforme as fases de
anestro e diestro estdo expressos na tabela 1 e grafico 1. Comparando-se as
fases reprodutivas observou-se maior propor¢cdo de odécitos no estagio de VG
(9.1%) na fase de anestro. Maior frequéncia de odécitos no estagio de M-I
(19.1%) e M-Il (14%) foram observados na fase de diestro. Ndo houve
diferenca (P>0.05) nos estagios de maturacdo nuclear entre as fases de diestro

€ anestro.

4.4.2. Avaliacao dos efeitos das fases de anestro e diestro no diametro de
odcitos caninos antes da MIV.

Os resultados referentes ao didmetro dos odécitos nas fases de diestro e
anestro encontram-se na tabela 2. Os od6citos foram mensurados antes do
processo de maturacgdo in vitro (Fig. 3A e 3C) e através da medicao realizada
(Fig. 3B e 3D) observou-se um diametro maior nos odcitos obtidos da fase de
diestro (78.64 um) quando comparado com 0s odcitos obtidos da fase de

anestro (77.62 um). Entretanto, esses dados nao foram significativos (P>0,05).

4.4.3. Avaliacdo dos efeitos das fases de anestro e diestro na

configuracdo de cromatina em VG de o6citos caninos antes da MIV.

A configuragdo da cromatina dos oocitos em VG foi classificada em
guatro estagios diferentes denominados VG-1, VG-2, VG-3 e VG-4.
O estigio de VG-1 (Fig. 4A) foi caracterizado como odécitos com

filamentos difusos e poucos sinais de condensacdo da cromatina. Nesse
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estagio, os filamentos apresentaram-se organizados de forma circular e
homogénea e evidenciou-se a presenca do nucléolo. No estagio de VG-2 (Fig.
4B) observou-se que os filamentos de cromatina mantiveram o contorno
homogéneo e circular, localizando-se centralmente no nucleoplasma,
semelhante ao estagio de VG-1. Entretanto, houve uma maior dispersdo dos
filamentos de cromatina que adquiriram um aspecto fibrino-granular e auséncia
de sinais de condensacédo da cromatina, observando-se também a presenca do
nucléolo.

O estagio de VG-3 (Fig. 4C) foi representado por condensacéo parcial
da cromatina, com filamentos organizados de forma homogénea, sem contorno
e desfragmentados visando maior compactacdo da cromatina. No estagio de
VG-4 (Fig. 4D) observou-se alta compactacdo da cromatina, representada por
um pequeno circulo situado numa é&rea especifica do nucleo. No estagio de
VG-3, assim como no VG-4, ndo foi observada a presenca do nucléolo e nem
do envelope nuclear.

Os resultados da distribuicdo dos estagios de odcitos em VG durante as
fases de anestro e diestro estdo expressos na tabela 3 e grafico 2.
Comparando-se as fases reprodutivas, observou-se alta proporcdo de odcitos
no estagio de VG-1 (29.3%) e VG-2 (22.5%) na fase de anestro. Maior
frequéncia de odcitos no estagio de VG-3 (27.6%) e VG-4 (22.8%) foi
observada na fase de diestro. As diferengcas nos estagios de vesicula
germinativa entre as fases de diestro e anestro foram significativas (P<0.05).

4.5. Discussao

Embora seja uma técnica utilizada rotineiramente em muitas espécies
(bovinos, suinos e felinos), em canideos, o sistema de MIV é considerado
ineficiente. Esse fato € comprovado pelos baixos indices de M-l e M-Il e
elevadas taxas de od6citos degenerados [14]. Varios fatores vém sendo
apontados como possiveis influenciadores nesses baixos indices como, as
caracteristicas morfolégicas dos complexos cumulus-od6cito, o diametro
oocitério, a fase do ciclo estral da cadela doadora, a suplementacéo do meio de

cultivo assim como as caracteristicas ultraestruturais do odcito.

30



A influéncia do ciclo estral vem sendo associada a competéncia
oocitaria, entretanto ndo ha um consenso na literatura sobre os beneficios
acerca da fase reprodutiva da cadela na capacidade de desenvolvimento
oocitario, de forma que essa questédo continua a ser alvo de pesquisas. Alguns
estudos mostram que os odcitos obtidos de foliculos pré-ovulatérios e durante
a fase folicular (estro e proestro) completam a maturacdo nuclear com mais
sucesso do que aqueles obtidos em outras fases do ciclo [15]. Entretanto,
segundo Luvoni et al [16] apesar de odécitos advindos de animais em anestro
serem menos aptos em atingirem a M-Il, nenhuma conclusdo adicional pode
ser tirada com relagdo a influéncia do ciclo estral sobre a competéncia
meiotica.

Por razdes praticas a maturacdo in vitro (MIV) nas cadelas é
frequentemente realizada com odcitos coletados do anestro ou diestro, apos
OSH. Além disso, estas fases reprodutivas apresentam longo periodo (4 a 5
meses no anestro e 2 meses no diestro), tornando mais provavel a obtencao de
ovarios nestes estagios do ciclo estral. Dessa forma néo foi possivel avaliar,
nesse estudo, a relacdo das fases de proestro e estro com a progressdo da
maturacdo nuclear. Nessa pesquisa, observou-se maior porcentagem de
odcitos obtidos da fase de diestro atingindo os estagios de M-l — M-Il (33.1% vs
24.8%) quando comparados com os 0dcitos na fase de anestro, entretanto, ndo
foi observada diferenca (P>0.05) entre essas fases reprodutivas.

Segundo Hewitt e England [3] a suplementacdo hormonal nos meios de
cultivo € baseada no fato de que os odécitos caninos em fase de VG estdo
sujeitos, in vivo, a concentragdes decrescentes de estrogeno e crescentes de
progesterona no foliculo pré-ovulatério. Diante do exposto e da dificuldade de
se estabelecer um meio de cultivo adequado para a espécie canina, procurou-
se nesse experimento adicionar hormonios e fatores de crescimento que
tornasse o meio mais rico e permitisse a simulacdo da forma mais fidedigna
possivel do ambiente in vivo dessa espécie.

Nesta pesquisa verificou-se menor quantidade de odcitos obtidos da
fase de anestro completando os estagios finais da maturacdo, quando
comparado com 0s odcitos obtidos da fase de diestro. Apesar de ndo ter sido

observada diferenca (P>0,05) deve-se atentar para o fato de que a
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suplementacdo de gonadotrofinas requeridas para uma maturagdo nuclear
adequada pode diferir conforme o estagio do ciclo estral da fémea doadora.

A cisteina é um dos antioxidantes mais rotineiramente utilizados para
combater os efeitos deletérios dos radicais livres através da estimulacdo da
sintese de glutationa. Entretanto, a concentracdo utilizada nesse estudo parece
ndo ter sido suficiente para proteger o odcito do estresse oxidativo sofrido na
MIV, fato este comprovado pelas elevadas taxas de degeneracdo observadas
tanto na fase de anestro (47.2%) como na fase de diestro (39.5%). Esses
resultados levantam a necessidade de se estabelecer um meio especifico para
a cadela que se baseie ndao apenas nas concentracbes ideais de
gonadotrofinas e esteroides, mas em um ambiente que possibilite um pH, nivel
de oxigénio, proteinas e glicose similares ao ambiente do oviduto.

Em um estudo realizado por Hewitt e England [3] ndo houve influéncia
da fase do ciclo estral na maturacdo oocitaria. Entretanto, esses autores
observaram a presenca de foliculos em diferentes fases de desenvolvimento,
ou seja, uma populacdo bastante heterogénea. Com isso, sugeriram que a
retirada de odcitos de foliculos selecionados permitiria a obtencdo de odcitos
com maior potencial de desenvolvimento in vitro, evitando-se a colheita ao
acaso. De forma similar a esses autores também foi encontrada uma
populacdo mista ndo apenas com relacdo a morfologia, mas também com
relacdo ao diametro, o que pode afetar de forma significativa a taxa de
maturacdo. A selecdo oocitaria pela morfologia e diametro oocitario, na
tentativa de se realizar uma amostra mais homogénea poderia aumentar a
competéncia, evitando-se também a grande perda de material durante o
processo de maturacao nuclear.

A maturacdo oocitaria é iniciada quando os o0citos sdo removidos do
ambiente folicular. Entretanto, de acordo com Mermillod [17] nem todos os
oocitos recuperados dos ovarios tem a habilidade de progredir para um
embrido viavel, j& que a retomada da meiose pelo o6cito somente é possivel a
partir de um determinado estado do seu crescimento. Esse estado de
competéncia meiotica, segundo esse autor, corresponde igualmente a um
determinado tamanho folicular, variavel entre as espécies.

Otoi et al [18], sugeriram que o diametro ideal para o o0cito ser

selecionado para a maturacao in vitro e consequentemente se desenvolver até
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0s estagios finais da maturagéo, seria de aproximadamente 110um. De acordo
com esses autores, o diametro poderia ser um dos fatores a serem
considerados para explicar as baixas taxas de maturacao in vitro encontradas
na cadela, jA que com base nos achados desse estudo, a média do diametro
dos odcitos encontrados nao reflete a condigdo ideal para a uma maturacdo
adequada.

Nossos resultados ndo demonstraram diferenca significativa entre os
oocitos obtidos das fases de anestro (77.62 um) e diestro (78.64 um), mas em
ambas as situagfes o tamanho médio obtido é inferior aquele considerado ideal
para a retomada da meiose (110um); além disso, o tamanho minimo observado
foi de 59.58 um e 62.51 um, muito inferior a0 necessario para obtencédo de
taxas de maturacao ideais. Desta forma, mesmo quando se consideram fases
especificas do ciclo estral temos que considerar uma populacado heterogénea
do ponto de vista de diametro oocitario, o que talvez influencie de forma
significativa a taxa de maturacdo. Portanto, € essencial a selecdo de odcitos,
levando-se em consideracdo esse fator para possibilitar que o0s odcitos
adquiram a habilidade necessaria para atingirem o0s estagios finais da
maturacao.

Alguns estudos [9,19,20] demonstram que a competéncia oocitaria
estaria relacionada também com modificacbes e remodelamentos da cromatina
na VG. Os estudos relatando as alteragBes da cromatina na VG na espécie
canina sao recentes e escassos. Diversas técnicas podem ser usadas para
descrever essa remodelacdo como, a microscopia de luz, microscopia
eletrbnica de transmissdo e a microscopia confocal [20,21]. Este trabalho,
portanto, que utilizou microscopia de luz e fluorescéncia (coloracdo Hoescht),
pode ser considerado pioneiro no Brasil para a melhor visibilizacdo da
cromatina e do nucléolo nessa espécie animal.

Segundo Lee et al [19] observa-se alteracdes na configuracdo da
cromatina, caracterizada por transicdo de uma cromatina dispersa (VG-1, VG-
2), para parcialmente agrupada (VG-4) até atingir um estagio totalmente
agrupado (VG-5). Os estagios de VG-1 e VG-2 sdo semelhantes a descrigao
realizada nesse trabalho e os estagios de VG-4 e VG-5 foram similares aos de
VG-3 e VG-4. Da mesma forma, que no experimento realizado por Lee et al

[19], verificou-se uma remodelacdo da cromatina, representada por filamentos
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dispersos, até se atingir um estagio de compactacédo visivel pelo alto grau de
condensacao da cromatina.

Chohan e Hunter [22] descreveram cinco configuracdes de cromatina em
VG (VG-1 a VG-5). Segundo esses autores a aquisicdo da competéncia
meibtica é influenciada pelo estagio de desenvolvimento da VG no momento do
isolamento do odécito. Com base na classificacdo desses autores, pode-se
observar que a configuracado de VG-1 e VG-2 sdo similares as encontradas no
presente estudo. Os estagios de VG-5 no estagio inicial e de VG-5 observados
por esses autores sao analogos, respectivamente, aos estagios de VG-3 e VG-
4 relatados nessa pesquisa. Segundo esses autores a aquisicdo da
competéncia meiotica é influenciada pelo estagio de desenvolvimento da VG
no momento do isolamento do odcito. Dessa forma, os odcitos que retomam a
meiose in vitro, sdo provavelmente aqueles em estagios de VG-4 ou VG-5
antes da maturacdo. Em nosso estudo os odécitos obtidos das cadelas na fase
de diestro, apresentaram-se com maior frequéncia nos estagios de VG-3 e VG-
4, correspondentes aos estagios de VG-5 inicial e VG-5 dos referidos autores,
portanto, mais habeis em se desenvolverem até os estagios finais da
maturacao nuclear.

As mudancas morfolégicas no nucléolo ou a organizacdo da cromatina
refletem a sintese ativa de RNA que possibilita o acumulo de transcriptos
maternos necessarios para a retomada da meiose e consequente
desenvolvimento embrionério [23]. Gilchrist e Thompson [24] afirmaram que o
uso de odcitos transcripcionalmente ativos na maturacdo in vitro pode fazer
com que a retomada da meiose ocorra de forma precoce, antes que o estoque
de RNAm seja suficiente para sustentar o desenvolvimento embrionario. Essa
afirmacao, pode explicar as baixas taxas de maturacdo dos 04citos no estagio
de alta atividade de transcricdo. Os odcitos no estagio de alta compactacdo da
cromatina (inativos transcripcionalmente) representado pelos estagios de VG-3
e VG-4 nesse estudo seriam 0s o00citos mais competentes em completar a
maturacao.

Diversos estudos [3,5,6,7,16] apontam a influéncia da fase do ciclo estral
sobre a competéncia oocitaria, observando-se maior porcentagem na
progressdo da meiose em o0citos obtidos da fase de diestro ou folicular

guando comparados com o00citos obtidos da fase de anestro. Nesse estudo, 0s
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dados mostraram que as configuracdes da cromatina em VG foram distintas
nas fases de anestro e diestro. No anestro observou-se uma frequéncia maior
de oOcitos nos estagios mais iniciais de desenvolvimento, ou seja, VG-1
(29.3%) e VG-2 (22.5%) quando comparado ao diestro VG-1 (2.6%) e VG-2
(8.1%). No diestro observou-se uma proporcdo mais elevada de od4citos em
estagios mais avancados de desenvolvimento, ou seja, VG-3 (27.6%) e VG-4
(22.8%) quando comparado aos o6citos em estagio de anestro VG-3 (15.7%) e
VG-4 (5.1%). Assim, fica claro o envolvimento dos horménios esteroides sobre
0s estagios da configuracdo da cromatina em VG conforme a progressao do
ciclo estral, sendo os odcitos em VG-3 e 0 VG-4 mais capazes de atingir os
estagios finais da maturacdo nuclear, possibilitando a obtencdo de taxas de
maturacdes mais elevadas, fertilizacdo e consequente desenvolvimento
embriondrio.

Esses dados apontam para a necessidade de uma selecdo mais
rigorosa de odcitos, levando-se em consideracdo caracteristicas de
posicionamento e remodelacdo da cromatina e o diametro oocitario. Essas
caracteristicas possibilitariam selecionar uma amostra mais homogénea em
termo de competéncia oocitaria jA que os olcitos normalmente utilizados na
maturacdo in vitro sdo aqueles obtidos de foliculos em vérias etapas do
desenvolvimento e em fases distintas do ciclo estral, expostos, portanto, a

diferentes concentragcdes de gonadotrofinas e hormonios esteroides.

4.6.Conclusao

Com base nos resultados, pode-se inferir que a competéncia oocitaria
esta associada a diversas variaveis. Apesar de ndo haver associacdo
significativa entre as fases do ciclo estral e do diametro com a competéncia
oocitéria, os dados mostram que as configuragdes da cromatina em VG foram
distintas nas fases de anestro e diestro. A configuracdo nuclear da vesicula
germinativa, representada pela sua transicéo de dispersa para parcialmente ou
totalmente agrupada, pode estar associada a habilidade para a retomada da

meiose e consequente competéncia oocitaria, demonstrando que cadelas na
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fase de diestro poderiam representar melhor escolha para obtencdo de odcitos
mais competentes.

Assim, a identificacdo dos fatores relacionados a retomada e progressao
da meiose in vivo é de suma importancia para que seja possivel realizar
adaptacdes adequadas e alcancar condi¢cbes de cultivo, simulando da forma

mais fidedigna possivel as condic¢des in vivo da cadela.
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4.9. Anexos

Figuras 1: (A) Realizacdo do método do "slicing" para a liberacdo dos COCs.
(B) Ovarios ap6s a realizagdo do método do "slicing". (C)
Transferéncia dos COCs selecionados para o meio de lavagem.
(D) Fotomicrografia de COCs de diferentes graus. (1): COC grau 1
(selecionado para maturacdo), (2) e (3): COCs grau 2 e 3,
respectivamente (ndo selecionados para maturacdo). Aumento
40X. (E) Transferéncia dos COCs para placa de quatro pocos
contendo o meio de maturacdo, onde ficardo incubados por
periodo de 72 horas. (F) Odcitos tratados com hialuronidase 0.2%,
para a remocéao das células do cumulus. Aumento 40X. Botucatu,
2013.
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Figuras 2: Fotomicrografia digital de odcitos de cadelas em diferentes estagios de
maturacdo nuclear apds cultivo in vitro. Avaliagcdo e classificagdo da
cromatina. (A): Vesicula Germinativa (VG). (B): Quebra de Vesicula
Germinativa (QVG), (C): Metafase | (M-l). (D): Metafase Il (M-Il), (E):
Degenerado ou nado passivel de identificacdo. Coloracdo Hoescht 33342,
comprimento de onda de 330-385 nm. Aumento 200X. Botucatu, 2013.
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87,284 ym

Figuras 3: (A): Odbcitos obtidos de cadelas na fase de anestro antes da MIV (B):
Mensuracdo do didmetro do odcito, sem a zona pellcida, obtido da fase de
anestro, antes da MIV (C): Odcitos obtidos de cadelas na fase de diestro
antes da MIV (D): Mensuragao do diametro do odécito, sem a zona pelicida,
obtido da fase de diestro, antes da MIV. Coloragdo Hoescht 33342,
comprimento de onda de 330-385 nm. Aumento 200X. Botucatu, 2013.
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Figuras 4: Fotomicrografia de oocitos de cadelas antes da maturagéo in vitro, para
avaliacdo e classificacdo da cromatina em vesicula germinativa (VG). (A):
VG-1, filamentos difusos de cromatina com poucos sinais de
condensacédo. (B): VG-2, maior dispersdo dos filamentos de cromatina,
observando-se a presenca de nucléolos centralmente dispersos. (C): VG-
3, condensacdo parcial da cromatina, auséncia de nucléolos e do
envelope nuclear. (D): VG-4, alta compactacdo da cromatina, localizacéo
periférica no nucleoplasma. Coloracdo Hoescht 33342, comprimento de
onda de 330-385 nm. Aumento 200X. Botucatu, 2013.
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Tabela 1. Avaliacdo da maturacdo nuclear de odcitos caninos nas fases de
anestro e diestro do ciclo estral apdés maturacao in vitro. Botucatu,

2013.
Fase Otde N° de odcitos avaliados (n %)
Reprodutiva VG VG & — —
Anestro 254  23(9,1)° 48(19,00% 43 (16,97 20(7,97% 120 (47,2)
piestro 215 15(7.0)" 44(205°" 41(19,1)° 30(1407 85(39.5)°

Valores com letras iguais sobrescritas mindsculas na mesma coluna, néo diferem entre si

(p=0,05). VG: vesicula germinativa, QVG: quebra de vesicula germinativa, M-I: metafase I,
M-11: metafase Il, DEG: degenerado.

Tabela 2. Média e desvio padrdo, tamanho maximo e minimo do diametro dos

oocitos de cadelas nas fases e diestro e anestro antes da maturagao
in vitro. Botucatu, 2013.

o s Média do Desvio Tamanho Tamanho
Fase N°odcitos A ~ . L.
didametro (um) padrdo minimo (M) maximo (um)
Anestro 169 77.62 7.94 59.58 120.33
Diestro 54 78.64 8.12 62.51 125.40

Valores expressos na tabela ndo foram estatisticamente significativos (p > 0,05).

Tabela 3. Configuracdo nuclear de odcitos caninos em estagio de VG (vesicula

germinativa) na fase de anestro e diestro do ciclo estral antes do
processo de MIV. Botucatu, 2013.

Fase N° de odcitos avaliados (n %)

Reprodutiva VG-1 VG-2 VG-3 VG-4 DEG
Anestro 86 (29.3)* 66 (22.5% 46 (15.7)* 15(5.1)* 81 (27.6)
Diestro 07 (2.6)° 22(8.1)> 75(27.6)" 62(22.8)° 106 (39.0)

Valores com diferentes letras minUsculas sobrescritas (a,b) na mesma coluna, diferem

entre si (p < 0,05). Classificacdo de vesicula germinativa (VG-1, VG-2, VG-3, VG-4) e
DEG: degenerado.
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5.1. Conteldo

O controle do ciclo celular é regulado por uma cascata de eventos coordenados
que podem atuar influenciando na expressdo ou repressao da atividade de
proteinas relacionadas a retomada da meiose, através de processos de
fosforilacdo ou desfosforilacdo. Estudos indicam que a atividade dessas
proteinas mostra-se tempo-dependente no processo de maturacdo in vitro
(MIV) podendo, dessa forma, colaborar no estabelecimento de um periodo
otimo de cultivo. Esse trabalho teve o objetivo de avaliar a cinética da atividade
quinase p34°? durante a MIV de odcitos caninos nos tempos 24, 48 e 72
horas. Os ovarios foram obtidos de 40 cadelas submetidas a ovario-salpingo-
histerectomia (OSH) eletiva. Apdés a OSH, os ovarios foram imersos em
solucdo fisiolégica (Nacl 0.9%) e imediatamente transportados a uma
temperatura de 4°C. No laboratério, os ovéarios foram seccionados em fatias
finas (“slicing"), para a liberacdo dos complexos cumulus-oécito (COCS).
Apenas os COCs grau 1 foram selecionados e colocados em meio de
maturacdo por um periodo de 24, 48 e 72 h de maturagdo. Apés o cultivo, os
COCs foram colocados em placas contendo 200 pL de solugcdo de
hialuronidase 0.2% para a retirada completa das células do cumulus. O preparo
do extrato de odcitos foi realizado apés o cultivo in vitro por 24, 48 e 72 h e a
atividade da proteina p34°®® detectada por ELISA. Com base nos resultados
verifica-se que a atividade da proteina mostra-se tempo-dependente, atingindo
0 pico apés 48h de MIV (p<0,01). Apdés 72h, a atividade demonstrou um
decréscimo. Com base neste estudo pode-se concluir que a proteina quinase
p34°®2 desempenha uma funcdo de suma importancia na progressdo da
meiose em cadelas. Dessa forma, a compreens@o melhor dessa proteina assim
como de outras que participam do processo de maturacdo podera contribuir
para 0 estabelecimento de meios mais adequados que melhorem

significativamente as taxas de maturacao.

Palavras chave: Proteina quinase, odcitos, p34°®“, maturacéo, cadela.
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5.2. Introducéao

Nos mamiferos, os odcitos ao serem removidos do ambiente folicular,
deixam de receber o sinal que mantém o bloqueio meidtico e reiniciam a
meiose. Nas cadelas, embora o o00cito possa retomar espontaneamente a
meiose in vitro, as taxas de maturacdo sdo muito baixas e a porcentagem de
oo0citos que permanecem em vesicula germinativa (VG) é alta. Durante a
ovogénese as informacdes necessarias para o desenvolvimento embrionario
inicial s&o transcritas e armazenadas sob a forma de mRNA ou traduzidas e
armazenadas sob a forma de proteinas (Allard et al. 2005). Qualquer alteracéo
na sintese e consequentemente no estoque destas proteinas podem acarretar
em graves consequéncias no desenvolvimento oocitario.

A retomada do ciclo celular meiotico € influenciada principalmente pelo
fator promotor da meiose (MPF), que € um dos principais reguladores das
alteracdes morfologicas que ocorrem durante a maturacao do odécito, regulando
a condensacdo dos cromossomos, o rompimento do envelope nuclear e a
reorganizagdo dos microtabulos (Motlik 1998).

O MPF é uma proteina heterodimérica que pertence a familia das
proteinas quinases, sendo constituido por uma subunidade catalitica, a quinase

dependente de ciclina denominada cdkl ou p34°%?

, que controla a divisdo
celular e uma subunidade reguladora, a ciclina B1 (Mermillod 2000). A
progressdo da meiose requer tanto a sintese de ciclina B quanto o seu
deslocamento do citoplasma para o nucleo, juntamente com a desfosforilacao
da subunidade catalitica.

As proteinas quinases e fosfatases estdo envolvidas no reinicio e na
completa maturacdo meidtica do odcito. Odbcitos em fase de crescimento

apresentam niveis muito baixos de p34°%°

e nao sao capazes de progredirem
da fase G2 (intervalo entre a sintese de DNA e a divisao celular) para a fase M
(divisdo celular, meiose). A aquisicdo da competéncia meidtica esta associada

4% 1o final do desenvolvimento oocitario e com a

com a ativacdo da p3
presenca de quantidade adequada de ciclina B1 para haver matéria prima
suficiente para ativacdo do pré-MPF (De Vantery et al. 1996). Em sua forma
inativa, pré-MPF, a subunidade catalitica se apresenta fosforilada nos residuos

Thr14 (treonina 14) e Tyrl5 (tirosina 15) (Gautier et al. 1988). O MPF é ativado
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guando ocorre a associacao das duas subunidades, p34°°? e ciclina B, e
desfosforilacdo dos residuos Thrl4 e Tyrl5, cuja reagdo € catalisada pela
enzima cdc 25 fosfatase. A desfosforilacdo desses residuos, assim como a
subsequente conversdo de MPF-inativo para MPF-ativo é a chave para
passagem de G2/M (Curcio et al. 2006). Entretanto, ainda ndo esta elucidado
qual das subunidades heterodiméricas do MPF de mamiferos possui papel
determinante no controle da atividade do MPF (Ledan et al. 2001).
Kanatsu-Shinohara et al. (2000) compararam as concentracdes de
p34°®2 e ciclina B1 em odcitos de camundongo incompetentes e competentes
para retomar a meiose e observaram que as concentracdes de ambos sao
aproximadamente trés vezes maior em o00citos competentes, quando
comparados com odcitos incapazes de retomar a meiose. No entanto, a
concentragdo de ciclina B1 mostrou-se até sete vezes maior do que a de
p34cd02

B1l esta em excesso tanto em odcitos imaturos quanto em odcitos maduros, o

em ambos os estagios. De acordo com esses autores, como a ciclina

p34°®2 desempenharia um papel mais central na regulacdo da ativacdo do
MPF.

O objetivo desse estudo foi avaliar a cinética da atividade quinase
p34°®°2 durante a maturac&o in vitro de odcitos caninos apés 24, 48 e 72 horas

de cultivo in vitro .

5.3. Materiais e método
5.3.1. Animais

Os ovérios foram obtidos de 40 cadelas consideradas higidas ao exame
clinico, em diferentes fases do ciclo estral, de diversas racas, com idades entre
6 meses e 7 anos, submetidas a ovario-salpingo-histerectomia (OSH) eletiva no
Servico de Reprodugcdo de Pequenos Animais do Departamento de
Reproducdo Animal e Radiologia Veterinaria, da Faculdade de Medicina
Veterinaria e Zootecnia da UNESP. O estudo teve o aceite da Camara de Etica

da FMVZ — UNESP campus de Botucatu com protocolo nimero 176/2011.
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5.3.2. Obtencéo e classificacdo dos oocitos

Apés a OSH, os ovérios foram isolados assepticamente, imersos em
solucédo fisiologica (NaCl 0.9%) e imediatamente transportados a uma
temperatura de 4°C para o Laboratério de Reproducdo Animal de Pequenos
Animais e Silvestres, onde foram processados no prazo maximo de 6 horas
apos a remocédo. No laboratorio, os ovarios foram transferidos para placas de
Petri de vidro estéreis contendo solucdo aquecida a 37°C de PBS/PVA
adicionada de 10% de soro fetal bovino (SFB) (Fig. 1A). Nesta solugéo, os
mesmos foram seccionados em fatias finas ("slicing") (Fig. 1B, 1C), ao longo de
seu comprimento e largura, com lamina de bisturi n° 24, para a liberacdo dos
complexos cumulus-oécito (COCs).

Os COCs foram identificados e quantificados sob lupa
estereomicroscopica (Leica® Mz 12.5) e avaliados com relacdo a
homogeneidade, coloracdo do citoplasma e nimero de camadas de células do
cumulus, de acordo com os critérios morfolégicos adotados por Hewitt e
England (1997) (Figl. D). Dessa forma, apenas os COCs grau 1, ou seja,
agueles com ooplasma homogéneo, escuro e rodeado completamente por uma
ou mais camadas de células do cumulus, foram selecionados para esse
estudo. Durante o processo de selecdo os COCs foram lavados trés vezes em
meio de lavagem TCM-199 suplementado de 25mM de HEPES, 0.2mM de
piruvato de s6dio e 5mM de bicarbonato de sodio e 75 pg/mL de gentamicina.

5.3.3. Maturacao in vitro (MIV)

Os COCS grau 1 ap6s serem selecionados e lavados foram divididos em
grupos de até 20 odcitos e transferidos para placas de cultivo de quatro pogos
contendo 500 yL de meio de maturacao (Fig. 2A). O meio utilizado foi o0 TCM
199 suplementado com 25 mM de HEPES, 50 pg/mL de gentamicina, 26mM de
bicarbonato de sodio, 1.5mM de piruvato de sédio, 2.9 mM lactato de sodio
pentahidratado, 0,6mM de cisteina, 0.03Ul/mL de hCG, 0.5 pg/ml de FSH, 20
pMg/mL de E; e 10 ng/mL fator de crescimento epidermal (EGF) (Suzukamo et
al. 2009 modificado). As placas foram acondicionadas em estufa tmida a 38'C

em atmosfera de 5% de CO, por um periodo de 24, 48 ou 72 horas.

49



Apos o cultivo, os COCs foram colocados em placas contendo 200 uL de
solucdo de hialuronidase 0.2%, durante 5 minutos e aspirados repetidamente
com a pipeta de 50uL para a retirada completa das células do cumulus. Apés
serem totalmente desnudos, o odcitos foram entdo lavados em PBS/PVA para

a inativacao da hialuronidase (Fig. 2B).

5.3.4. Preparacao do extrato de oocitos

O preparo do extrato de oocitos foi realizado de acordo com a
metodologia descrita por Suzukamo et al. (2009) nos tempos 24, 48 e 72 horas.
Apos completado cada tempo de maturacdo, os odécitos foram lavados varias
vezes em PBS/PVA e transferidos para um tubo de vidro conico graduado(Fig.
2D) contendo uma soluc¢do tampédo (solucdo de lise) constituido de TRIS-20
mM, 150mM de NacCl, 1.0 mM EDTA, 1.0 mM EGTA, 1% Triton X-100, 2.5 mM
fosfato de sédio, 1.0 mM p-glicerofosfato, 1.0 mM NazVO,4 1.0 mg/mL
leupeptina e 1.0 mM de fluoreto de fenilmetilsulfonila (PMSF), para realizacao
do extrato de odcitos. Foi utilizada a proporcao de 5uL da solugdo tampéao para
cinco odcitos. Apds esse processo, o tubo de vidro foi colocado em um isopor
contendo nitrogénio liquido, durante trés minutos. Posteriormente, esse mesmo
tubo foi transferido para o Sonicador de ponta (Branson Digital Sonifier®) (Fig.
2C), para a fragmentacdo completa do odécito e consequente liberacdo de suas
proteinas. O extrato de odcitos foi sonicado cinco vezes, por 25 segundos (Fig.
2E e 2F), com intervalo de um minuto. Finalizando esse procedimento, o
extrato de odcitos foi transferido para um microtubo identificado e armazenado
a -80°C.

5.3.5. Mensuracdo da atividade quinase p34°9°2

O extrato dos odcitos lisados (cinco odécitos/5uL de solugéo tampao) foi
misturado com 45 pL de solugdo tampao quinase-A, composto por 25 mM
tampdo HEPES (pH = 7.5), 10 mM MgCl, (MBL), 0.1 mM de ATP e 10%
solucdo de peptideo de vimentina de camundongo. Esta mistura foi incubada a
30°C por 30 minutos. A reacao foi finalizada com a adigdo de 200 pL de PBS
contendo 50 mM de EGTA (MBL). Posteriormente, o extrato foi centrifugado
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por 15 segundos e a fosforilacdo do peptideo vimentina de camundongo foi
detectada por ELISA (MESACUP® cdc2 Kinase Assay Kit).

5.3.6. Andlise estatistica

A técnica do ELISA foi realizada trés vezes e cada experimento foi
replicado quatro vezes. A mensuracédo da atividade quinase p34°“ durante os
tempos 24, 48 e 72 horas da MIV de odcitos caninos foi feita pela analise de
variancia no delineamento inteiramente ao acaso, seguida do teste de Tukey
para comparagfes multiplas entre as médias. O nivel de significancia utilizado
para rejeitar Hyp (hipotese de nulidade) foi de 5%, isto €, para p<0.05 (nivel de

significancia menor que 0.05).

5.4. Resultados

As mudancas da atividade quinase p34°®? durante os tempos 24, 48 e
72 h da MIV de odcitos caninos estdo demonstradas no grafico 1. A atividade
quinase p34°> no tempo 24h quando comparada ao tempo de 48h apresentou
uma diferenca altamente significativa (p<0.001). Essa diferenca também foi
observada comparando-se os tempos 48h e 72h. Foi observado que a
atividade quinase p34° atingiu o pico as 48h e decresceu no tempo de 72h
de maturacdo. Dessa forma, foi constatada diferenca (p< 0,001) entre os
tempos de 24h, 48 e 72h analisados (Grafico 1).

5.5. Discussao

Em vertebrados, os odcitos permanecem por varias semanas, meses ou
anos na profase da primeira divisdo meiotica. Durante esse longo periodo
acumulam de forma gradual, moléculas de mRNA, proteinas, lipideos e
acucares, conforme aumentam de tamanho. Esse estoque essencial para o
fornecimento de energia e informagdo durante o crescimento oocitario é

primordial para o passo final da oogénese, ou seja, a maturagéo do oocito. Os
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oo0citos que ndo adquirem a competéncia ndo completam a maturagdo
citoplasmatica (Mourot et al. 2006).

Durante a retomada da meiose até a fase materno-zigotica, a transcricao
ocorre em um nivel muito baixo, dessa forma, os odcitos precisam ter estoques
de proteinas e mMRNA para atender a demanda durante a maturacgéo,
fecundacdo e desenvolvimento embrionério inicial (Racedo et al. 2008). Caso
essas informacdes estejam ausentes, ou sejam, insuficientes, podem ocorrer
falhas na maturacédo nuclear ou citoplasmatica, ou em ambas, prejudicando o
desenvolvimento subsequente. Estudos mostram que os niveis de mRNA que
codificam tais proteinas estdo relacionados com o tempo de maturacdo e
qualidade do odcito (Calder et al. 2005). Dessa forma, € de suma importancia a
identificacdo de quais as proteinas sdo mais importantes no controle da
meiose; quais podem estar agindo de forma antagbnica ou sinérgica,
acelerando ou atrasando o processo meiotico; ou até mesmo se as proteinas
identificadas em outras espécies como responsaveis pela aquisicdo da
competéncia estdo sendo expressas na cadela.

Os meios de cultivo utilizados para a maturacao de o4citos caninos sédo
desenvolvidos com base em adaptacoes de meios utilizados para outros
animais. Apesar dos inumeros estudos visando desenvolver um meio de
maturacdo com base nas necessidades endocrinas e metabdlicas da cadela,
os indices de odcitos que atingem os estagios finais da maturacdo sao muito
baixos, impossibilitando o desenvolvimento de biotecnologias reprodutivas.
Assim, o estudo de proteinas, como a p34°“2, que est&o envolvidas no controle
da meiose, pode elucidar o que mantém a maioria dos 004citos no estagio de
VG nessa espécie.

De acordo com Kovo et al. (2006), a concentracdo de MPF oscila entre
as divisbes celulares. O MPF apresenta atividade acentuada em oécitos nas
fases de reinicio das divisbes meibticas, alcancando seu maior nivel na meiose
I. Enquanto o decréscimo na concentracdo deste fator € observado durante a
transicdo da anafase para a tel6fase, antes da liberagéo do primeiro corpusculo
polar. Um estudo em ratos demonstrou que a MPF € elevada na retomada da
meiose, antes da QVG - dissolucdo do nucléolo, condensagdo cromossdmica,
reorganizagdo microtubular e dissolucdo do envoltério nuclear, alcancando

nivel maximo na M-l (formacdo da placa metafasica), declina antes da
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formacado do 1° corpusculo polar e aumenta de novo antes da M-Il. De acordo
com o presente estudo, pode-se observar que a proteina quinase p34°%°,
assim como o MPF, oscila entre os diferentes tempos da maturagao in vitro,
exercendo uma funcao diferente em cada estagio do ciclo celular. Antes da
maturacdo e nas primeiras 24h, observa-se um aumento, porém nao
significativo, o que demonstra que nos estgios iniciais de desenvolvimento,
esta proteina ainda esta em processo de traducéao.

Em estudo realizado com camundongos, através do tratamento de
odcitos com inibidor de sintese protéica, a ciclohexamida, sugeriu-se que o
aumento na sintese de ciclinas pode ser responsavel pela regulacdo do MPF,
devido a diminuicdo da ativacdo de MPF e da retomada da meiose (Hampl e
Eppig 1995). Nessa pesquisa pode-se notar a oscilacdo da proteina quinase
p34°®°2 em diferentes tempos da maturacdo, assim como relatado na literatura
sobre as mudancas nos niveis de MPF durante os diferentes estagios da
maturacdo. Dessa forma, pode-se inferir, assim como relatado por esses
autores, que essa proteina pode exercer influéncia na regulacdo do MPF e
consequentemente no controle do ciclo celular.

Segundo Josefsberg et al. (2003) o declinio da atividade do MPF entre
as divisbes | e Il da meiose, ocorre devido ao processo de degradacdo da
ciclina B. Nesse estudo, observa-se que ha um aumento significativo (p<0.001)
da proteina quinase p34°“Zentre os momentos de 24h e 48h, e depois um
declinio até 72h. Diante desses dados, pode-se sugerir que essa proteina pode
exercer um papel de fundamental importancia em algum estagio do ciclo
celular, como na retomada da meiose, na transicdo do estagio de VG para a
guebra de vesicula germinativa (QVG) ou até mesmo nha progressao do estagio
de metafase | (M-1) para metafase Il (M-Il). Entretanto, essa funcdo pode ser
exercida de diferentes maneiras: controlando diretamente a meiose, interagindo
mutuamente com a ciclina B1 para agir na retomada da meiose ou até mesmo
servindo de matéria prima para a ativacdo do MPF.

Uma pesquisa realizada por Suzukamo et al. (2009) demonstrou um

aumento da proteina quinase p34°%°

no decorrer da maturacéo, observando-se
um pico da sua atividade as 72h de cultivo e um declinio apés esse tempo. De
acordo com esses autores, o tempo de 72h seria o ideal para a maturacéo in

vitro de od0citos caninos. Contrapondo-se a esses resultados, no presente
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estudo observou-se um pico da atividade da proteina quinase p34°i®

no tempo
de 48h, com uma diminuicdo apds esse periodo. Dessa forma, o tempo de 48h
poderia ser indicado como o0 preconizado para o cultivo in vitro. Entretanto, de
acordo com Tsutsui et al. (1989) e Reynaud et al. (2005) os o0citos requerem
mais do que 48h para completar a maturacdo nuclear dentro do oviduto. Assim
sugere-se que apenas a avaliacdo da atividade da proteina quinase p34°®“* néo
€ o suficiente para entendermos as modificacBes que ocorrem durante o ciclo
celular, sendo necessario o estudo de outras vias de sinalizacbes que
interferem na meiose. Com essa compreensdo mais ampla, pode-se avaliar
como ocorre a progressdo da maturagdo nessa espécie e determinarmos o
meio e o0 tempo de cultivo mais adequados.

De acordo com Tay et al. (2000), a administracdo de mRNA de ciclina
B1 em odcitos acelera as taxas de maturagcdo em camundongos. O melhor
entendimento de quais dessas proteinas sdo mais importantes na retomada e
controle do ciclo celular, pode influenciar no desenvolvimento de um meio de
cultivo que possa simular de forma mais adequada o ambiente in vivo da
cadela. Ao se identificar o que esta impedindo a progressdo da meiose nessa
espécie, se sdo alteracOes referentes a expressdo génica, transcricdo ou a
prépria traducdo de proteinas, pode-se elaborar meios mais eficientes de
maturacdo, que promovam melhores indices de retomada da meiose e

progresséao aos estagios finais da maturacao nuclear.

5.6. Conclusao

Com base neste estudo podemos concluir que a proteina quinase
p34°®2 desempenha uma funcdo de suma importancia na progressdo da
meiose em cadelas. A compreensdao melhor dessa proteina assim como de
outras que participam do processo de maturacdo podera contribuir para o
estabelecimento de meios mais adequados que melhorem significativamente
as taxas de maturacdo, permitindo o desenvolvimento de biotecnologias

reprodutivas nessa espécie.
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5.9. Anexos

Figuras 1: (A): Ovarios de cadelas para ser processados. (B): Slicing de um ovario (C):
Placas de Petri com os ovarios fatiados (D): Observacdo dos odcitos para
selecdo e maturagdo. Aumento 40X. Botucatu, 2013.
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Figuras 2: (A): Lupa estereomicroscépica (Leica® MZ 12.5) para uso na manipulacdo
dos odcitos (B): Odcitos obtidos de cadelas para elaboragédo do extrato de
proteinas. Aumento 40X. (C): Sonicador de ponta - Branson Digital Sonifier®
(D): Tubo graduado de vidro contendo solugéo de lise com odcitos caninos
(seta) para serem sonicados. (E):Material refrigerado em gelo, pronto para
ser sonicado. (F): Indicacao dos parametros do equipamento com tempo de
25s e poténcia a 10%. Botucatu, 2013.
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Gréfico 1. Mensuracdo da atividade quinase p34°®? durante os tempos 24, 48 e 72
horas da MIV de odcitos caninos. Botucatu, 2013.
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Médias seguidas de pelo menos 1 letra em comum nao diferem significativamente (p < 0,05).
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6. CONSIDERACOES FINAIS E PERSPECTIVAS FUTURAS

O conhecimento de biotécnicas reprodutivas é de suma importancia para
promover a maximizacdo do desempenho reprodutivo das espécies animais.
Nesse cenario, visando promover a biodiversidade, o cdo doméstico (Canis
familiaris) tem sido utilizado como modelo experimental para estudos da
fisiologia da reproducédo de canideos ameacados de extincdo (DURRANTE et
al., 1998). Entretanto, o fato da cadela apresentar uma biologia reprodutiva
Gnica, impossibilita a elaboracdo de meios de cultivo adequados para essa
espécie. Apesar dos inUmeros estudos, pouco consegue se esclarecer sobre
as necessidades enddcrinas e metabdlicas da cadela.

Nessa pesquisa, pode-se observar que o didametro e a fase do ciclo
estral ndo interferem na competéncia oocitaria. Entretanto, identificou-se que a
remodelagdo da cromatina em VG difere conforme a fase do ciclo estral da
doadora. Odcitos obtidos de cadelas na fase de diestro, possuem maior parcela
dos odcitos nos estagios mais avancados de VG sendo estes mais capazes de
completar a maturacéo. A transicdo entre os estagios de VG estdo associados
a atividade transcricional (CROZET et al.,1986). Assim, o melhor entendimento
da sintese de RNA e da traducédo das proteinas nas fases de anestro e diestro
e ao longo do ciclo celular poderia esclarecer porque na cadela, diferentemente
das outras espécies, 0s o6citos se mantém no estagio de VG.

O controle do ciclo celular é regulado por uma cascata de eventos que
sdo coordenados por uma série de proteinas que podem atuar influenciando na
expressdo ou repressdao da atividade de outras proteinas relacionadas a
retomada da meiose, por meio de processos de fosforilacdo ou desfosforilacao.
Apesar de algumas destas ja terem sido identificadas, o verdadeiro papel que
cada uma exerce na maturacdo oocitaria assim como as vias de sinalizacao
responsaveis por iniciar 0s eventos intracelulares, ainda ndo estdo
esclarecidos.

O presente estudo conseguiu identificar a associagéo da proteina p34%®
com a progressao da meiose, demonstrado por diferentes graus de atividade
dessa proteina ao longo da maturacao oocitaria por meio do ELISA. Todavia, o
estudo de outras proteinas envolvidas no ciclo celular assim como suas

interacdes € essencial para o melhor entendimento de como ocorre o0
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amadurecimento do o00cito e consequentemente, a aquisicdo de sua
competéncia meiotica.

Assim, torna-se primordial, ndo apenas o estudo de algumas proteinas
isoladas, mas novas metodologias que permitam analisar de forma global o
conjunto de proteinas expresso na célula de forma mais refinadas, como PCR,
RT-PCR, a protedbmica dentre outras, que surgem, nesse contexto, como
poderosas ferramentas que permitem avaliacbes mais criteriosas do nivel de
expressdo dessas proteinas, assim como o momento de suas expressoes.
Desta forma, pode-se identificar quais sdo as proteinas mais importantes no
controle da meiose; quais podem estar agindo de forma antagbnica ou
sinérgica, acelerando ou atrasando o processo meiotico; ou até mesmo se as
proteinas ja identificadas em outras espécies como responsaveis pela
aguisicao da competéncia, estdo sendo expressas na cadela.

Como a competéncia oocitaria esta relacionada ndo apenas com o
acumulo de transcritos, mas com o controle e a eficiéncia em sua utilizacao,
estas metodologias poderdo permitir melhor avaliacdo de como estdo sendo
realizadas as sinteses e o armazenamento ao longo do ciclo celular
identificando, por este meio, possiveis alteracfes que possam estar impedindo
0 processo de reinicio da meiose na espécie canina.

Logo, a localizacdo especifica destas proteinas no ciclo celular podera
esclarecer também o papel que cada uma exerce em cada estagio da meiose,
e se ha influéncia local nas suas atividades e controle da maturacdo. Como
observado na literatura, informacBes contraditérias sobre a atividade e
localizacdo destas proteinas no decorrer da MIV é possivel. Sendo também
provavel que em cadelas ocorram variacdes quanto a estes fatores, os quais

possam ser, sobretudo, importantes marcadores de competéncia.
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