UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA “JULIO DE MESQUITA FILHO”
FACULDADE DE CIENCIAS AGRARIAS E VETERINARIAS

CAMPUS DE JABOTICABAL

EFEITO DO ESTADIO DO CICLO ESTRAL E ADICAO DE
HORMONIOS AO MEIO DE CULTIVO IN VITRO SOBRE A
MORFOLOGIA DO COMPLEXO CUMULUS-OOCITO
CANINO

Eliandra Antonia Pires Buttler

Médica Veterinaria

JABOTICABAL - SAO PAULO — BRASIL

Julho de 2010



UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA “JULIO DE MESQUITA FILHO”
FACULDADE DE CIENCIAS AGRARIAS E VETERINARIAS

CAMPUS DE JABOTICABAL

EFEITO DO ESTADIO DO CICLO ESTRAL E ADICAO DE
HORMONIOS AO MEIO DE CULTIVO IN VITRO SOBRE A
MORFOLOGIA DO COMPLEXO CUMULUS-OOCITO
CANINO

Eliandra Antonia Pires Buttler

Orientador: Prof. Dr. Wilter Ricardo Russiano Vicente

Tese apresentada a Faculdade de Ciéncias Agréarias e
Veterinarias — Unesp, Campus de Jaboticabal, como parte das
exigéncias para obtencdo do titulo de Doutor em Cirurgia
Veterinaria.

JABOTICABAL - SAO PAULO — BRASIL

Julho de 2010



Pires-Buttler, Eliandra Antonia
P667e Efeito do estadio do ciclo estral e adicao de hormdnios ao meio
de cultivo in vitro sobre a morfologia do complexo cumulus-odcito
canino / Eliandra Antonia Pires Buttler. - - Jaboticabal, 2010.
CLXIV, 164f. :il. ; 28 cm

Tese (doutorado) - Universidade Estadual Paulista, Faculdade de
Ciéncias Agrarias e Veterinérias, 2010.

Orientador: Wilter Ricardo Russiano Vicente

Banca examinadora: Maria Denise Lopes, Ana Paula Coelho
Ribeiro, Laura Satiko Okada Nakaghi, Idércio Luiz Sinhorini.

Bibliografia

1. Ultra-estrutura 2. Odcito canino 3. Maturacao in vitro 4.
Microscopia eletrénica 5. Horménios I. Titulo. 1l. Jaboticabal-
Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias.

CDU 619:636.7

Ficha catalogréafica elaborada pela Se¢éo Técnica de Aquisicdo e Tratamento da Informacéo —
Servigo Técnico de Biblioteca e Documentagdo - UNESP, Campus de Jaboticabal.



DADOS CURRICULARES DA AUTORA

ELIANDRA ANTONIA PIRES BUTTLER — Natural de Pocos de Caldas — MG, nascida em
13 de junho de 1978, graduou-se em Medicina Veterinaria pela Universidade Federal de Lavras -
UFLA, no periodo de agosto de 1997 a julho de 2002. Em fevereiro de 2003, iniciou Aprimoramento
na area de Reproducdo Animal e Obstetricia Veterinaria, no Hospital Veterinario “Governador
Laudo Natel” da Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias da Unesp, Campus de Jaboticabal,
concluindo-o em fevereiro de 2005. Em marco de 2005 iniciou curso de mestrado em Cirurgia
Veterinaria na mesma unidade universitaria, concluindo-o em julho de 2006. Neste mesmo més,
ingressou no curso de Doutorado, pelo Programa de Pés-Graduagdo em Cirurgia Veterindria, desta

mesma Universidade, concluindo-o em junho de 2010.



Hd muito se dig que quen encontrow i amigo-encontrow unm tesouro precioso-

Ha muito se dig que v amigade verdadeiro duro pawaw sempre.

Ha nmuito se dig que nio-é possivel viver sozinho-

A jornada & penosa e, semv amparo-é dificill caminhar.

Juntos os passaros voam com mais trangivilidade.

Juntos as gaivotos revegom av lideranco pavar que nenhuma delas se conse demais.
Juntos homens e mulheres pawtilham momentos inesqueciveis

de wma natureza que nio-se cansa de surpreender.

Tenho-poucos amigos

Impossivel seriov que fossem muitos

Sdo-poucos, may sao-preciosoy!

Gabriel Chalitw



DEDICO

Aos meus queridos e amados pais, Maria José e Olivardo, pelo imenso apoio, carinho,

amor e compreensdo.

Vocés sdo a base da minha vida!

Ao meu querido e amado esposo, Alexandre

Grande companheiro e incentivador. Muito obrigada por todo gesto de amor e amizade.

E o maior presente em minha vida.

Te amo muito!



AGRADECIMENTOS

A Deus e a Nossa Senhora, por minha vida, minha familia, amigos e pela minha

vocagdo. Obrigada por tudo que tenho e sou.

Aos meus pais Maria José e Olivardo, com quem aprendi a respeitar e amar os
animais. Vocés sdo o meu maior exemplo de vida, luta e dedicagdo. E através de vocés
que retorno as minhas raizes e ganho forgas para continuar o meu caminho. Amo muito

vocés!

Aos meus sogros, Maria Amdlia e Félix, por serem amigos e compreensivos e
por terem me dado a oportunidade de conhecer o grande amor da minha vida. Muito

obrigada por tudo.

Ao Alexandre, meu grande amor. E dificil definir em palavras a importancia que
tens em minha vida. E meu grande companheiro, amigo de todas as horas e momentos.
E quem compartilhou comigo cada pedacinho deste projeto e quem me deu forgas

quando estava prestes a esmorecer. Muito obrigada pelo seu amor e sua presenga

marcante em minha vida. Este trabalho é seu também. Te amo muito!

A minha irm& Elisngela e ao meu cunhado Fdbio, por toda amizade e carinho e em

especial, por terem me acolhido tdo bem em sua casa, no periodo em que estive



ausente do meu lar, devido ao trabalho. E muito obrigada pelas minhas maiores

riquezas, Maria Luisa (Maluzinha) e Jodo Guilherme (Gui). Amo todos vocés!

Ao meu orientador e amigo Wilter Ricardo Russiano Vicente, que sempre me
incentivou em todos os momentos e quem me deu a oportunidade de chegar onde
estou. Muito obrigada por todo gesto de carinho e amizade desde o inicio de minha
caminhada na UNESP. Serei infinitamente grata por sua confianga em mim e em meu

trabalho.

Ao Prof. Idércio Luiz Sinhorini, o qual bondade e generosidade sdo os termos
que melhor o definem. Muito obrigada por ter me aberto as portas do seu laboratdrio,
no momento em que estava me vendo sem saida, permitindo com que eu conseguisse

concluir este trabalho. Estards sempre em meu coragdo!

A Prof. Laura Satiko Okada Nakaghi, por todas suas palavras de incentivo,

ajuda, apoio e amizade.

A professora Maria Denise Lopes (UNESP - Botucatu), grande profissional,
pessoa a quem tenho muito respeito e admiragdo. Obrigada por ser sempre tdo

atenciosa e generosa.

Aos queridos amigos do laboratério de MEV e MET da UNESP/Jaboticabal
Marcos, Poliana, Angela, Gilberto e Sérgio muito obrigada pela amizade, ajuda e pelos

6timos momentos de descontragcdo.



As minhas queridas amigas “Claudinhas”, técnicas do Laboratério da MEV e
MET da UNESP/Jaboticabal, com as quais dividi ndo somente todas as dificuldades
enfrentadas no decorrer deste trabalho como também a felicidade em cada obstdculo

ultrapassado. Serei infinitamente grata pela amizade, apoio e companheirismo.

A querida Shirley Meire, técnica do Laboratério de Microscopia do
Departamento de Patologia da USP/Sdo Paulo, pessoa que é exemplo de vida, ndo
somente pela determinagdo como também pelo otimismo inabaldvel. Muito obrigada por

tudo! Sem vocé as coisas teriam sido bem mais dificeis.

As queridas amigas Tuca e Teresa, técnicas do Laboratério de Microscopia da
Faculdade de Medicina da USP/Ribeirdo Preto, muito obrigada pela ajuda na

finalizagdo deste trabalho.

\

A querida amiga Jacqueline Meirelles, companheira no laboratério de
reprodugdo, nos hordrios de almogo e has viagens para Jaboticabal. Muito obrigada por

sua inestimdvel amizade.

A amiga Aline Costa de Licio (Dirce) agradeco sua amizade, ajuda e carinho, e

pelos étimos momentos de convivéncia que passamos juntas.

Y

A amiga Ana Paula Coelho Ribeiro (Aninha), minha grande companheira. Muito
obrigada por seu apoio incondicional. Vocé é o maior exemplo de que a distdncia e o

tempo ndo atrapalham as grandes amizades.



A querida Luciana Padilha (Lu), pessoa de bondade imensurdvel. Muito obrigada

pelo apoio e amizade.

A tfodos os amigos da obstetfricia, pessoas que fazem deste setor um
verdadeiro lar, onde passamos momentos muito felizes e de descontragdo. Muito
obrigada a todos, por toda ajuda ndo somente durante a realizagdo do meu trabalho,
mas durante todos estes anos de convivéncia. Ana Paula Coelho Ribeiro (Aninha),
Luciana Padilha (Lu), Maricy Apparicio (Md), Aracelle E. Alves (Ara), Carla R. F.
Gadelha (Carlinha), Diogo José Cardilli (Z¢), Giuliano Q. Mostachio (Giu), Denise
Tavares (D€), Gabriela J. Covizzi (Gaby), Danilo 6. Martins (Puff), Guilherme
Nascimento (Gui), Tathiana F. Motheo (Tathy), Michele 6. Medeiros (Mi), Fabiana A.
Voorwald (Fabi), Caio Tiosso, Valeska Rodrigues, Paulinha, Raquel, Beatrice, Izilda

(Dona Izildinha), Arnildo e Anésia. Amo vocés!

A todos os enfermeiros e funciondrios do hospital veterindrio desta instituigdo

que sempre me ajudaram durante todos estes anos.

Aos professores membros da comissdo examinadora de qualificagdo, Vera F. M.
H. Lima, Paulo Henrique Franceschini, Juliana Corréa Borges da Silva e Laura Satiko

Okada Nakaghi, agradego a prestativa contribuigdo para a conclusdo deste trabalho.

Aos professores membros da comissdo examinadora de defesa, Ana Paula

Coelho Ribeiro, Laura Satiko Okada Nakaghi, Maria Denise Lopes e Idércio Luiz



Sinhorini que tdo gentilmente atenderam ao convite para compor a banca, deixando de
lado os seus afazeres para colaborar com sugestdes e criticas, proporcionando um rico

intercdmbio de informagdes.

Aos colegas e funciondrios do laboratério de reprodugdo animal, em especial a
funciondria Isabel A. P. Natarelli (Bel), por sua pronta disponibilidade em ajudar
sempre, e aos amigos Marcelo Bezerra, Michely Macedo, Naiara Zoccal, Roberta

Vantini, Ana Paula Perini, Ivo Luis A. Junior e Edson Aguiar.

Um agradecimento muito especial a FAPESP - Fundagdo de Amparo a Pesquisa
do Estado de Sdo Paulo, que através da concessdo da bolsa de estudo e da reserva
técnica, proporcionou trangiiilidade para que pudesse me dedicar exclusivamente a

pesquisa.

A todos os proprietdrios que compreendendo a importancia do nosso trabalho,
carinhosamente abriram as portas de suas casas para nos ajudar. Mas agradego
principalmente a todas as cadelinhas (Pit, Poodle, Hanna, Nega, Shara, Luana, APA,
Nina, Pequena, Duda, Déris, Pietra, Granada, Odara, Catita, Mel, Minie, Bolinha,
Vitéria, Diana, Lila, Zara, Belinha, Tiririca, Nina2, Mel2, Mamde, Sany, Amarelinha,
Pretinha), a quem dedico todo o meu trabalho, pois sem vocés certamente hada disso

seria possivel.

Muito obrigadal



SUMARIO

LISTA DE QUADROS. ...t aae e e e eeees Vi
LISTA DE TABELAS. ...t e e a e e et eeeeeeees Vil
LISTA DE FIGURAS . ..ot e e Xiv
LISTA DE ABREVIATURAS E SIMBOLOS........coviieiecieee e ee e XXii
RESUMO . ...ttt e e e e et e e e e et et e e eeeanaaas XXV
AB ST R A C T e et e ettt e e e e et e e e et et e e aearnan XXVi
1. INTRODUGAOD ..ottt ettt n ettt ene et ne e ees 01
2 . REVISAO DE LITERATURA ...ooiiiieieeeeeeet ettt 05
2.1. Fisiologia Reprodutiva da Cadela (Canis familiaris) ............ccccoccvvvvvnnnnne. 05
2.2. Maturagao OOCITANA IN VIVO .....cooiiiiiiiiiiieeieieeee e 07
2.3. Morfologia do complexo cumulus-00Cito CaNINO .........cccevvvvrveiiieiiieineeeeennn. 08
2.4. Configuragdo da cromatina de 00CIt0S CaNINOS .........ccocccuveiereeriiiiiieeeaenns 11
2.5. Aspectos da maturacao oocitaria canina in VItro ..........cccceevveeeiiieeeeeeneenn, 14
3. MATERIAL E METODOS ....coiieietectectieee ettt annn e 19
3.1, LOCAI € ANIMAIS ...ooiiiiiiiiiiie ettt e e 20
3.2. Determinacado da fase do ciclo estral .............ooovvvviiiiiiiiiiiiiiiiiee e, 21
3.3. Obtencgao € SeleGa0 de OOCIHOS ........uuvurirriiiiiiiiiiiieieieeeeee e e e e e e s 23
I o1 (0 = ox= T I [ IV 11 {0 TP PPR SRR 25
3.5. Avaliacdo do estadio de maturacdo nuclear e citoplasmaética .............. 26

3.5.1. Classificacdo do estadio de maturacdo nuclear ..........cccccceeeeee.... 27



3.5.2. Classificacédo do estadio de maturacéo citoplasmatica..............

3.6. Avaliacéo

(g pT0] (] (oo (o= RS

3.6.1. Microscopia eletrénica de transmissao (MET) .........cccuvvvvvvnennnnnnn.

3.6.1.1. Andlise das amostras da MET .......cccoviiviiiciiiieiaeeenn,

3.6.2. Microscopia eletrénica de varredura (MEV) ......cccoeevviiiiieeeeeennnnn..

3.

6.2.1. Andlise das amostras da MEV ..o,

3.7 ANALISE ESIALISTICA . oeeeeeeeee e

3.7.1. Experimento | - Analise da distribuicdo do diametro oocitario

de acordo com o status reprodutivo de fémeas caninas..............

3.7.2. Experimento Il — Influéncia da condicdo reprodutiva (FO —

Fase Folicular e AN — Anestro) sobre a morfologia do

complexo CUMUIUS-00CITO. ........ccoeiuuriiiiee i

3.7.3. Experimento Il — Avaliacdo das caracteristicas morfolégicas

do complexo cumulus-o6cito provenientes de fémeas

caninas em fase folicular e anestro apds o processo de

maturacao in vitro em diferentes meios de cultivo.......................

3.7.4. EXPERIMENTO 1V - Efeito da suplementa¢do hormonal no

meio de cultivo sobre a maturagéo nuclear e citoplasméatica

de odcitos de fémeas caninas obtidos em diferentes fases

do ciclo estral

4. RESULTADOS

29

30

30

34

36

38

44

44

44

45

46

47



4.1. EXPERIMENTO I - Analise da distribuicdo do diametro oocitario de
acordo com o status reprodutivo de fémeas caninas.............ccccceeeeeeennn.
4.2. EXPERIMENTO II - Influéncia do status reprodutivo de fémeas caninas
(FO-Fase folicular e AN-Anestro) sobre a morfologia do complexo
CUMUIUS=00CITO. ...ttt e e e e e e e e s e ree e e e e e e aeeeeeaaaeeeas
4.2.1. Avaliacdo da morfologia do complexo cumulus-odécito recém
colhido, proveniente de animais em fase folicular (FO) e
anestro (AN), por microscopia eletrbnica de varredura.................
4.2.2. Avaliacdo da morfologia do complexo cumulus-odécito recém
colhido, proveniente de animais em fase folicular (FO) e
anestro (AN), por microscopia eletrénica de transmissao............
4.3. EXPERIMENTO Il - Avaliacdo das caracteristicas morfoldgicas do
complexo cumulus-odcito provenientes de fémeas caninas em fase
folicular e anestro apds o processo de maturacao in vitro em diferentes
MEIOS A€ CUILIVO.....cceeieieeeeeeeet e e e e e e eeennnees
4.3.1. Avaliacdo do complexo cumulus-odcito proveniente de animais
em fase folicular (FO) e anestro (AN), através da técnica de
microscopia eletrbnica de varredura, ap6s 72 horas de cultivo in

vitro em meio sem suplementacgédo hormonal (Controle- meio A)..

4.3.2. Avaliagdo do complexo cumulus-o6cito proveniente de animais
em fase folicular (FO) e anestro (AN) por microscopia eletronica

de varredura, apos 72 horas de cultivo in vitro em meio

48

50

50

59

70

71



suplementado com Py, E; € LH (MEI0 B)..oovvvvevvvvviiiciieie e 85
4.3.3. Avaliacdo do complexo cumulus-o6cito proveniente de animais

em fase folicular (FO) e anestro (AN), através da técnica de

microscopia eletrbnica de transmissao, apds 72 horas de

cultivo in vitro em meio sem suplementagc&o hormonal

(CoNtrole- MEIO A) ... 98

4.3.4. Avaliacdo do complexo cumulus-o6cito proveniente de animais
em fase folicular (FO) e anestro (AN), através da técnica de
microscopia eletrénica de transmissao, apds 72 horas de
cultivo in vitro em meio com suplementagdo hormonal (meio
2 PSP EPPSSPUPRRRR 108
4.4. EXPERIMENTO IV - Efeito da suplementacdo hormonal no meio de
cultivo sobre a maturagao nuclear e citoplasmatica de odécitos de

fémeas caninas obtidos em diferentes fases do ciclo estral.................... 118

4.4.1. Efeito da suplementacédo hormonal no meio de cultivo sobre a
maturacdo nuclear de odécitos de fémeas caninas obtidos em
diferentes fases do Ciclo estral............ccccovviiiiiiieiiiii s 119

4.4.2. Efeito da suplementacéo hormonal no meio de cultivo sobre a
maturacgao citoplasmética de oocitos de fémeas caninas obtidos

em diferentes fases do ciclo estral. ........cooveeieiieeiiieeeiee 123



B DISCUSSAD ..ottt et e e e e et e e et e e e et e e e e e e 127

B. CONCLUSAOD .o ettt ettt 144

7. REFERENCIAS .....oooiititeeee ettt en e, 145

8. APENDICES ... e 161



Vi

LISTA DE QUADROS

Quadro 1. Correlagcéo entre a dosagem sérica de progesterona no plasma e a

FASE O CICIO BSIIAl ... e e e 21

Quadro 2. Escala de intensidade de comunicacgéo entre as células do cumulus

do 06cito canino — Jaboticabal, 2010.......cou i 39

Quadro 3. Escala de intensidade de perda de células do cumulus da superficie

do 06cito canino — Jaboticabal, 2010 ......couieiie e 39



LISTA DE TABELAS

Tabela 1. Dosagens séricas de progesterona das cadelas incluidas no grupo
FO (Fase folicular) — Jaboticabal, 2010........ccccoiiiiiiiiiiiiiee e

Tabela 2. Dosagens séricas de progesterona das cadelas incluidas no grupo
AN (anestro) — Jaboticabal, 2010............cooiriiiiiii

Tabela 3. Frequéncia absoluta e relativa (%) de COC’s Grau | e com diametro
igual ou superior a 110 um recuperados de 30 fémeas caninas, sendo 15 na
fase folicular e 15 em anestro e a média de odcito fornecido por cada fémea —
Jaboticabal, 2010........cccoiiiii e

Tabela 4. Frequéncia absoluta e relativo (%) de COC’s Grau | e com didmetro
< 110 um e > 110 um, obtidos de ovarios de fémeas caninas em fase folicular
(FO) e anestro (AN)- Jaboticabal, 2010...........cccccuiiiiiiiiieee e

Tabela 5. Média, desvio padrao e coeficiente de variagdo de COC’s com
diametro = ou < que 110 um, recuperados de fémeas caninas em fase folicular
(FO) e anestro (AN) — Jaboticabal, 2010...........ccoouiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeee e

Tabela 6. Frequéncia absoluta e relativa (%) de COC’s recém colhidos
provenientes de 15 fémeas caninas em Fase Folicular (FO) e 15 em Anestro
(AN), para avaliagdo morfologica por microscopia eletrénica de varredura —
N F= oo 1 o7=1 o = 2 0 1 1 O R

Tabela 7. Complexos cumulus-o0citos canino, recém colhidos, pertencentes ao
grupo FO (Fase Folicular), avaliados por microscopia eletronica de varredura,

guanto ao arranjo e forma das células do cumulus, bem como, processos

vii

22

23

a7

48

49

51



longos e curtos emitidos entre estas células — Jaboticabal,

Tabela 8. Complexos cumulus-o6citos canino, recém colhidos, pertencentes ao
grupo AN (Anestro), avaliados por microscopia eletronica de varredura, quanto
ao arranjo e forma das células do cumulus, bem como, processos longos e

curtos emitidos entre estas células — Jaboticabal, 2010.........ccccoveeevieiieieiieeiaenen.

Tabela 9. Comparacdo entre os processos curtos e longos emitidos pelas
células do cumulus de odcitos recém colhidos de cadelas em fase folicular (FO)
e anestro (AN) — Jaboticabal, 2010.........cccccoeiiiiiiiiiieiecrrr e,

Tabela 10. Comparacdo entre as diferentes fases do ciclo estral (folicular x
anestro) para 0s processos curtos e longos emitidos pelas células do cumulus

de o6citos recém colhidos de cadelas — Jaboticabal, 2010.........ccoeeevveeiiiieeeennen.

Tabela 11. Frequéncia absoluta e relativa (%) de COC’s recém colhidos
provenientes de 15 fémeas caninas em Fase Folicular (FO) e 15 em Anestro
(AN), para avaliagdo morfologica por microscopia eletrénica de transmissédo —
Jaboticabal, 2010........ccoiiii e a e e e

Tabela 12. Médias, desvio padrdo e coeficiente de variagdo dos diametros
referentes ao o6cito com e sem a zona pellcida e espessura da zona pelucida
de odcitos recém colhidos (OH) provenientes de animais em fase folicular e

aNestro. JAabOtICADAl, 2010, .. ..o

Tabela 13. Meédias, desvio padrdao e coeficiente de variacdo dos diametros
referentes a camada de células do cumulus, nucleo e nucléolo de o6citos recém

colhidos (OH) provenientes de animais em fase folicular e anestro. Jaboticabal,

viii

52

54

57

58

60

61

62



Tabela 14. Frequéncia absoluta e relativa (%) de COC’s recém colhidos
avaliados por microscopia eletrénica de transmisséo pertencentes aos grupos
FO (Fase folicular) e AN (Anestro), classificados quanto ao tipo de VG (VG

VGp) antes do periodo de maturagéo (in vivo) — Jaboticabal, 2010......................

Tabela 15. Frequéncia absoluta e relativa (%) de COCs cultivados in vitro por
72 horas em meio sem suplementacdo hormonal (Meio A), obtidos do total de
30 fémeas caninas, sendo 15 em fase folicular (FO) e 15 em anestro (AN), para
avaliacao por microscopia eletronica de varredura — Jaboticabal, 2010.............

Tabela 16. Complexos cumulus-o6citos canino, obtidos apds 72 horas de
cultivo in vitro em meio sem suplementacdo hormonal (meio A), pertencentes
ao grupo FO (Folicular), avaliados por microscopia eletrbnica de varredura,
quanto ao arranjo e forma das células do cumulus, processos longos e curtos
emitidos entre estas células, bem como as caracteristicas da zona pellcida e

intensidade de perda de células do cumulus — Jaboticabal, 2010...............ccc.......

Tabela 17. Complexos cumulus-o6citos canino, obtidos apds 72 horas de
cultivo in vitro em meio sem suplementacdo hormonal (meio A), pertencentes
ao grupo AN (Anestro), avaliados por microscopia eletrénica de varredura,
guanto ao arranjo e forma das células do cumulus, processos longos e curtos
emitidos entre estas células, bem como as caracteristicas da zona pellcida e

intensidade de perda de células do cumulus — Jaboticabal, 2010.........................

Tabela 18. Comparacdo entre 0s processos curtos e longos emitidos pelas
células do cumulus de odcitos de cadelas em fase folicular (FO) e anestro (AN)
cultivados in vitro em meio sem suplementagdo hormonal (meio A) -
Jaboticabal, 2010........coo o

63

71

72

75

82



Tabela 19. Comparacao entre as diferentes fases do ciclo estral (folicular x
anestro) para 0s processos curtos e longos emitidos pelas células do cumulus
de odcitos de cadelas cultivados in vitro em meio sem suplementagédo hormonal
(meio A) — Jaboticabal, 2010........cccooiiiiiiiiiie e

Tabela 20. Frequéncia absoluta e relativa (%) de COCs cultivados in vitro por
72 horas em meio com suplementacdo hormonal, obtidos do total de 30 fémeas
caninas, sendo 15 em fase folicular (FO) e 15 em anestro (AN), para avaliacdo
por microscopia eletronica de varredura — Jaboticabal, 2010...............cccevvvvvvennnns

Tabela 21. Complexos cumulus-odécitos canino, obtidos apds 72 horas de
cultivo in vitro em meio suplementado com Py, E; e LH (meio B), pertencentes
ao grupo FO (Folicular), avaliados por microscopia eletrbnica de varredura,
quanto ao arranjo e forma das células do cumulus, processos longos e curtos
emitidos entre estas células, bem como as caracteristicas da zona pellcida e

intensidade de perda de células do cumulus — Jaboticabal, 2010...............ccc.......

Tabela 22. Complexos cumulus-oécitos canino, obtidos apdés 72 horas de
cultivo in vitro em meio suplementado com Py, E; e LH (meio B), pertencentes
ao grupo AN (Anestro), avaliados por microscopia eletrénica de varredura,
guanto ao arranjo e forma das células do cumulus, processos longos e curtos
emitidos entre estas células, bem como as caracteristicas da zona pellcida e

intensidade de perda de células do cumulus — Jaboticabal, 2010.........................

Tabela 23. Comparacdo entre 0s processos curtos e longos emitidos pelas
células do cumulus de odcitos de cadelas em fase folicular (FO) e anestro (AN)
cultivados in vitro em meio suplementado com P4, E; e LH (meio B) —
Jaboticabal, 2010........coo o

82

85

86

89

95



Tabela 24. Comparacao entre as diferentes fases do ciclo estral (folicular x
anestro) para os processos curtos e longos emitidos pelas células do cumulus
de odcitos de cadelas cultivados in vitro em meio suplementado com P4, E; e
LH (meio B) - Jaboticabal, 2010............cooomiiiiiiiiiiie e

Tabela 25. Frequéncia absoluta e relativa (%) de COCs cultivados in vitro por
72 horas em meio Meio A, obtidos do total de 30 fémeas caninas, sendo 15 em
fase folicular (FO) e 15 em anestro (AN), para avaliacdo por microscopia

eletrbnica de transmissdo — Jaboticabal, 2010.........ccveeiiiiiee e,

Tabela 26. Médias, desvio padrdo e coeficiente de variacdo dos diametros
referentes ao o4cito com e sem a zona pellcida e espessura da zona pelucida
de odcitos cultivados in vitro em meio A, provenientes de animais em fase

folicular e anestro. Jaboticabal, 2010...........ovuiiiiiiiiiee e

Tabela 27. Meédias, desvio padrdo e coeficiente de variacdo dos diametros
referentes a camada de células do cumulus, ndcleo e nucléolo de odcitos
cultivados in vitro em meio A, provenientes de animais em fase folicular e

anestro. Jaboticabal, 20010 .......coouniiii i e

Tabela 28. Frequéncia absoluta e relativa (%) de COC'’s cultivado in vitro por
72h em meio A, avaliados na microscopia eletrbnica de transmisséao,
pertencentes aos grupos FO (Fase folicular) e AN (Anestro), classificados em
VG, VG, VG3, Ml e degenerado — Jaboticabal, 2010 ............eevviieiiiieieeeeeeeeeeeee,

Tabela 29. Frequéncia absoluta e relativa (%) de COCs cultivados in vitro por
72 horas em meio Meio B, obtidos do total de 30 fémeas caninas, sendo 15 em
fase folicular (FO) e 15 em anestro (AN), para avaliagdo por microscopia

eletronica de transmissao — Jaboticabal, 2010 .......ooeuieeiie e,

Xi

96

98

99

100

101



Tabela 30. Médias, desvio padrdo e coeficiente de variagdo dos didametros
referentes ao o6cito com e sem a zona pellcida e espessura da zona pelucida
de odcitos cultivados in vitro em meio B, provenientes de animais em fase

folicular e anestro. Jaboticabal, 2010 ......couie i

Tabela 31. Médias, desvio padrdo e coeficiente de variagdo dos diametros
referentes & camada de células do cumulus, nucleo e nucléolo de odcitos
cultivados in vitro em meio B, provenientes de animais em fase folicular e

anestro. Jaboticabal, 2010 .......coouiiiiiie e

Tabela 32. Frequéncia absoluta e relativa (%) de COC'’s cultivado in vitro por
72h em meio B, avaliados na microscopia eletrbnica de transmissao,
pertencentes aos grupos FO (Fase folicular) e AN (Anestro), classificados em
VG, VGy, VG3, QVG, MI e degenerado — Jaboticabal, 2010 .......ccccceeeeeeeeriineneeee.

Tabela 33. Frequéncia absoluta e relativa (%) de COC’s grau | recuperados de
15 fémeas caninas em fase folicular (FO) e 15 em anestro (AN) para avaliacao
da maturacéo nuclear e citoplasmatica apés o periodo de maturacao in vitro em
meio controle (A) e meio suplementado com P4, E; e LH (meio B) — Jaboticabal,
122 0 O PRSPPI

Tabela 34. Frequéncia absoluta e relativa (%) de odcitos obtidos de fémeas
caninas em fase folicular (FO) e anestro (AN), classificados de acordo com o0s
diferentes graus de maturacéo nuclear (VG, QVG, MI, Mll, retomada da meiose
QVG-MIl e degenerados) apdés o periodo de maturacdo in vitro em meio
controle (A) e meio suplementado com P4, E, e LH (meio B) — Jaboticabal,
2000, e e e e e e e e e e e — e e e e e e e ———eeaeaaaa—araaeeeaanrees

Tabela 35. Comparagéo entre os meios de cultivo A e B, dentro de cada fase

do ciclo reprodutivo (fase folicular e anestro) para os estadios de maturacao

Xii

109

110

111

119

120



nuclear (VG, QVG, MI, MIl, Retomada da meiose QVG-MIl e Degenerados) —
Jaboticabal, 2010. .....ccoooii e

Tabela 36. Comparacao dos meios de cultivo (meio A e meio B) entre as fases
folicular e anestro para cada estadio de maturagdo nuclear (VG, QVG, MlI, Mll,
Retomada da meiose QVG-MIl e Degenerados) — Jaboticabal, 2010...................

Tabela 37. Freguéncia absoluta e relativa (%) de odcitos obtidos de fémeas
caninas em fase folicular (FO) e anestro (AN), classificados de acordo com os
diferentes graus de maturacao citoplasmatica (Imaturos, Transicdo e Maturos)
apos o periodo de maturacdo in vitro em meio controle (A) e meio

suplementado com P4, E; e LH (meio B) — Jaboticabal, 2010 ...........cccevvvveennnnnn.

Tabela 38. Comparacgéo entre os meios de cultivo A e B, dentro de cada fase
do ciclo reprodutivo (fase folicular e anestro) para os estadios de maturacao

citoplasmatica (Imaturos, Transicdo e Maturos) — Jaboticabal, 2010....................

Tabela 39. Comparacao dos meios de cultivo (meio A e meio B) entre as fases
folicular e anestro para cada estadio de maturacdo citoplasmatica (Imaturos,

Transicao e Maturos) — Jaboticabal, 2010 .............ovvvviiiiiiiiiiiiie e,

Xiii

121

122

124

125



LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Fotografia em estereomicroscopio (aumento 4X) de complexos
cumulus-odcito (COCs) de diferentes graus. Seta 1 : COC grau 1 (selecionado
para maturacdo), seta 2 e 3: COCs graus Il e Ill respectivamente (nao

selecionados para MAtUrAaGCA0)..........cuveuuuruuurriiiiieaeeeeeeeeeeeeeeeeereeaense e e e eerennnne

Figura 2. Fotografia em estereomicroscopio (aumento 4X) da mensurac¢ao do

didametro oocitério por reticulo milimetrado de medicdo (10mm/100partes)..........

Figura 3. Fotomicrografia de o0citos caninos em diferentes estadios de
maturacdo nuclear apds o cultivo in vitro por 72 horas. Coloracéo FITC-Lecitina-
Hoescht 33342, comprimento de onda 330-385nm para avaliacdo e
classificacdo da cromatina. Vesicula germinativa (A), Quebra de vesicula

germinativa (B), Metéfase | (C), Metafase Il (D) e Degenerado (E).........c.....c.......

Figura 4. Fotomicrografia de odcitos caninos em diferentes estadios de
maturacao citoplasmatica apés o cultivo in vitro por 72 horas. Coloracao FITC-
Lecitina-Hoescht 33342, comprimento de onda de 420-490nm para avaliagao e
classificacdo da dispersao dos granulos corticais. A: Imaturidade citoplasmatica.
GC dispostos em “clusters” no interior do odcito (seta). B: Maturidade
citoplasmatica parcial. GC em transicdo do centro (seta branca) para a periferia
(seta preta). C: Maturidade citoplasmatica. GC concentrados na periferia
formando um halo ao redor do 00CItO (SELA)........uueeeeiiiiiiiieieee e

Figura 5. A e B: Aparelho utilizado para realizar a trimagem do bloco. C:
Piramide obtida apos a trimagem. D: Aparelho ultramicrotomo Leica E: Bloco de
resina sendo cortado pela navalha de diamante. F: Microscoépio eletronico de
transmissdo da marca JEOL e modelo 1010, instalado no Campus da

Xiv

24

24

28

29



FCAV/UNESP, JabotiCabal..........c.uiiiuiiiiiiieeee e

Figura 6. Sequéncia de cortes semi-finos e ultra-finos, corados com azul de
toluidina a 0,25% em solucdo aquosa de borato de sédio a 1%, desde as
células do cumulus até a regido do nucleo no interior do oocito de fémeas
caninas (Microscépio de luz, aumento 40X). A,B e C: Progresséo dos cortes na
regido do cumulus. D: A seta indica a zona pellcida, ou seja, a regido das
células do cumulus foi ultrapassada. E: Odcito canino, com células do cumulus,
zona pellcida ao redor do odcito (indicado pela seta) e o ooplasma. F: O4cito

com material nuclear apontado pela Seta.........cccccvviiiiiiiiiiiiiii e

Figura 7. Esquema adaptado de VIARIS DE LESEGNO et al.(2008b) utilizado
para classificar a VG de odcitos recém-colhidos e ndo maturados (A) e o6citos
gue permaneceram em VG ap0s o processo de maturacao in vitro (B). A: Antes
da maturacdo in vitro a VG, revela ndcleo central arredondado com grande
nucléolo reticulado. E VG, apresenta nucleo ligeiramente achatado disposto na
periferia do odcito e nucléolo em varios estadios de condensacgéo da cromatina.
B: Apdés a maturacéo in vitro a VG pode ser classificada em trés diferentes
padrbes: VG; com grande nucleo arredondado e central. VG, nulcleo periférico,
ligeiramente achatado e nucléolo ndo se apresenta envolto por cromatina
condensada. VG3 nucleo periférico, achatado e nucléolo envolto por cromatina

(o{0] a0 (=] 0 1T= Vo - FNTE RO PP UP TR

Figura 8. Etapas efetuadas durante a realizacdo da técnica de microscopia
eletrdnica de varredura em odcitos de cadela. A: Desidratagcdo dos odcitos
executada em capsulas de micropore. B: Secador de ponto critico. C: Aparelho
de metalizagdo Denton Vacuum. D: Microscopio Eletrénico de Varredura Jeol
JSIM BAL0. ittt e e —a e e e e e e e e e e e e e e aanrees

Figura 9. Eletronmicrografia de varredura do complexo cumulus-odcito de

XV

32

33

35

37



fémea canina onde se observa: A — Células do cumulus dispostas regularmente
ao redor do odcito (aumento 750 x). B - Células do cumulus dispostas
irregularrmente ao redor do odcito (aumento 750 x). C - Comunicacao entre as
células do cumulus através de longos processos emitidos entre estas células
(seta) (aumento 5000 x). D - Comunicacéao entre as células do cumulus através
de curtos processos emitidos entre estas células (seta) (3500 x). E — Forma
arredondada das células do cumulus ao redor do 00cito (7500 X)........ccccvvvvvvnnne.

Figura 10. Eletronmicrografia de varredura do complexo cumulus-o6cito de
fémeas caninas demonstrando os parametros utilizados para se estabelecer a
escala de intensidade de comunicacao entre as células do cumulus. A: Nenhum
processo emitido entre as células do cumulus (-) (aumento 3500 x). B: Poucos
processos emitidos entre as células do cumulus (+) (aumento 2000 x). C:
Quantidade moderada de processos emitidos entre as células do cumulus (++)
(aumento 2000 x). D: Intensa quantidade de processos emitidos entre as
células do cumulus (+++) (aumento 2000 x). E: Quantidade muito intensa de

processos emitidos entre as células do cumulus (++++) (aumento 3500 X)..........

Figura 11. Eletronmicrografia de varredura de complexo cumulus-o6cito de
fémeas caninas, demonstrando auséncia de células do cumulus em partes do
oocito, onde pode-se verificar diferentes caracterisitcas da zona pellcida. A:
Zona pelucida com aspecto espongiforme e poros estreitos (aumento 3500 x) B:
Zona pelucida com aspecto espongiforme e numerosos e largos poros elipticos

€ esféricos (AUMENTO 3500 X)......euuurururiiiieeeeeieeeeeeeeeee e e eee et e eeeeeeeeeeeeeeeeenaane

Figura 12. Eletronmicrografia de varredura de complexo cumulus-o6cito de
fémeas caninas demonstrando os parametros utilizados para estabelecer a
escala de intensidade de perda de células do cumulus. A: Perda de células do
cumulus nula (-) (aumento 750 x). B: Baixa perda de células do cumulus (+)

(aumento 750 x). C: Mediana perda de células do cumulus (++) (aumento 500

XVi

40

41

42
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grande perda de células do cumulus (aumento 750 x). C: Zona pellcida de
COC’s de fémea em anestro apresentando largos poros elipticos (aumento
3500 x). D: Zona pelucida de fémea em fase folicular apresentando poros
estreitos (aumento 2000 x). E: COC’s de fémea em fase folicular apresentando
comunicacdo entre as ceélulas do cumulus através de processos longos e de

intensidade moderada (aumento 3500 X)........ccuuuuruuuuiiiiiiiieieeeeeeeeee e

Figura 23. Distribuicdo do arranjo das células do cumulus ao redor de odcitos
de cadelas em fase folicular e anestro cultivados in vitro por 72h em meio B —
Jaboticabal, 2000.......ciiiiiiiiiiiii e e
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fémea canina cultivado in vitro por 72h em meio B. A: COC’s de fémea em fase
folicular apresentando-se integro e com arranjo regular (aumento 750 x). B:
COC'’s de fémea em anestro com baixa perda de células do cumulus (aumento
500 x). C: Zona pelucida de COC’s de fémea em anestro apresentando largos
poros elipticos (aumento 3500 x). D: COC’s de fémea canina em anestro,
apresentando comunicacdo entre as células do cumulus através de intensos
processos curtos (aumento 5000 x). E: COC’s de fémea canina em fase
folicular, apresentando comunicacdo entre as células do cumulus através da
emissdo de processos longos de forma muito intensa (aumento 3500 x). F:
COC’s de fémea canina em fase folicular, apresentando comunicagao entre as
células do cumulus através da emissdo de curtos processos de forma muito
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Figura 28. Eletronmicrografia de transmissdo de odcito de fémea canina em
anestro (VG;) cultivado in vitro em meio A. A: Nucleo (N) contendo nucléolo
reticulado (n) (aumento 6000 x). B: Mitocondrias (M) concentradas na regido
periférica do odcito e granulos corticais (GC) alinhados proximos a zona
pelucida (ZP) (aumento 20000 x). C: Complexo de Golgi (CG) e granulos
corticais(seta) presentes na periferia do od6cito (25000 x). D: Regido da zona
peltcida (ZP) apresentando juncées GAP (GAPj) (aumento 10000 X)..................

Figura 29. Eletronmicrografia de transmissdo de odcito de fémea canina em
anestro (VGy) cultivado in vitro em meio A. A: Nucléolo reticulado contendo
grandes vacuolos (V) (aumento 15000 x). B: Agrupamento de reticulo
endoplasmatico rugoso (RER) entre o nacleo (N) e a zona pelucida (ZP)
(aumento 10000 x). C: Reticulo Endoplasmatico Rugoso (RER) e mitocondrias
(seta) presentes proximos a zona pelucida (ZP) (aumento 10000 x). D: Regido
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Figura 30. Eletronmicrografia de transmissdo de odcito de fémea canina em
fase folicular (VG,) cultivado in vitro em meio A. A: Nucleo (N) apresentando
invaginacdes no envelope nuclear (seta) (aumento 6000 x). B: Nucléolo
reticulado contendo grande vacuolo (V) (aumento 10000 x). C: Regido periférica
do odcito apresentando microvilosidades (MV), granulos corticais alinhados
(seta preta) e mitocondrias (seta branca) (aumento 30000 x). D: Mitocondrias

(seta) concentradas no ooplasma entre gotas de lipidio (GL) (aumento 30000

Figura 31. Eletronmicrografia de transmissdo de oocito de fémea canina em
fase folicular (VG3) cultivado in vitro em meio B. A: Nucleo achatado (N)
apresentando longas invaginacdes (seta) no envelope nuclear proximo a zona
pelicida (ZP) (aumento 5000 x). B: Invagina¢des (seta) no nucleo (N) (aumento
12000 x). C: Nucléolo (n) denso e condensado (aumento 10000 x). D: Granulos
corticais (GC) alinhados préoximos a zona pelucida (ZP) (aumento 30000 x). E:
Regido da zona pelucida (ZP) apresentando microvilosidades (MV), juncdes do
tipo GAP (GAPj) e escassas mitocondrias (seta) (aumento 25000 X)....................

Figura 32. Eletronmicrografia de transmissdo de odcito de fémea canina em
fase folicular (QVG) cultivado in vitro em meio B. A: Nucleo (N) apresentando
dois pares de cromossomos (*) envoltos por envelope nuclear espesso (seta)
(aumento 3000 x). B: Ruptura no envelope nuclear (seta) (aumento 12000 x). C:

Granulos corticais agrupados préximos ao nucleo (N) (aumento 5000 x).............

Figura 33. Eletronmicrografia de transmissdo de odcito de fémea canina em
fase folicular (MI) cultivado in vitro em meio B. A: Placa metafisaria (PM)
alinhada em pararelo com a membrana plasmatica proxima a zona pellcida
(ZP) (aumento 2000 x). B: Placa metafisaria (PM) apresentando cromossomos

agregados (setas) (AUMENTO 7500 X)....uuuuuuiiireeeeeeeeeeeeeieeeeeeerueennnnnaaseeeeeeeeeeesnnnnns
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EFEITO DO ESTADIO DO CICLO ESTRAL E ADICAO DE HORMONIOS AO MEIO
DE CULTIVO IN VITRO SOBRE A MORFOLOGIA DO COMPLEXO CUMULUS-
OOCITO CANINO

RESUMO - Este estudo foi desenvolvido com o intuito de avaliar comparativamente o
efeito do estadio do ciclo estral, bem como a adicdo de hormdnios aos meios de cultivo
in vitro sobre a morfologia do complexo cumulus-odcito canino. Os odcitos foram
coletados de 30 cadelas higidas submetidas a ovariosalpingo-histerectomia, divididas
em dois grupos de acordo com a condicdo reprodutiva (fase folicular e anestro). A
avaliacao foi feita por microscopia eletrénica de varredura e transmisséo, antes e apos
o periodo de cultivo in vitro por 72h em dois diferentes meios: meio controle - A
(TCM199) e meio B: TCM199 adicionado de 10Ul/mL de LH, 2ug/mL de progesterona
(P4) e 2ug/mL de Estradiol(E;). Os resultados revelaram que o diametro oocitario ndo é
influenciado pela fase reprodutiva, assim como a comunicacdo intercelular, e os
aspectos morfologicos relacionados a forma e arranjo das células do cumulus, in vivo. A
fase do ciclo estral exerceu influéncia sobre a morfologia do complexo cumulus-odcito,
de tal forma que odcitos pertencentes ao grupo folicular apresentaram-se com maior
grau de maturidade nuclear e citoplasmética do que oécitos do grupo do anestro. A
suplementacdo hormonal afetou positivamente a maturacdo nuclear, mas nao exerceu
efeito sobre a maturacéo citoplasmatica. Com relagédo a ultra-estrutura a presenca de
hormdénios nos meios de cultivo foi benéficas tanto para a comunicacao entre as células
do cumulus como para a manutencédo da integridade oocitéria.

Palavras-chave: ultra-estrutura, od6cito canino, maturagdo in vitro, microscopia

eletrbnica, hormonios.
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EFFECT OF ESTROUS CYCLE STAGE AND HORMONAL SUPPLEMENTATION OF
IN VITRO CULTURE MEDIUM ON THE MORPHOLOGY OF CANINE CUMULUS-
OOCYTE COMPLEXES

ABSTRACT - This study was developed in order to comparatively evaluate the effects of
stages of the estrous cycle, as well as the addition of hormones to culture media in vitro
on the morphology of cumulus-oocyte complex canine. The oocytes were collected from
30 healthy bitches ovariosalpingo underwent hysterectomy were divided into two groups
according to reproductive condition (follicular phase and anestrus). The evaluation was
performed by scanning electron microscopy and transmission, before and after
cultivation in vitro for 72h in two different media: control medium - A (TCM199) and
medium B: TCM199 added 10lU/mL LH, 2ug / mL progesterone (P4) and 2ug/mL
Estradiol (E2). The results revealed that the oocyte diameter is not influenced by
reproductive stage, as well as intercellular communication, and morphological aspects
related to the shape and arrangement of cumulus cells, in vivo. The estrous cycle phase
influenced the morphology of cumulus-oocyte complex, such that follicular oocytes in the
group presented with greater maturity than nuclear and cytoplasmic oocyte group of
anestrus. The hormonal supplementation positively affected nuclear maturation, but had
no effect on cytoplasmic maturation. Regarding the ultrastructural presence of hormones
in culture media was beneficial both for communication between the cumulus cells as
well as preserving the integrity of oocyte.

Keywords: ultrastructure, canine oocyte, in vitro maturation, electron microscopy,

hormones.



1 - INTRODUCAO

Nas ultimas décadas, o crescimento exponencial da populacdo, o avanco das
fronteiras agricolas e a consequiente destruicdo do meio ambiente contribuiram de
maneira significativa para o aumento das espécies em extingdo, como € o caso do
cachorro-do-mato-vinagre (Speothos venaticus), lobo-guara (Chrysocyon brachyurus) e
a raposa-do-campo (Lycalopex vetulus), pertencentes a fauna silvestre brasileira. Dessa
maneira, as técnicas de reproducéo assistida, como a maturacao e a fertilizacao in vitro,
em canideos, tornaram-se alvo de pesquisas com o intuito de maximizar o potencial de
preservacdo do genoma das espécies ameacadas. Para isto, tem-se utilizado o cédo
domeéstico como modelo experimental no desenvolvimento destas técnicas, devido a
similaridade da sua fisiologia reprodutiva e suas respostas a experimentos in vitro
(DURRANT et al., 1998).

Entretanto, para a utilizacdo satisfatoria das técnicas de reproducédo assistida é
necessario conhecer os padrdes enddcrinos e mecanismos de controle do ciclo estral.
Estes fatores podem ser considerados imperativos para a utilizacdo rotineira das
biotécnicas na espécie canina, ja que o processo de maturacdo oocitaria e fecundacao
sdo unicos devido as caracteristicas peculiares da fisiologia do gameta canino (OTOI et
al., 2000).

Deve-se ressaltar que a maturacdo in vitro em canideos tem alcancado taxas
limitadas de maturacao variando de 0 a 58%, enquanto que, em bovinos, cerca de 90%

dos od6citos completam a maturacado (FARSTAD, 2000a).



Varios autores atribuem a baixa eficiéncia da maturacéo in vitro de odcitos
caninos ao reduzido conhecimento sobre os eventos reprodutivos da cadela, bem como
as suas particularidades como: o ambiente hormonal, morfologia oocitaria e seu papel
no processo de maturacado, O reinicio e progressdo da meiose, auséncia de meio de
cultivo definido para esta espécie e o papel do oviduto sobre a maturacdo oocitaria
(MAHI e YANAGIMACHI, 1976; HEWITT E ENGLAND, 1998a, 1998b; OTOI et al.,
1999; FARSTAD, 2000b, GOODROWE et al.,, 2000; BOGLIOLO et al., 2002;
RODRIGUES e RODRIGUES, 2003b ; SONGSASEN et al.,, 2002; WILLINGHAM-
ROCHY et al.,, 2003; HAENISCH-WOEHL et al.,, 2003; FONTBONE et al., 2004;

LUVONI et al., 2005).

Desta forma, novas pesquisas com o intuito de aprimorar a maturacgdo in vitro
estdo sendo realizadas, visto que esta € uma etapa importante da reproducédo assistida,
uma vez que antecede alguns processos da biotecnologia que merecem destaque
cientifico; tais como, a fecundacéo in vitro (FIV), cultivo e desenvolvimento embrionario
in vitro (CIV) até os estadios de morula ou blastocisto, quando poderao ser transferidos

ou criopreservados.

Alguns pesquisadores como HAENISCH-WOEHL et al. (2003) e LUVONI et
al.(2005), destacam a importdncia do estudo da morfologia oocitaria canina para
elucidar os motivos que levam a baixa eficiéncia da maturacdo in vitro. O fato de o
o0cito canino ser ovulado em estadio imaturo e as células do cumulus permanecerem
aderidas durante o periodo de transporte e maturacdo dentro do oviduto, sugere que o

estudo da relacdo entre estas estruturas podera contribuir para esclarecer



guestionamentos que envolve o processo de maturacdo e que dificultam a perfeita
aplicacao desta biotécnica nesta espécie (LUVONI et al., 2001). Assim, o conhecimento
aprofundado sobre a morfologia oocitaria e as caracteristicas ultra-estruturais do odécito
canino quando submetidos a condi¢@es artificiais de cultivo serd um grande passo para
o desenvolvimento de um meio de maturacao especifico para esta espécie. O sucesso
na implementacdo da técnica de maturacdo podera fazer parte de um programa

adequado de reproducéao assistida para canideos ameacados de extincao.

A partir do exposto, o presente trabalho teve como escopo estudar o efeito do
estadio do ciclo estral e adicdo de horménios ao meio de cultivo in vitro sobre a

morfologia do complexo cumulus-o6cito canino.
Para tanto, os objetivos foram:
e Correlacionar o diametro oocitario a fase do ciclo estral.

e Correlacionar a fase do ciclo estral e a morfologia do complexo cumulus-
oocito (COC).
e Verificar a influéncia da suplementacdo hormonal (LH, progesterona e

estradiol) sobre a competéncia meiética e ultra-estrutura oocitaria canina.



Dessa forma, o presente trabalho subdividiu-se nos seguintes experimentos:
EXPERIMENTO |

“Analise da distribuigdo do didmetro oocitario de acordo com o “status” reprodutivo de

fémeas caninas”.
EXPERIMENTO Il

“Influéncia da condicdo reprodutiva (FO- Fase folicular e AN- Anestro) sobre a

morfologia do complexo cumulus-odcito”
EXPERIMENTO Il

“Avaliacdo das caracteristicas morfolégicas do complexo cumulus-o6cito provenientes
de fémeas caninas em fase folicular e anestro apds o processo de maturacao in vitro

em diferentes meios de cultivo”
EXPERIMENTO IV

“Efeito da suplementagcdo hormonal no meio de cultivo sobre a maturagdo nuclear a

citoplasmatica de odcitos de fémeas caninas obtidos em diferentes fases do ciclo estral”



2 - REVISAO DE LITERATURA

2.1. Fisiologia Reprodutiva da Cadela (Canis familiaris)

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

O ciclo estral da cadela apresenta fases distintas estabelecidas por alteracdes
hormonais que induzem transformacfes de ordem morfologicas e clinicas sendo estas
fases, o proestro, estro, diestro e anestro (JOCHLE e ANDERSEN, 1977).

O proestro que pode persistir por uma a trés semanas esta associado com a
secrecdo do FSH (Horménio Foliculo Estimulante) que promove o crescimento folicular
e aumento das concentracdes de estrégeno produzido pelas células da granulosa
(CONCANNON e DIGREGORIO, 1986), o qual atinge o pico maximo 24 a 48 horas
antes do inicio do estro (ROTA et al., 2007). A transicao do proestro para o0 estro é
marcada por uma inversao hormonal, representada pelo declinio dos niveis de estradiol
e aumento da concentracdo da progesterona, denominado de luteinizacdo pré-
ovulatoria (CONCANNON et al., 1989; REYNAUD et al., 2005). Ainda que tal fenbmeno
possa ser observado em outras espécies como suinos, primatas e roedores, em
cadelas este processo € particularmente caracteristico, visto que as células foliculares
sofrem luteinizacdo 60-70 horas antes da ovulacdo e o aumento pré-ovulatério da
progesterona ocorre imediatamente antes, ou coincide, com o pico de LH

(CONCANNON et al., 1977, MURPHY, 2000). Embora o papel fisiologico do aumento



pré-ovulatorio da progesterona, assim como o fator responsavel por esta inducao ainda
nao tenha sido elucidado, estudos in vitro sugerem que a progesterona pode estar
associada ao aumento nas taxas de reacdo acrosomal. Em contrapartida, a sua
importancia para o o0cito, tanto em ambiente intrafolicular quanto oviductal, permanece
desconhecida (REYNAUD et al., 2009).

A ovulacdo que é espontanea na cadela ocorre 48 horas apés a onda de LH, e 0
o0cito liberado ainda imaturo, em estadio de vesicula germinativa, completa a divisdo
meidtica no oviduto, aproximadamente de 54 a 72 horas apés a ovulacédo (VIARIS DE
LESEGNO et al., 2008a; REYNAUD et al., 2009). Ao final do estro o animal entra em
uma fase latea (diestro), dominada pelos efeitos de progesterona, que embora,
apresente concentracfes semelhantes entre animais gestantes ou ndo, em cadelas
prenhes a sua concentracdo declinara abruptamente por ocasido do parto, e nas
cadelas ndo prenhes o declinio ocorrera de maneira gradual, devido auséncia de um
mecanismo luteolitico (JEFFCOATE, 1998). Apos o diestro inicia-se um longo periodo
de inatividade ovariana, denominado anestro (RODRIGUES e RODRIGUES, 2003a). A
duracdo desta fase varia consideravelmente de acordo com a raca e idade, sendo
influenciada por fatores ambientais e genéticos (FELDMAN e NELSON, 1996). O
aumento da secrecédo de LH sinaliza o fim do anestro e € o preltdio para a retomada da

atividade ovariana (VAN HAAFFTEN et al., 1994).



2.2. Maturacdao oocitéaria in vivo

A maturacgdo in vivo € o periodo em que o odcito adquire capacidade para ser
fecundado, sendo resultado de uma complexa interacdo entre células somaticas e
germinativas; caso ocorram falhas neste processo poderdo surgir anormalidades na
fecundacdo e no desenvolvimento embrionario (MATTIOLI, 1989). BAKER (1982)
afirma que a divisdo celular, tanto mitética quanto meioética compreende quatro fases
distintas: profase, metafase, anafase e teléfase. A meiose pode ocorrer em duas
etapas, denominadas meiose | e Il, e a préfase da meiose | é dividida em cinco
estagios: leptéteno, zigbéteno, diploteno e diacinese (estagio de vesicula germinativa).

Na maioria dos mamiferos, a maturacéo € iniciada na vida pré-antral e passa por
dois momentos de estagnacao, na profase | e metafase Il (MIl). Os canideos, devido,
algumas particularidades referentes ao ciclo estral da espécie, sofrem um processo de
maturacao diferenciado (OTOI et al., 2000). Enquanto, a maioria das espécies, 0 odcito
em fase de vesicula germinativa (VG) sofre meiose nas etapas finais da maturacao
folicular, sendo ovulado em MIl (jA com a extrusdo do primeiro corpusculo polar), em
canideos, os o6citos sao liberados em estadio imaturo, no inicio da primeira divisao
meidtica, ainda em VG. Assim, tanto a maturacdo completa quanto a fecundacgéo ocorre
dentro do oviduto e a aquisicdo de competéncia meidtica se d4 em ambiente intra e
extra-folicular (HOLST e PHEMISTER, 1971; TSUTSUI, 1975; FARSTAD et al., 1989;
LUVONI et al., 2005).

Segundo SCRIBAN (1999) o crescimento oocitario intra-folicular é constituido por

um conjunto de modificagdes morfoldgicas, bioquimicas e fisiolégicas. Dessa forma, a



maturacdo é caracterizada pela ocorréncia de trés eventos celulares: a finalizacdo do
processo da meiose com a transicao do estadio de vesicula germinativa ao de metafase
II; a maturacdo citoplasmatica, onde alteracdes moleculares e estruturais conferem ao
o0cito a capacidade de ser fecundado e a fase inicial do desenvolvimento embrionario;
e a maturacdo de membrana, que permite a zona pelucida do odcito reconhecer os
espermatozoides de sua espécie (BEYERS et al.,, 1997; SCRIBAN,1999). Algumas
dessas alteracdes incluem a redistribuicdo de organelas celulares, visto que a sua
localizacdo muda continuamente dentro do citoplasma durante a progressao da meiose.
As mitocondrias migram da periferia para regides mais centrais (STOJKOVIC et al.,
2001). No momento da quebra de vesicula germinativa (QVG), gotas de lipidios dentro
do citoplasma aumentam em numero e tamanho, enquanto o complexo de Golgi diminui
(HYTTEL et al., 1997). Com a progressado da meiose até o estadio de MIl, as gotas de
lipidio continuam a aumentar, o complexo de Golgi a regredir e as mitocéndrias se
tornam mais associadas as gotas de lipidios dentro do citoplasma. Além disso, os
microtUbulos se reorganizam e os granulos corticais sao redistribuidos e se tornam mais
espacados migrando para a periferia (HYTTEL et al., 1997; STOJKOVIC et al., 2001;

MARTINS, 2008).

2.3. Morfologia do complexo cumulus-o6cito canino

Com relagcdo a morfologia do oocito canino, embora tenha sido ressaltada sua

importancia para elucidar os motivos que levam a baixa eficiéncia da maturacao in vitro,



até o momento pouco se sabe a respeito deste assunto (HAENISCH-WOEHL et al.,

2003; LUVONI et al.,2001; 2005).

Segundo TESORIERO (1982), o odécito canino, no inicio do seu desenvolvimento,
embora apresente mudancas ultra-estruturais, que o assemelhem a outros mamiferos,
possui diferencas significativas que o distinguem das outras espécies. Como a
aguisicdo da competéncia meibtica, que ocorre tanto em ambiente intra quanto extra-
folicular (ovidutal), e a grande quantidade de material lipidico, o que |he confere uma

coloracao escurecida e homogénea.

Durante o0 crescimento intra-folicular, caracterizado por alta atividade
transcricional, a intima associacdo entre o odécito e as células do cumulus é um requisito
para o crescimento folicular normal e a aquisicdo da competéncia meidtica

(EPPIG,1996; MATZUK et al., 2002).

As células do cumulus (CC) que séo subtipo das células da granulosa possuem
importante papel na maturagdo oocitaria por manter o estado meidtico das células
germinativas, induzirem o reinicio da meiose e dar suporte para a maturacado

citoplasmatica (WARRIACH e CHOHAN, 2004).

O odcito e as CCs estdo conectados funcional e fisicamente por meio de uma
sofisticada rede de comunicagao bidirecional mediada pelas juncbes GAP, através da
qual ocorre a transferéncia de nutrientes, ions e pequenas moléculas como o calcio e
AMPc para os compartimentos internos (GANDOLFI et al.,, 2005). Além disso, esta

comunicacdo tem sido reconhecida como fundamental para o inicio da maturacéo
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oocitaria em resposta a tratamentos com gonadotrofinas, tanto em animais domeésticos

qguanto de laboratorio (VOZZI et al., 2001; MARTINS, 2008).

Existem evidéncias de que a ligacdo entre as células somaticas e 0 odcito seja
influenciada pelo estadio do ciclo estral. Segundo HAENISH-WOEHL et al. (2003), em
estudo realizado com complexo cumulus-oécito de fémeas caninas pré-puberes, as
células do cumulus apresentam-se frouxamente arranjadas ao redor do odcito, emitindo
poucos prolongamentos para a zona peltucida. LUVONI et al. (2001) citam que 89% das
jungbes GAP apresentam-se abertas em COC’s de cadelas em proestro e 67%
permanecem abertas apos 24 horas de MIV. Em contrapartida, para o anestro nao foi
detectado permeabilidade em seus odcitos. VIARIS DE LESEGNO et al. (2008b)
afirmam que momentos antes da ovulagdo, odcitos e células do cumulus mostram
sinais evidentes de comunicacdo entre si, mas passados trés dias da ovulacdo a
comunicacado se desfaz. Desta forma, tem sido proposto que a diminui¢cdo das juncdes
GAP é um fato cronologicamente relacionado a maturacdo oocitaria, assim, essas
juncdes teriam importante papel na coordenacdo entre a maturagcdo nuclear e

citoplasmatica (RODRIGUEZ e FARIN, 2004).

Segundo EBNER et al. (2006) a morfologia do odcito é vista como pré-requisito
para o desenvolvimento de embrides. Assim, a integridade do fenotipo do complexo
cumulus-odcito (COC) é considerada nédo apenas um indicador da sua viabilidade como
também um potencial marcador da capacidade de transcricdo de genes envolvidos na

maturacgéo e desenvolvimento embrionario inicial (RODRIGUES et al., 2009).
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Por esta razdo, na espécie canina, a selecdo de odcitos para o cultivo in vitro se
apoia a critérios morfolégicos, com o proposito de obter odcitos de alta qualidade e
viabilidade. Sendo a espessura da camada de CCs uma das -caracteristicas
morfologicas avaliadas, visto que, somente oécitos com duas ou mais camadas de CCs
continuam a se desenvolver in vitro (NICKSON et al., 1993). Outros parametros como a
expansdo das CCs e/ou mucificagao in vitro tem sido interpretada como indicador de
maturacdo oocitaria, entretanto ha divergéncias (TRUMPAN, 2001). Para RODRIGUES
e RODRIGUES (2009), a expansdo das CCs ap0s a maturacdo in vitro talvez seja
apenas um artefato imposto por um ambiente artificial, ndo estando correlacionado com

a maturidade nuclear.

REYNAUD et al. (2009), estudando COCs durante o periodo periovulatério,
observaram gue a expanséao ocorre dentro do foliculo apds o pico de LH. Entretanto, a
capacidade de resposta a onda pré-ovulatéria de LH somente € adquirida quando
foliculos atingem 50 a 60% do didmetro ovulatério. Além disso, acrescentam que se 0
odcito canino, comportar-se de modo semelhante ao camundongo, no qual a expansao
das CCs esté correlacionada com a aquisicdo de competéncia meidtica, isto sugere que
nesta espécie, a competéncia provavelmente € adquirida somente por odcitos

provenientes de foliculos maiores que 4mm de diametro.

2.4. Configuragéo da cromatina de o6citos caninos

O odcito de mamiferos encontra-se estacionado em profase | na subfase de

dipléteno (vesicula germinativa - VG) durante todo desenvolvimento fetal até a
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puberdade, quando a onda de LH estimula a retomada da meiose, com o odécito sendo
ovulado em metafase Il (TAN et al., 2009). Contrariamente, em canideos, 0s 00citos
sao ovulados imaturos (vesicula germinativa) e a completa divisdo meidtica ocorre 54 a
72 horas no oviduto (VIARIS DE LESEGNO et al.,, 2008a; REYNAUD et al., 2009).
Embora odécito canino possa retomar espontaneamente a meiose in vitro quando
submetido a adaptacdes das técnicas utilizadas em outras espécies, as taxas de
maturacdo sdo muito baixas e a porcentagem de odcitos que permanecem em VG
independente das condicdes de cultivo € elevada, o que torna importante a
caracterizacdo da configuracdo da cromatina da VG em odcitos caninos (LEE et al.,

2008).

De acordo com TAN et al. (2009), durante o desenvolvimento oocitario, a VG
sofre modificacdo e remodelamento da cromatina que se manifesta por meio de
alteracdes na configuracdo e posicionamento da cromatina, fato considerado imperativo

para conferir ao o0cito o desenvolvimento de competéncia meidtica.

Em canideos h& cinco configuracfes distintas de vesicula germinativa, sendo
duas identificadas em odcitos in vivo (VG; e VG,) e as outras trés apos o cultivo in vitro
(VG1, VG, e VG3). A VG, é caracterizada por possuir grande nucleo arredondado
central, nucléolo reticular esférico e excéntrico e poucos sinais de condensacdo da
cromatina. Na VG, o nucleo periférico pode apresentar-se arredondado ou achatado
com nucléolo esférico contendo pequenos vacuolos e cromatina em diferentes estadios
de condensacdo. A VG; apresenta caracteristicas semelhantes a VG, com nucleo

redondo e central, nucléolo reticulado esférico e poucos sinais de condensacédo da
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cromatina. A VG, possui nucleo redondo ou ligeiramente achatado, envelope nuclear
com pequenas invaginacdes proximas a zona pelucida, nucléolo reticulado, mas nao
circundado por cromatina condensada. A VG3 apresenta nucleo achatado com longas
invaginagcdes no envelope nuclear proxima a membrana plasmatica, o nucléolo
demonstra sinais de inativacdo e a condensacao da cromatina € mais evidente em VG3;

do que nos demais grupos supracitados (VIARIS DE LESEGNO et al., 2008b).

O padréo VG e VG, descritos em canideos apresentam caracteristicas similares,
respectivamente, a configuracdo de nucléolo ndo circundado por cromatina (NNC) e
circundado por cromatina (NC), citados em camundongos e humanos (REYNAUD et al.,
2009). Nestas espécies, a configuragdo NNC, caracteriza odécito transcricionalmente
ativo e NC representa odcito inativo, sendo que a transicdo de NNC para NC esta
associada a um aumento no potencial de desenvolvimento e coincide com o final do
crescimento oocitario (DEBEY et al., 1993). Segundo GILCHRIST e THOMPSON
(2007), o uso de odcitos transcricionalmente ativos na maturacéo in vitro (MIV) pode
fazer com que a retomada da meiose ocorra precocemente, antes que o estoque de
RNAm seja suficiente para sustentar o desenvolvimento embrionério. Tal fato sugere as
baixas taxas de maturacdo in vitro na espécie canina possam ser ocasionadas pelo uso

de odcitos em VGe.

VIARIS DE LESEGNO et al. (2008b) avaliando a ultra-estrutura de odcitos
caninos maturados in vitro observaram que odcitos que exibem padrdo VG; e VG, sao
menos avancados em termos de maturacdo nuclear e citoplasmatica quando

comparados a VG, (antes do cultivo in vitro). Sendo assim, sugerem que tanto VG;
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guanto VG, sejam originarios de oocitos em VG, enquanto os o6citos com padrao VGg;,

metafase |, metafase Il e degenerados sejam provenientes de oocitos em VG,.

2.5. Aspectos da maturacdo oocitaria canina in vitro

Os o0citos caninos podem retomar espontaneamente a meiose in vitro quando
submetido a adaptacdes das técnicas de maturacao utilizadas para bovinos e suinos,
embora com taxas bastante inferiores aos referidos para as espécies supracitadas

(FARSTAD, 2000a).

A habilidade do odcito para iniciar a meiose em condi¢des artificiais € definida
como competéncia meidtica, e parece ser dependente do grau de crescimento atingido
pelo odcito antes de ser liberado pelo foliculo (HEWITT et al., 1998c). Essa
competéncia € atingida pela coordenacao de varios processos que envolvem mudancas
morfologicas, ultra-estruturais e transcripcionais nos compartimentos citoplasmatico e

nuclear (LUVONI et al., 2005).

DURRANT et al. (1998) citam que dentro de um foliculo em crescimento, o odcito
canino se desenvolve e aumenta de tamanho. Assim, durante esta fase, o 04cito
aumenta o seu diametro de 20um para aproximadamente 120um, o que o torna,

segundo esses autores, progressivamente competente e capaz de evoluir a MIl.

Segundo OTOI et al. (2001), as melhores taxas de maturacdo de odcitos colhidos
durante o proestro e estro, podem ser explicados como consequéncia do maior

diametro oocitario encontrado nessas fases do ciclo reprodutivo, jA& que esta
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diretamente relacionado com a competéncia meiética. Contrariamente, RIBEIRO (2007)
cita que o diametro oocitario ndo é influenciado pelo estadio do ciclo estral, e que
independente da fase reprodutiva canina a proporcao de odcitos com diametro igual ou

superior a 110um é significativamente maior em ovarios de fémeas caninas.

HEWITT e ENGLAND (1998a) relatam que quanto maior o odcito, maior sera a
habilidade de se transpor a fase de quebra da vesicula germinativa para atingir as fases
de metafase |, anafase | e metafase Il, sendo que o diametro superior a 120 um
apresenta maior competéncia meiotica para os estadios finais de maturacéo, similar ao
observado em outras espécies domeésticas (MOTLIK, 1989; DURENZI et al., 1995;

GILCHRIST et al., 1995; THEISS, 1997).

Com relacéo a influéncia do ciclo estral sobre a taxa de recuperacéao e freqiéncia
de maturacéo nuclear de odécitos encontram-se resultados muito controversos, de forma
gue essa questdo continua a ser alvo de pesquisas. Para RODRIGUES & RODRIGUES
(2003a), a maturacdo nuclear in vitro ndo € influenciada pelo estadio do ciclo estral,
sendo a qualidade do odcito, o indicador mais confiavel do potencial de competéncia
meidtica. Da mesma forma, HEWITT e ENGLAND (1997) citam que nao ha diferencas
na taxa de maturacdo oocitaria entre odcitos coletados de cadelas no periodo de
anestro e diestro, no entanto, afirmam que a obtencdo de odcitos no final do proestro e
inicio de estro é mais adequada, pois, as concentracdes de progesterona e estrégeno
durante este periodo possuem efeito positivo sobre a maturacdo. Contrariamente,
NICKSON et al. (1993) e YAMADA et al. (1993), afirmam que o numero de odcitos

coletados e a taxa de maturacéo in vitro sdo influenciados pela fase do ciclo estral.
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Outro aspecto relevante € a idade das fémeas doadoras. De acordo com
ANDERSEN e SIMPSON (1973) e ratificado por DOLEZEL et al. (2004), os ovarios de
fémeas caninas pré-puberes apresentam menor proporcdo de foliculos em estadios
avancados de desenvolvimento e maior taxa de foliculos atrésicos, fato este, que pode
ilustrar a aceleracao atrésica durante os primeiros meses ap0s 0 nascimento. Segundo
HEWITT e ENGLAND (1998a), a habilidade de maturar in vitro fica comprometida em

fémeas com idade superior a sete anos, quando comparadas com animais mais jovens.

A respeito do periodo de cultivo, diversas pesquisas estabeleceram 72 horas
como o periodo de maturacdo para cdes (OTOI et al., 2000; RODRIGUES E
RODRIGUES, 2003a; APPARICIO-FERREIRA, 2006), pois neste tempo ha um
equilibrio entre a progressédo da meiose até o estadio de metafase Il e a degeneracéo

celular (NICKSON et al., 1993).

Sobre 0 meio de cultivo, vale ressaltar que as caracteristicas bioguimicas dos
odcitos das cadelas sdo distintas das observadas em outras espécies e tais diferencas
determinam adaptacfes nas condicfes de cultivo in vitro. Em virtude disto, varios
estudos tém sido realizados na tentativa de mimetizar as condi¢des encontradas in vivo,
com o intuito de melhorar as taxas de maturacdo nesta espécie. Normalmente, sdo
utilizadas adaptac6es dos meios empregados em bovinos, visto que, ainda ndo ha um

meio pré-estabelecido para esta espécie (MARTINS, 2005).

Os meios mais comumente utilizados sdo o SOF (“Synthetic Oviduct Fluid”)
(HEWITT e ENGLAND, 1997; 1998b; 1999; BOLAMBA et al., 2002) e, principalmente, o

TCM 199 (Tissue Culture Medium 199) (NICKSON et al., 1993; HEWITT et al., 1998c;



17

FUJI et al., 2000; OTOI et al., 2001; SONGSASEN et al.,, 2001; RODRIGUES e
RODRIGUES, 2003a), acrescidos de proteinas, horménios, antioxidantes e fatores de

crescimento, com o intuito de melhorar as taxas de maturacédo e reduzir a degeneracao.

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

espécies e os diferentes estadios reprodutivos.

Sobre o TCM 199, além de modificado pode ser suplementado com hormdnios e
substéancias favoraveis ao desenvolvimento, como o SFB e BSA (NICKSON et al., 1993;
HEWITT e ENGLAND, 1997; HEWITT et al., 1998c). Para CINONE et al. (1992), entre
0s meios complexos, o0 TCM 199 é o que fornece as melhores condi¢Bes para o odcito

canino completar a sua maturacéo até os estadios de metafase Il.

HEWITT et al. (1998c) compararam as taxas de maturacdo de o0citos caninos em
protocolos com diferentes concentragdes de BSA e SFB em TCM 199, concluindo que

0,3% de BSA favoreceu a maturacdo as 48 horas de cultivo e 20% de SFB as 96 horas.

A suplementacdo com hormonios sexuais nos meios de cultivo € baseada no fato
de que os odcitos caninos em fase de vesicula germinativa estdo sujeitos, in vivo, a
niveis decrescentes de estrogeno e crescentes de progesterona no foliculo pre-

ovulatério (HEWITT e ENGLAND, 1997; NICKSON et al., 1993). Entretanto, KIM et al.
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(2005), afirmam que a suplementacdo com progesterona e estradiol pode aumentar ou
diminuir as taxas de maturacdo nuclear dos odcitos caninos, dependendo da sua
concentracdo. Os autores relataram que a associacdo destes esterdides na
concentragdo de 2ug/ml tem efeito positivo na maturagédo nuclear quando comparado

com a mesma concentragao isoladamente.

Ja os horménios gonadotréficos, desempenham papel fundamental no
desenvolvimento dos foliculos ovarianos e, indiretamente, no o6cito em crescimento. A
onda pré-ovulatéria de LH induz a quebra da vesicula germinativa in vivo, pois reduz a
comunicacao existente entre as células do cumulus e o odcito, evitando o transporte de
substancias inibitérias da competéncia meibtica; e ainda, estimula a sintese de um sinal
indutor para o inicio da meiose, possivelmente, representado pelo calcio (EPPIG, 1993).
A respeito do FSH, este hormoénio possui participacdo primordial na expansdo dos
complexos cumulus-odcito, mediada, provavelmente, por AMPc (SALUSTRI et al.,

1993).
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3. MATERIAL E METODOS
FLUXOGRAMA

Selecgdo e classificagdo dos animais em dois grupos

SN

Fase Folicular - FO Anestro - AN

/

OHE

l

Obtengdo e transporte dos ovdrios

Obtencdo e selegdo dos COC's grau I

Classificagdo morfoldgica e morfométrica dos COC's grau I —»> Experimento I

VY

diametro > 110um didmetro < 110pm

COC's selecionados

para os
Experimentos II, IIT e IV

% Experimento IT

2/3 Experimento ITI

1/3 Experimento IV
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3.1 -Local e Animais

Neste estudo foram utilizadas 30 fémeas caninas (15 animais em fase folicular —
FO; e 15 animais em anestro — AN), de diversas racas, com idade entre um e sete
anos, peso médio de 15Kg e consideradas higidas mediante ao exame fisico e clinico.
Os animais foram submetidos a ovario-histerectomia, junto ao Setor de Obstetricia e
Reproducdo Animal do Hospital Veterinario “Governador Laudo Natel” e os
procedimentos in vitro foram realizados no Laboratério de Reproducdo Animal, do
Departamento de Medicina Veterinaria Preventiva e Reproducdo Animal, da Faculdade
de Ciéncias Agrarias e Veterinarias — UNESP — Campus de Jaboticabal. Os odcitos
foram avaliados quanto a sua morfologia através da microscopia eletrdnica de
transmissao (MET) e varredura (MEV). Com relacdo a MET, o processamento das
amostras até a etapa de inclusdo em resina foi realizada no Laboratorio de Microscopia
Eletronica do Departamento de Patologia da FMVZ — USP Sao Paulo sob coordenacao
do Prof. Dr. Idércio Luiz Sinhorini e as etapas referentes aos cortes semi-finos, ultra-
finos e observacdo no microscopio eletrénico de transmissdo foram efetuadas no
Laboratorio de Microscopia Eletrobnica da Faculdade de Ciéncias Agrarias e
Veterinarias, Campus de Jaboticabal - UNESP. A respeito da MEV, o processamento
das amostras, bem como a observacdo no microscopio eletrénico de varredura foi
realizado no Laboratorio de Microscopia Eletronica da Faculdade de Ciéncias Agrarias e

Veterinarias, Campus de Jaboticabal-UNESP.
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3.2 - Determinacéo da fase do ciclo estral

As cadelas foram classificadas, nos seguintes grupos, de acordo com o “status”
reprodutivo: FO — Fase Folicular e AN — Anestro.

A classificacdo foi feita através de anamnese, citologia vaginal (Apéndice 1)
conjuntamente com a observacéo da presenca ou auséncia de foliculos ou corpo luteo
na superficie ovariana. Ademais, coletou-se amostra de sangue de cada animal, a qual
foi centrifugada a 955¢g por 10 minutos e dessorada. O soro foi enviado para o Centro
de Andlises e Pesquisas Clinicas Alvaro, na cidade de Cascavel/Parana, onde se
realizou a dosagem sérica de progesterona, pelo método de quimioluminescéncia, para

confirmacéo da fase do ciclo estral, como mostra o quadro 1.

Quadro 1. Correlacéo entre a dosagem sérica de progesterona (P4) no plasma e a

fase do ciclo estral.

Concentracao de P4 (ng/mL) no plasma Fase do ciclo estral
Menor que 1,0 Anestro
Menor que 1,0 a 2,0 Proestro
1,0a20,0 Estro
4,0a10,0 Ovulacao

Valores de referéncia para a espécie canina do Centro de Analises e Pesquisas Clinicas Alvaro
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Dessa forma, seguindo os valores de referéncia do Centro de Analises e
Pesquisas Clinicas Alvaro para determinar a fase do ciclo estral, segue abaixo (tabelas

1 e 2) as dosagens séricas de progesterona dos animais inclusos no experimento:

Tabela 1. Dosagens séricas de progesterona das cadelas incluidas no grupo FO
(Fase folicular) — Jaboticabal, 2010.

Animal Dosagem de P4 ng/mL
1 5,40
2 5,00
3 1,60
4 3,30
5 8,50
6 3,30
7 4,90
8 5,70
9 6,10
10 2,70
11 2,80
12 3,00
13 4,00
14 3,80

[EEN
a1

5,90
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Tabela 2. Dosagens séricas de progesterona das cadelas incluidas no grupo AN
(anestro) — Jaboticabal, 2010.

Animal Dosagem de P4 ng/mL
1 0,54
2 0,86
3 0,70
4 0,40
5 0,52
6 0,60
7 0,90
8 0,90
9 0,60
10 0,74
11 0,67
12 0,50
13 0,80
14 0,90
15 0,40

3.3 — Obtencéao e selecao de odcitos

ApOs o0 procedimento da ovario-histerectomia, os ovarios foram colhidos
assepticamente, imersos em solucao fisioldégica de cloreto de sédio 0,9% aquecida a
38°C (Solucdo de Transporte) e, imediatamente transportados ao Laboratério de
Reproducdo da FCAV/UNESP - Campus de Jaboticabal. Em placa aquecida, os
mesmos foram fatiados em solucdo de PBS adicionado de 10% de SFB a 38 °C para a
liberagdo dos COC’s, os quais foram classificados de acordo com o critério adotado por

HEWITT e ENGLAND (1998a — Apéndice 2) (Figura 1). Os COC’s grau | selecionados
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tiveram seu diametro oocitario mensurado por um reticulo milimetrado de medicéo para
ocular de 10X do Estereomicroscopio (Figura 2). De acordo com a calibracdo, em
aumento 4, o valor de cada milimetro da régua correspondia a 27,5 pum. Assim, 0s
oocitos foram divididos em dois grupos. Sendo o0 primeiro grupo composto por o0citos
com o diametro inferior a 110 um e outro grupo de odcitos com diametro igual ou
superior a 110 um (Experimento 1). Para os demais experimentos (ll, 11l e 1V) foram

utilizados apenas os oécitos com diametro igual ou superior a 110 pm.

3

r'd

'

Figura 1. Fotografia em estereomicroscopio (aumento 4X) de complexos cumulus-odcito (COCs)
de diferentes graus. Seta 1 : COC grau 1 (selecionado para maturacéo), seta 2 e 3: COCs graus
Il e 1l respectivamente (ndo selecionados para maturacao).

Figura 2. Fotografia em estereomicroscopio (aumento 4X) da mensuracéo do didametro oocitario por

reticulo milimetrado de medi¢cdo (10mm/100partes).



25

3.4 — Maturagao in vitro

Apés a selegdo, parte dos oocitos com didmetro = 110um foi separada, e
imediatamente fixada (fixacdo primaria) e armazenada a 4°C até a realizacdo dos
métodos de microscopia eletrbnica de varredura e transmissdo para avaliacao
morfologica de odcitos recém colhidos e ndo maturados (Experimento Il). Outra parte foi
dividida em grupos de até 20 odcitos, os quais foram transferidos para placa tipo
NUNC® contendo duas gotas de 500uL de meio de maturacdo especifico para cada
tratamento. Posteriormente a placa foi acondicionada em estufa 38°C em atmosfera de
5% de CO; por periodo de 72 horas, sendo que apds 48 horas do inicio do cultivo
realizou-se a retirada de 250uL de meio de cada po¢o com posterior reposicao de
mesma quantidade de meio, recém preparado. Cada poc¢o continha meio especifico

para cada tratamento, porém todos com a mesma base de constituicdo (meio TCM199).
Assim, os meios de cultivos utilizados neste experimento foram:
- Meio A: TCM199 (controle — Apéndice 3)

- Meio B: TCM199 suplementado com 10UI/mL de hCG, 2ug/mL de progesterona (P4) e

2ug/mL de estradiol (Ez) (PIRES, 2006, modificado).

Apds 72 horas de cultivo, os odécitos foram divididos em trés partes: sendo uma
para avaliacdo do estadio de maturagdo nuclear (configuracdo da cromatina) e
citoplasmatica (distribuicdo dos granulos corticais) pelo método de coloracdo FITC-
Lecitina-Hoescht 33342 (Experimento 1V) e as outras duas para avaliacdo morfologica

do complexo cumulus-o0cito apds a maturacao in vitro, onde uma parte foi avaliada
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pela técnica de microscopia eletrbnica de varredura e a outra pela transmisséo

(Experimento III).

3.5 - Avaliacéo do estadio de maturacdo nuclear e citoplasmaética

Apos o periodo de maturacao in vitro, os odcitos foram submetidos a coloragéo
FITC-Lecitina-Hoescht 33342 de acordo com a metodologia descrita por CHERR et al.
(1988) com algumas modificacdes, para avaliacdo do estadio de maturacdo nuclear e
citoplasmatica. Sendo assim, os odcitos foram colocados em placas contendo 200uL de
solucéo de hialuronidase 0,2% e aspirados repetidas vezes com a pipeta de 100uL para
remocdo completa das células do cumulus. Ato continuo, foram transferidos para
solucéo de PBS pH 2,5 onde permaneceram até que a zona pelicida ndo fosse mais
visualizada. Os odcitos foram entdo fixados em formaldeido 3% por 30 minutos a
temperatura ambiente, e incubados "overnight” em solucdo de bloqueio (SB). No dia
subsequente, foram tratados por 5 minutos a 38°C em solucédo de 0,1% de Triton X-100
para a permeabilizagcdo. Em seguida, foram incubados em 10ug/mL de Lens culinaris
diluida em 500uL de SB por 15 minutos a 38°C, lavados trés vezes em solucdo de
bloqueio e transferidos para laminas contendo uma gota de bisbenzimide (Hoechst
33342) em glicerol (0,001%), recobertos com laminulas e examinados em microscopio
de epifluorescéncia (330-385nm e 420-490nm) para avaliacdo dos granulos corticais

(maturacao citoplasmatica) e morfologia do DNA (maturacdo nuclear). (Experimento V).
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3.5.1. Classificacdo do estadio de maturacao nuclear

A classificacdo do estadio de maturacdo nuclear foi realizada segundo os
critérios adotados por HEWITT e ENGLAND (1997), baseado na morfologia do DNA por

graus variados de condensacéo cromossomica (Figura 3).

A avaliacao foi realizada em microscopio invertido FLUOVERT Leica, equipado
com luz ultravioleta e filtro para comprimento de onda entre 365-420 de
excitacdo/emissao. Assim, os graus avaliados foram:

1. Vesicula Germinativa (VG, estadio dictiato da préfase [): Presenca de nucleo
vesicular com cromossomos pouco condensados.

2. Quebra de Vesicula Germinativa (QVG): Cromossomos apresentam algum grau de
condensacao com dispersa distribuicdo, porém ainda com nucleo de aspecto vesicular.
3. Metéafase | (MI): Cromossomos atingem grau mais elevado de condensag¢do néo
sendo possivel a visualizacdo individual dos mesmos.

4. Metafase Il (MIl): Cromossomos metafasicos na periferia do ooplasma e

aparecimento do primeiro corpusculo polar.

5. D/NI : degenerados ou ndo passiveis de identificacao.



Figura 3: Fotomicrografia de odcitos caninos em diferentes estadios de maturacédo nuclear
apos o cultivo in vitro por 72 horas. Coloragédo FITC-Lecitina-Hoescht 33342, comprimento
de onda 330-385nm para avaliagdo e classificacdo da cromatina. Vesicula germinativa (A),

Quebra de vesicula germinativa (B), Metafase | (C), Metafase Il (D) e Degenerado (E).
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3.5.2. Classificacdo do estadio de maturacao citoplasmaética

A avaliacdo da maturacdo citoplasmatica foi baseada na distribuicdo dos

granulos corticais no citoplasma (AVELINO, 2004) (Figura 4).
1. Imaturos: Granulos corticais dispostos em “cluster” no citoplasma.

2. Parcialmente maturos (Transicdo): Granulos corticais em transicdo do centro

para periferia do odcito.

3. Maturos: Granulos corticais concentrados na periferia do odcito.

Figura 4. Fotomicrografia de odécitos caninos em diferentes estadios de maturagéo citoplasmatica apds o
cultivo in vitro por 72 horas. Coloragdo FITC-Lecitina-Hoescht 33342, comprimento de onda de 420-
490nm para avaliacado e classificacdo da dispersdo dos granulos corticais. A: Imaturidade citoplasmatica.
GC dispostos em “clusters” no interior do odcito (seta). B: Maturidade citoplasmatica parcial. GC em
transicdo do centro (seta branca) para a periferia (seta preta). C: Maturidade citoplasmatica. GC

concentrados na periferia formando um halo ao redor do odcito (seta).
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3..6 - Avaliacdo morfolégica

3.6.1 - Microscopia eletrénica de transmisséo (MET)

A microscopia eletrénica de transmissdo foi realizada de acordo com a
metodologia descrita por VIARIS DE LESEGNO et al. (2008a) com algumas
modificacdes.

Para a realizacdo da analise ultra-estrutural os COC’s foram fixados em
glutaraldeido 2% em 0,1M de tampéo cacodilato de sédio (pH 7,2) por 90 minutos a
38°C e estocado em solucdo tampdao cacodilato de sodio 0,1M/sucrose 0,2M a 4°C até
0 processamento das amostras. Na sequéncia, as amostras foram lavadas trés vezes
em solucao salina 0,9% e pdés-fixadas em tetroxido de 6smio 1% em tampao cacodilato
de sddio 0,1M (pH 7,2) por 24 horas. Em seguida foram novamente lavadas em solucéo
salina 0,9%, coradas em acetato de uranila 0,5% “overnight” e transferidas para uma
gota contendo agar. O material foi armazenado a 4°C até a formacao do “pelet”, o qual
foi recortado e novamente colocado em acetato de uranila 0,5% “overnight”. Ao término
desta etapa as amostras foram desidratadas em uma série graduada de acetona Merck
® (30-100%) e incluidas em Araldite 502. ApO0s a inclusdo, o material foi levado para
estufa a 60°C onde permaneceram por 72 horas para polimerizacdo da resina. Na
sequéncia, os blocos foram removidos da forma de inclusdo e trimados para a retirada
do excesso de resina (Figura 5 A,B,C). Em seguida foram feitos cortes semi-finos e
ultra-finos no ultramicrétomo (Figura 5 D e E). Os cortes semi-finos foram realizados

com navalha de vidro a uma espessura de 500nm. A cada avanco de 5um realizava-se
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uma lamina, corada com azul de toluidina a 0,25% em solucdo aquosa de borato de
sédio a 1%, para verificagdo da regido do corte. Assim que a regido do cumulus era
ultrapassada, a espessura do corte era reduzida para 200nm e a cada avanc¢o de 2um,
os cortes eram colhidos e montados em lamina de vidro, corados e observados para
verificagdo da proximidade da regido do nucleo (Figura 6). Quando a lamina revelava a
proximidade ou presenca do nucleo, a espessura do corte era novamente reduzida para
100nm, trocava-se a navalha de vidro pela de diamante para realizagdo de cortes
ultrafinos (50 -70nm), os quais eram montados em grades de cobre oval 2x1, revestidas
com parlodio (apéndice 4), e contrastadas com acetato de uranila e citrato de chumbo
antes de serem analisadas no microscopio eletrénico de transmissdo da marca JEOL e

modelo 1010, instalado na FCAV/UNESP, Campus de Jaboticabal (Figura 5F).
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Figura 5. A e B: Aparelho utilizado para realizar a trimagem do bloco. C: PirAmide obtida apés a
trimagem. D: Aparelho ultramicrotomo Leica E: Bloco de resina sendo cortado pela navalha de
diamante. F: MicroscOpio eletrénico de transmissdo da marca JEOL e modelo 1010, instalado no
Campus da FCAV/UNESP, Jaboticabal.



Figura 6. Sequéncia de cortes semi-finos e ultra-finos, corados com azul de toluidina a 0,25% em
solugdo aquosa de borato de sodio a 1%, desde as células do cumulus até a regido do ndcleo no
interior do odcito de fémeas caninas (Microscopio de luz, aumento 40X). A,B e C: Progressao dos
cortes na regido do cumulus. D: A seta indica a zona pellcida, ou seja, a regido das células do
cumulus foi ultrapassada. E: Odcito canino, com células do cumulus, zona pelicida ao redor do

odcito (indicado pela seta) e 0 ooplasma. F: Odcito com material nuclear apontado pela seta.
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3.6.1.1 — Andlise das amostras da MET

A microscopia eletrbnica de transmissdo nos permite analisar caracteristicas
ultra-estruturais capazes de diferir oécitos ndo maturos de o6citos maturos in vitro (tanto
para maturidade nuclear quanto para a citoplasmatica).

Dessa forma, os odcitos separados aleatoriamente para analise através da MET
foram avaliados quanto aos seguintes parametros segundo MARTINS (2008), VIARES
DE LESEGNO et al. (2008b) e HYTTEL et al. (1986):

e Distribuicdo dos granulos corticais e mitocondrias

Presenca de juncdes do tipo GAP entre as células do cumulus e odcito

e Grau de involucédo do complexo de Golgi

e Presenca de microvilosidades e gotas de lipidio

e Avaliacdo da maturidade nuclear através da analise da configuracao
nuclear (VG, QVG, M, MIl e Degenerados).

e Andlise da posi¢cdo nuclear no interior do citoplasma do odcito canino,
conforme esquema mostrado na Figura 7.

e Analise dos diametros do odécito com e sem zona pellcida, didametro do

nacleo e nucléolo, didmetro das camadas das células do cumulus e

espessura da zona peliucida. As medidas foram realizadas usando

software Motic Images Plus versao 2.0.



VG, VG,
A
Envelope nuclear
Odbcito
Membrana Plasmatica
Antes da MIV
B VG, VG, VG, Apds a MIV

Figura 7: Esquema adaptado de VIARIS DE LESEGNO et al.(2008b) utilizado para classificar a
VG de odcitos recém-colhidos e ndo maturados (A) e odcitos que permaneceram em VG apés o
processo de maturacdo in vitro (B). A: Antes da maturacdo in vitro a VG, revela nacleo central
arredondado com grande nucléolo reticulado. E VG, apresenta nucleo ligeiramente achatado
disposto na periferia do o6cito e nucléolo em vérios estadios de condensacdo da cromatina. B:
ApOs a maturagéo in vitro a VG pode ser classificada em trés diferentes padrées: VG, com grande
nacleo arredondado e central. VG, ndcleo periférico, ligeiramente achatado e nucléolo ndo se
apresenta envolto por cromatina condensada. VG nlcleo periférico, achatado e nucléolo envolto

por cromatina condensada.

35



36

3.6.2 — Microscopia eletrénica de varredura (MEV)

As etapas de processamento em microscopia eletrbnica de varredura foram
realizadas utilizando uma adaptacao da técnica ja utilizada no Laboratorio da MEV da
UNESP/Jaboticabal com algumas modificacfes.

Para a realizacdo da analise ultra-estrutural os COC’s foram fixados em
glutaraldeido 2% em 0,1M de tampéao cacodilato de sédio (pH 7,2) por 90 minutos a
38°C e estocado em solucdo tampdao cacodilato de sodio 0,1M/sucrose 0,2M a 4°C até
0 processamento das amostras. Na sequéncia, as amostras foram lavadas trés vezes
em solucao salina 0,9% e pds-fixadas em tetroxido de 6smio 1% em tampao cacodilato
de sodio 0,1M (pH 7,2) por 4 horas. ApoOs esta etapa as amostras foram lavadas em
solucéo salina 0,9%, desidratadas em uma série graduada de acetona Merck ® (30-
100%) e secas em secador de ponto critico. Em seguida foram montadas em “stubs”, e
metalizadas em ouro, para posterior avaliacdo no microscopio eletrénico de varredura

Jeol JSM 5410, instalado no Campus da FCAV/UNESP, Jaboticabal (Figura 8).
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Figura 8: Etapas efetuadas durante a realizacdo da técnica de microscopia eletrénica de varredura
em odcitos de cadela. A: Desidratagdo dos odécitos executada em capsulas de micropore. B: Secador
de ponto critico. C: Aparelho de metalizagdo Denton Vacuum. D: Microscépio Eletrénico de Varredura

Jeol JSM 5410.
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3.6.2.1 — Anélise das amostras da MEV

Devido a escassez de estudos com microscopia eletrbnica de varredura em
oocitos caninos (HAENISCH-WOEHL et al., 2003), a metodologia utilizada para analise
das amostras foi desenvolvida ao longo desta pesquisa. Sendo assim, 0S 00citos
aleatoriamente separados para a MEV foram avaliados quanto aos seguintes

parametros segundo HAENISCH-WOEHL et al. (2003):
1. Arranjo (Figura 9 A e B) e forma das células do cumulus (Figura 9 E).

2. Processos emitidos entre as células do cumulus e destas células para a zona
peltucida. Dentro deste item dividiu-se os processos em longos e curtos (Figura 9 C e

D).
3. Alintensidade de comunicacao entre as células do cumulus (Figura 10).

4. E quando possivel, as caracteristicas da zona pelucida (Figura 11). Nesta etapa
avaliou-se ndo somente a zona pelucida como também as porcentagens de células do
cumulus perdidas pelo odcito (Figura 12), visto que, a zona pellucida somente pode ser

avaliada quando o odcito apresentava-se parcial ou totalmente desnudo.

A avaliacdo foi qualitativa e quantitativa, para tal estipulou-se uma escala para
estabelecer ndo somente a intensidade de comunicacéo entre as células do cumulus
como também a porcentagem de perda destas células (quadro 3). Posteriormente estes
dados foram transformados em valores absolutos para se proceder a analise estatistica,

conforme mostra o (quadro 2).



39

OBS: A analise estatistica da MEV foi feita exclusivamente para a intensidade de

comunicacao entre as células do cumulus.

Quadro 2: Escala de intensidade de comunicacédo entre as células do cumulus do
odcito canino — Jaboticabal, 2010.

Intensidade de processos emitidos entre as células do cumulus

Nenhum - 0
Pouco + 1
Moderado ++ 2
Intenso +++ 3
Muito intenso ++++ 4

Quadro 3: Escala de intensidade de perda de células do cumulus da superficie do
odcito canino — Jaboticabal, 2010.

Nula -
Baixa +
Média ++

Intensa +++

Muito intensa F+++
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Figura 9: Eletronmicrografia de varredura do complexo cumulus-o6cito de fémea canina onde se
observa: A: Células do cumulus dispostas regularmente ao redor do odécito (aumento 750 x). B:
Células do cumulus dispostas irregularrmente ao redor do oécito (aumento 750 x). C: Comunicagéo
entre as células do cumulus através de longos processos emitidos entre estas células (seta) (aumento
5000 x). D: Comunicagdo entre as células do cumulus através de curtos processos emitidos entre
estas células (seta) (3500 x). E: Forma arredondada das células do cumulus ao redor do odcito (7500

X).



Figura 10: Eletronmicrografia de varredura do complexo cumulus-o6cito de fémeas caninas
demonstrando os parametros utilizados para se estabelecer a escala de intensidade de comunicagéo
entre as células do cumulus. A: Nenhum processo emitido entre as células do cumulus (-) (aumento
3500 x). B: Poucos processos emitidos entre as células do cumulus (+) (aumento 2000 x). C:
Quantidade moderada de processos emitidos entre as células do cumulus (++) (aumento 2000 x). D:
Intensa quantidade de processos emitidos entre as células do cumulus (+++) (aumento 2000 x). E:

Quantidade muito intensa de processos emitidos entre as células do cumulus (++++) (aumento 3500 x).
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Figura 11: Eletronmicrografia de varredura de complexo cumulus-o6cito de fémeas caninas,
demonstrando auséncia de células do cumulus em partes do odcito, onde pode-se verificar diferentes
caracterisitcas da zona pellcida. A: Zona pellcida com aspecto espongiforme e poros estreitos (aumento

3500 x) B: Zona pelicida com aspecto espongiforme e numerosos e largos poros elipticos e esféricos

(aumento 3500 x).



Figura 12: Eletronmicrografia de varredura de complexo cumulus-oécito de fémeas caninas
demonstrando os parametros utilizados para estabelecer a escala de intensidade de perda de células do
cumulus. A: Perda de células do cumulus nula (-) (aumento 750 x). B: Baixa perda de células do
cumulus (+) (aumento 750 x). C: Mediana perda de células do cumulus (++) (aumento 500 x). D: Intensa
perda de células do cumulus (+++) (aumento 1000 x). E: Perda de células do cumulus de forma muito

intensa, oocito quase desnudo por completo (++++) (aumento 750 x).
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3.7 - Andlise estatistica

A andlise estatistica sera apresentada separadamente para os experimentos I, Il,

lelv.

3.7.1 — Experimento | - “Analise da distribuicdo do diametro oocitario de acordo com o

status reprodutivo de fémeas caninas”.

Para se evidenciar diferenca nas proporcdes de oécitos com diametros maiores
ou menores que 110um, dentro de cada fase e entre elas, utilizou-se o teste T de
Student. Para o0 emprego desse teste, verificou-se previamente que as amostras

apresentavam distribuicdo normal através da Prova de Kolmogorov-Smirnov (K-S).

3.7.2 — Experimento Il — “‘Influéncia da condi¢ao reprodutiva (FO- Fase Folicular e AN-

Anestro) sobre a morfologia do complexo cumulus-odcito™.
- Analise dos dados obtidos por microscopia eletrénica de varredura

O Teste ndo-paramétrico de Wilcoxon para amostras vinculadas (uma s6 variavel
e duas amostras comparadas) foi utilizado na Comparac¢ao in vivo entre 0S processos
curtos e longos emitidos pelas células do cumulus de odcitos para as fases folicular e
anestro. O Teste nao-paramétrico de Mann-Whitney para amostras independentes foi
utilizado na comparagéo in vivo entre as diferentes fases do ciclo estral para os

processos curtos e longos emitidos pelas células do cumulus de oécitos de cadelas.

Para ambos os testes, as diferengas foram consideradas significativas quando p < 0,05.
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- Analise dos dados obtidos por microscopia eletrénica de transmissao

O Teste t-Student foi utilizado para verificar se ocorreram diferencas significativas
entre os diametros do odcito com e sem a zona pellcida, diametro do nucleo e
nucléolo, espessura da zona pellcida e por fim didmetro das células do cumulus nas
diferentes fases do ciclo reprodutivo. As diferencas foram consideradas significativas

qguando p<0,05.

3.7.3 — Experimento Il — “Avaliacdo das caracteristicas morfolégicas do complexo
cumulus-od6cito provenientes de fémeas caninas em fase folicular e anestro apos o

processo de maturacgao in vitro em diferentes meios de cultivo”.
- Analise dos dados obtidos por microscopia eletrénica de varredura

O Teste ndo-paramétrico de Wilcoxon para amostras vinculadas (uma sé variavel
e duas amostras comparadas) foi utilizado na comparacao entre 0S processos curtos e
longos emitidos pelas células do cumulus de odcitos de cadelas em fase folicular (FO) e
anestro (AN) cultivados in vitro em meio sem suplementacdo hormonal e meio
suplementado com P4, E; e LH (meio B). O Teste ndo-paramétrico de Mann-Whitney
para amostras independentes foi utilizado na comparacao entre as diferentes fases do
ciclo estral (folicular x anestro) para os processos curtos e longos emitidos pelas células
do cumulus de odcitos de cadelas cultivados in vitro em meio sem suplementacao

hormonal e meio suplementado com Py, E, e LH (meio B).

Para ambos os testes, as diferengas foram consideradas significativas quando p < 0,05.
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- Analise dos dados obtidos por microscopia eletrénica de transmissao

O Teste t-Student foi utilizado para verificar se ocorreram diferencas significativas
entre os didametros do odécito com e sem a zona pellcida, diametro do nudcleo e
nucléolo, espessura da zona pellicida e por fim didmetro das células do cumulus
comparando as diferentes fases e os diferentes meios de maturacdo. As diferencas

foram consideradas significativas quando p<0,05.

3.7.4 - EXPERIMENTO |V -“Efeito da suplementagdo hormonal no meio de cultivo sobre
a maturacdo nuclear e citoplasmatica de odcitos de fémeas caninas obtidos em

diferentes fases do ciclo estral”

O Teste néo-paramétrico y2 (qui-quadrado) para amostras independentes foi
utilizado nas seguintes situagoes:
e comparacdo entre os meios de cultivo A e B, dentro de cada fase do ciclo
reprodutivo (fase folicular e anestro) para os estadios de maturagéo nuclear (VG,
QVG, MI, MIl, Retomada da meiose QVG-MII e Degenerados) e citoplasmatica
(Imaturos, Transicdo e Maturos)..
e comparacdo dos meios de cultivo (meio A e meio B) entre as fases folicular e

anestro para cada estadio de maturacéo nuclear e citoplasmética.
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4. RESULTADOS

No presente estudo foram utilizados ovéarios de 30 cadelas, sendo 15 na fase
folicular (FO) e 15 em anestro (AN). O namero total de COC'’s grau | recuperados foi de
1106, sendo 878 odcitos 2110um e 228 <110um de diametro. Para o experimento | foi
utilizado o total de COC’s recuperados, ou seja, 1106 odcitos, para analise da
distribuicdo do didmetro oocitario de acordo com o status reprodutivo das fémeas
caninas. Entretanto, para a realizacdo dos demais experimentos (II, lll e IV) foram
utilizados apenas os COC’s com diametro maior ou igual a 110um (878 0d4citos).

As frequéncias absolutas e relativas (%) de COC’s recuperados, bem como a
meédia de odcito fornecido por cada fémea pertencente aos grupos FO e AN encontram-
se na tabela 3.

Tabela 3 — Frequéncia absoluta e relativa (%) de COC’s Grau | e com diametro
igual ou superior a 110 pm recuperados de 30 fémeas caninas, sendo 15 na fase
folicular e 15 em anestro e a média de od6cito fornecido por cada fémea -
Jaboticabal, 2010.

Frequéncia Absoluta e Relativa (%)

Parametros Folicular (FO)  Anestro (AN) Total
COC’s grau | 584 (100) 522 (100) 1106 (100)
COC’s grau | 2 110 um 479 (82) 399 (76,4) 878 (79,38)
Média de COC’s por fémea 38,93 34,8

A seguir sdo apresentados separadamente os resultados dos Experimentos I, 11,

elv.
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4.1- EXPERIMENTO | - “Analise da distribuicao do didmetro oocitario de acordo

com o status reprodutivo de fémeas caninas”.

Na tabela 4 sdo apresentados os resultados da distribuicdo do diametro oocitario
dentro de cada fase reprodutiva (fase folicular — FO e anestro — AN). E na tabela 5, os
dados referentes as médias, desvio padrdo e coeficiente de variacdo de COC’s com
didmetro 2110 um e < 110 um provenientes de fémeas na fase folicular e anestro.
Tabela 4. Frequéncia absoluta e relativa (%) de COC’s Grau | e com diametro <110

pum e > 110 um, obtidos de ovérios de fémeas caninas em fase folicular (FO) e
anestro (AN)- Jaboticabal, 2010.

Estadios n° COC’s Grau | n° COC’s diam. n° COC’s
reprodutivos 2110 um didm. <110 um
Folicular (FO) 584 479 105
Anestro (AN) 522 399 123

Total de oo6citos 1106 878 228
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Tabela 5. Média, desvio padrao e coeficiente de variagao de COC’s com diametro

2 ou < que 110 um, recuperados de fémeas caninas em fase folicular (FO) e

anestro (AN) — Jaboticabal, 2010.

Estadio Reprodutivo

Diametro Fase folicular (FO)

Anetro (AN)

Média Desvio Coeficiente Média

Desvio Coeficiente de

padrdo devariacédo padréo variacao
<110pum 0,182 0,11 54,74% 0,236° 0,09 41,04%
2110pm 0,82° 0,11 13,87% 0,764° 0,09 12,14%

Letras diferentes ha mesma coluna diferem entre si (P<0,05).

Os resultados demonstraram que as porcentagens de odcitos com diametro

inferior a 110um foram 18% e 23,6% e para diametro superior a 110um foram 82% e

76,4%, respectivamente para fase folicular (FO) e anestro (AN). A analise dos dados

revelou ndo haver diferenca entre as condi¢cdes reprodutivas quando se compara classe

de odcitos de mesmo diametro. Porém, quando se analisa propor¢cées de odécitos com

diametros maiores e menores que 110um dentro da mesma condicdo reprodutiva

verificou-se diferenca (p<0,05).
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4.2 - EXPERIMENTO I - “Influéncia do status reprodutivo de fémeas caninas (FO-

Fase folicular e AN-Anestro) sobre a morfologia do complexo cumulus-oécito”

O experimento Il consistiu em analisar as caracteristicas morfolégicas dos
complexos cumulus-odécitos recém colhidos de fémeas caninas em diferentes estadios
reprodutivos através das técnicas de microscopia eletrdbnica de varredura e
transmissdo. Assim, os resultados sdo apresentados separadamente de acordo com a
técnica utilizada, de tal forma que os resultados da avaliagdo das caracteristicas
morfolégicas dos complexos cumulus-oécitos recém colhidos de fémeas caninas em
fase folicular (FO) ou anestro (AN) por microscopia eletrbnica de varredura estéao

dispostos no item 4.2.1 e por microscopia eletrénica de transmissdo no item 4.2.2.

4.2.1 — Avaliacdo da morfologia do complexo cumulus-o6cito recém colhido,
proveniente de animais em fase folicular (FO) e anestro (AN), por microscopia

eletrbnica de varredura.

No total foram separados randomicamente 64 odcitos Grau |, advindos de
animais em fase folicular (FO) e 55 odcitos Grau | de animais em anestro (AN), para
serem avaliados pela técnica de microscopia eletrénica de varredura (recém colhidos,

ou seja zero hora). As frequiéncias absolutas e relativas estdo na tabela 6.
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Tabela 6 - Frequéncia absoluta e relativa (%) de COC’s recém colhidos
provenientes de 15 fémeas caninas em Fase Folicular (FO) e 15 em Anestro (AN),
para avaliagcdo morfolégica por microscopia eletrénica de varredura — Jaboticabal,
2010.

Fase Folicular (FO) Anestro (AN)
Parametros Frequéncia Frequéncia
Absoluta Relativa (%) Absoluta Relativa (%)
COC Grau | 64 100 55 100
Avaliados 40 62,5 31 63,3
Perdidos 24 37,5 24 43,6

Como pode ser observado na tabela 6, do total de 64 odcitos separados para a
MEV pertencentes ao grupo FO (Fase Folicular), 24 (37,5%) foram perdidos durante o
procedimento, e 40 foram analisados. E do total de 55 odcitos pertencentes ao grupo
AN (Anestro), 24 (43,6%) foram perdidos. As perdas ocorreram essencialmente durante

a secagem do material no secador de ponto critico e durante a metalizagao.

Nas tabelas 7 e 8 estdo apresentados respectivamente, os parametros avaliados
através da técnica de microscopia eletronica de varredura, de odcitos recém colhidos

(zero hora) pertencentes ao grupo FO e AN.
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Tabela 7 — Complexos cumulus-oécitos canino, recém colhidos, pertencentes ao
grupo FO (Fase Folicular), avaliados por microscopia eletrbnica de varredura,
guanto ao arranjo e forma das células do cumulus, bem como, processos longos

e curtos emitidos entre estas células — Jaboticabal, 2010.

Processos emitidos entre CC
COC'’s

avaliados Arranjo CC Forma CC
Longos Curtos
1 Regularmente Arredondada - +++
2 Regularmente Arredondada - +++
3 Regularmente Arredondada + +++
4 Regularmente Arredondada + +++
5 Regularmente Arredondada ++ +++
6 Regularmente Arredondada ++ +
7 Regularmente Arredondada ++ ++
8 Regularmente Arredondada + +
9 Regularmente Arredondada ++ ++++
10 Regularmente Arredondada ++ ++++
11 Regularmente Arredondada + +++
12 Regularmente Arredondada ++ 4+
13 Regularmente Arredondada ++ +++
14 Regularmente Arredondada ++ +++
15 Regularmente Arredondada ++ +++
16 Regularmente Arredondada + +++
17 Regularmente Arredondada + ++




Continuacgéo databela 7
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18 Regularmente Arredondada ++ +++
19 Regularmente Arredondada - ++
20 Regularmente Arredondada + ++
21 Regularmente Arredondada + ++
22 Regularmente Arredondada ++ ++
23 Regularmente Arredondada - ++
24 Regularmente Arredondada - +++
25 Regularmente Arredondada - +++
26 Regularmente Arredondada - +
27 Regularmente Arredondada - +
28 Regularmente Arredondada - +
29 Regularmente Arredondada + +++
30 Regularmente Arredondada + +++
31 Regularmente Arredondada ++ 4+
32 Regularmente Arredondada ++ 4+
33 Regularmente Arredondada + +
34 Regularmente Arredondada ++ ++
35 Regularmente Arredondada ++ ++4
36 Regularmente Arredondada - -
37 Regularmente Arredondada ++++ ++++
38 Regularmente Arredondada ++++ 4
39 Regularmente Arredondada +++ +++
40 Regularmente Arredondada +++ +++

Intensidade dos processos emitidos entre as células do cumulus: Nenhum (-);

intenso (++++).

Pouco (+); Moderado (++); Intenso (+++); Muito
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Tabela 8 — Complexos cumulus-oécitos canino, recém colhidos, pertencentes ao

grupo AN (Anestro), avaliados por microscopia eletrénica de varredura, quanto ao

arranjo e forma das células do cumulus, bem como, processos longos e curtos

emitidos entre estas células — Jaboticabal, 2010.

Processos emitidos entre CC

a\z(l)i;;zs Arranjo CC Forma CC

Longos Curtos
1 Regular Arredondada +++ +
2 Regular Arredondada +++ ++
3 Regular Arredondada ++ +++
4 Regular Arredondada + ++
5 Regular Arredondada +++ +++
6 Regular Arredondada ++ +++
7 Regular Arredondada - -
8 Regular Arredondada + ++
9 Regular Arredondada + +++
10 Regular Arredondada + +++
11 Regular Arredondada ++ +++
12 Regular Arredondada ++ ++
13 Regular Arredondada + ++++
14 Regular Arredondada - ++
15 Regular Arredondada + ++
16 Regular Arredondada + +++
17 Regular Arredondada ++ ++
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Continuacao da tabela 8

18 Regular Arredondada + +++
19 Regular Arredondada +++ +++
20 Regular Arredondada + +++
21 Regular Arredondada +++ +++
22 Regular Arredondada - ++
23 Regular Arredondada ++ +++
24 Regular Arredondada +++ +
25 Regular Arredondada ++ +
26 Regular Arredondada ++ +
27 Regular Arredondada ++++ ++++
28 Regular Arredondada +++ ++++
29 Regular Arredondada ++ +++
30 Regular Arredondada +++ +++
31 Regular Arredondada +++ +++

Intensidade dos processos emitidos entre as células do cumulus: Nenhum (-); Pouco (+); Moderado (++); Intenso (+++); Muito
intenso (++++)

Analisando as médias nas tabelas 7 e 8, verificou-se que independente da
condicdo reprodutiva, as células do cumulus de odcitos recém colhidos apresentam

forma arredondada e arranjo regular.

Com relacdo aos processos emitidos entre as células do cumulus, a Figura 13
mostra a distribuicAo de processos longos e curtos de oocitos recém colhidos

provenientes de cadelas em fase folifular e anestro apresentadas nas tabelas 7 e 8.
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Figura 13 - Intensidade de comunicacao entre as células do cumulus estabelecida através de processos
longos e curtos em odécitos recém colhidos (Oh) provenientes de cadelas em fase folicular e anestro -
Jaboticabal, 2010.

Analisando-se a Figura 13, verificou-se que aproximadamente 50% dos odécitos
provenientes de animais em fase folicular e anestro apresentaram processos curtos
com grau intenso ou muito intenso de comunicagéo entre as células do cumulus. Sobre
0S processos longos, observa-se que cerca de 30% dos od4citos em ambas as fases do
ciclo estral demonstraram pouco grau de comunicacdo. Com relagdo ao grau moderado

de comunicacdo entre as células do cumulus, constatou-se distribuicdo praticamente



57

semelhante de odcitos da fase folicular e anestro, independentemente do tipo de

processo (longo ou curto).

Na tabela 9 esta apresentado o resultado da analise estatistica comparando-se a
intensidade de comunicagcdo entre processos curtos e longos dentro de cada fase do
ciclo estral para verificar se a comunicagdo em od6citos recém colhidos se faz
predominantemente através de um determinado tipo de processo (longo ou curto). Na
tabela 10 é apresentado o resultado da analise estatistica comparando a intensidade de
comunicacdo dos processos longos e curtos entre as fases do ciclo estral para verificar
se as fases do ciclo se diferem quanto ao predominio de um determinado tipo de
comunicacao.

Tabela 9 — Comparagcdo entre os processos curtos e longos emitidos pelas

células do cumulus de oécitos recém colhidos de cadelas em fase folicular (FO) e
anestro (AN) — Jaboticabal, 2010.

Fases Curtos X Longos
Folicular Sim* (curtos > longos)
Anestro Sim* (curtos > longos)

* As diferencas sdo consideradas significativas (p<0,05). Foi utilizado o teste de Wilcoxon (Teste ndo paramétrico — amostras
vinculadas).
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Tabela 10 - Comparacdo entre as diferentes fases do ciclo estral (folicular x
anestro) para os processos curtos e longos emitidos pelas células do cumulus de

oo6citos recém colhidos de cadelas — Jaboticabal, 2010.

Processos emitidos pelas células do Fase Folicular (FO) X Anestro(AN)
cumulus
Curtos N&o houve diferenca
Longos N&o houve diferenca

* As diferencas séo consideradas significativas (p<0,05). Foi utilizado o teste de Mann-Whitney (Teste ndo paramétrico — amostras
independentes).

Com base nos resultados apresentados nas tabelas 9 e 10, constatou-se que a
comunicacdo de odcitos recém colhidos de cadelas, independente da condicdo
reprodutiva, ocorre predominantemente através de processos curtos emitidos pelas
células do cumulus (p<0,05) (tabela 9). Comparando-se a intensidade de comunicacao
entre essas células através de processos longos e curtos nas diferentes fases do ciclo
estral, podemos verificar que ndo ha diferenca entre as fases folicular e anestro
(p<0,05) (tabela 10). A partir do exposto, pode-se verificar que a comunicagao entre as
células do cumulus de odcitos recém colhidos, se estabelece de forma intensa atraves
de processos curtos, independente da condi¢cdo reprodutiva da cadela (FO ou AN),

conforme mostra a Figura 14.
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Figura 14: Eletronmicrografia de varredura de complexo cumulus-oécito recém colhido de fémea canina
demonstrando o arranjo e forma das células do cumulus bem como a intensidade de comunicagdo entre
elas. A: Células do cumulus regularmente distribuidas ao redor do oécito (aumento 750 x). B: Células do
cumulus arredondadas se comunicando de forma intensa através de processos curtos (seta) (aumento
3500 x).

4.2.2 - Avaliagcdo da morfologia do complexo cumulus-oécito recém colhido,
proveniente de animais em fase folicular (FO) e anestro (AN), por microscopia

eletrénica de transmissao.

No total foram separados randomicamente 66 odcitos Grau |, advindos de
animais em fase folicular (FO) e 53 odcitos Grau | de animais em anestro (AN), para
serem avaliados pela técnica de microscopia eletrbnica de varredura (zero hora). As

frequéncias absolutas e relativas estdo na tabela 11.
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Tabela 11 - Frequéncia absoluta e relativa (%) de COC’s recém colhidos
provenientes de 15 fémeas caninas em Fase Folicular (FO) e 15 em Anestro (AN),
para avaliacdo morfolégica por microscopia eletrbnica de transmissao -
Jaboticabal, 2010.

Fase Folicular (FO) Anestro (AN)
Parametros U a
Frequéncia Frequéncia
Absoluta Relativa (%) Absoluta Relativa (%)
COC Grau | 66 100 53 100
Avaliados 13 19,7 15 28,3
Perdidos 53 80,3 38 71,7

Como pode ser observado na tabela 11, do total de 66 od6citos separados para a
MET pertencentes ao grupo FO, 53 (80,3%) foram perdidos durante o processamento
das amostras e 13(19,7%) foram avaliados. E do total de 53 odcitos pertencentes ao
grupo AN, 38 (71,7%) foram perdidos e 15 (28,3%) foram avaliados. As perdas
ocorreram durante o processamento das amostras nas etapas de incluséo, trimagem e

ultramicrotomia.

Nas tabelas 12 e 13 estdo apresentados, os dados referentes as médias, desvio
padréao e coeficiente de variacdo dos diametros referentes ao o0cito com e sem a zona
pellcida, nucleo, nucléolo e camada das células do cumulus e espessura da zona

peltcida.
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Tabela 12: Médias, desvio padrdo e coeficiente de variagdo dos diametros

referentes ao od6cito com e sem a zona pellcida e espessura da zona pellcida de

o6citos recém colhidos (OH) provenientes de animais em fase folicular e anestro.
Jaboticabal, 2010.

0 HORA
@ o0cito sem zona @ oocito com zona @ zona pelucida
peltcida peltcida
Folicular ~ Anestro Folicular  Anestro Folicular  Anestro
@ médio 104,5 104,6 126,4 123,9 11,2 10,1
(Hm)
@ max. 1239 119,4 141,0 140,8 15,5 12,3
(hm)
@ min. 80,6 86,6 107,3 102,4 8,0 8,0
(hm)
Desvio 13,4 9,1 11,4 10,6 2,3 1,2
padréo
CV (%) 12,8 8,7 9,0 8,6 21,0 11,8
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Tabela 13: Médias, desvio padrdo e coeficiente de variagdo dos diametros
referentes a camada de células do cumulus, nacleo e nucléolo de od6citos recém
colhidos (OH) provenientes de animais em fase folicular e anestro. Jaboticabal,
2010.

0 HORA

@ células do cumulus @ nucleo @ nucléolo

Folicular Anestro Folicular Anestro Folicular Anestro

@ médio 22,5 25,3 23,9 24,5 5,6 7,5
(hm)

@ max. 45,6 40,8 34,3 29,0 8,1 11,4
(hm)

@ min. 13,1 17,3 11,6 16,8 2,3 3,3
(hm)

Desvio 8,8 7,2 59 4,3 2,5 2,2

padréo

CV (%) 39,3 28,7 24,7 17,6 45,0 29,1

A andlise dos dados apresentados nas tabelas 12 e 13 permitem inferir que
oocitos recém colhidos, provenientes de animais em fase folicular e anestro nao diferem
entre si quanto ao diametro do o6cito com ou sem zona pellcida, nucleo, nucléolo,

camadas de células do cumulus e espessura da zona pelucida.

Na tabela 14, os parametros avaliados através da técnica de microscopia
eletrbnica de transmissao, de odécitos recém colhidos (zero hora) pertencentes ao grupo

FO e AN classificados quanto ao tipo VG (VG e VGy).



63

Tabela 14 — Frequéncia absoluta e relativa (%) de COC’s recém colhidos avaliados
por microscopia eletrénica de transmisséo pertencentes aos grupos FO (Fase
folicular) e AN (Anestro), classificados quanto ao tipo de VG (VG¢, VGp) antes do

periodo de maturacao (zero hora) — Jaboticabal, 2010.

Estadio Parametros

reprodutivo

VG, VG, Degenerado Total
FO 8 (61,5) 5 (38,5) 0 13
AN 12 (80) 0 3 (20) 15

Analisando a tabela 14, pode-se observar que odécitos advindos de animais em
anestro tendem a apresentar-se em menor grau de desenvolvimento nuclear e
citoplasmatico do que odcitos de animais em fase folicular. Tal fato pode ser
confirmado, pelo alto indice de VG, e auséncia de oocitos em fase de VG,. Com base
nisto, segue as caracteristicas ultra-estruturais de odcitos classificados em VG; e VG,

pertencentes a animais em anestro e fase folicular.

Caracteristica ultra-estrutural de o6cito em VG, pertencente ao grupo AN.

O odcito apresenta grande nucleo central (diametro) contendo grande nucléolo
reticulado fibrilogranular, de forma arredondada, posicionado excentricamente e com
escassos sinais de condensacdo de cromatina. Grandes gotas de lipidios presentes

uniformemente no ooplasma. As mitocondrias encontram-se densamente concentradas
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na regido cortical, embora possam ser visualizados pequenos agrupamentos no
ooplasma. E comum a ocorréncia de “Cloud” mitocondrial. Complexo de Golgi (CG) e
reticulo endoplasmatico liso (REL) presentes em pequena quantidade localizam-se
principalmente na regido cortical ou perinuclear. Escassos granulos corticais (GC)
presentes em pequenos agrupamentos proximos a membrana plasmatica ou isolados
no ooplasma. A zona pellucida com aparéncia homogénea apresenta-se infiltrada por
grande quantidade de projecdes emitidas pelas células do cumulus (GAPj), as quais
terminam na membrana plasmatica, formando um bulbo, os quais penetram no
ooplasma. Raramente s&o visualizados GAPj com sinais de degeneracdo. E comum a
visualizacdo de organelas proximo a GAPj como reticulo endoplasmatico, complexo de

golgi e granulos corticais. Quantidade moderada de microvilosidade na membrana

plasmatica (Figura 15).

Caracteristica ultra-estrutural de o6cito em VG, pertencente ao grupo FO.

Este grupo € bastante heterogéneo. O 04cito apresenta grande nucleo central,
podendo ser arredondado (1 odcito) ou ligeiramente achatado com pequenas
ondulagbes no envelope nuclear (7 odcitos). O nucléolo pode apresentar-se com
aspecto fibrilogranular reticulado ( 1 odcito), fibrilar denso com pequenos vacuolos (5

o0citos) ou fibrilar denso sem a presenca de vacuolos (2 odécitos).

As gotas de lipidio estdo presentes em grande quantidade, e geralmente sao
menores do que as observadas em odécitos VG, do grupo em anestro. As organelas

apresentam-se homogeneamente distribuidas pelo ooplasma. A quantidade de
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mitocondrias € bem variavel. Alguns oo0citos apresentam mitocondrias em grande
quantidade, organizadas em grupos no ooplasma, e menos concentradas na regiao
cortical. Outros possuem mitocdndrias em menor quantidade, porém concentradas na
regido cortical. “Cloud” mitocondrial menos frequientes do que em VG, do grupo do
anestro. CG e REL presentes em quantidade moderada na regido cortical ou
perinuclear. O REL, geralmente apresenta-se proximo a agrupamentos de mitocéndrias
ou circundando gotas de lipidio. Os GC presentes em maior quantidade do que VG; do
grupo do anestro, podem ser visualizados alinhados proximo a membrana plasmaética,
ou agrupados no ooplasma. Zona pellucida homogénea com grande quantidade de
GAPj. Raramente sdo visualizados GAPj com sinais de degeneracdo. Presenca de

microvilosidades na membrana plasmatica (Figura 16).

Caracteristica ultra-estrutural de o6cito em VG, pertencente ao grupo FO.

Odcito apresentando nucleo ligeiramente achatado localizado na periferia
contendo nucléolo reticulado fibrilogranular (2 odcitos) ou fibrilar denso com pequenos
vacuolos(3 odcitos) e envelope nuclear com pequenas ondulacdes. Gotas de lipidios
presentes uniformemente no ooplasma, e em menor tamanho do que as observadas
VG, de odcitos de animais em anestro. Odcito apresentando grande quantidade de
mitocondrias, geralmente organizadas em grandes agrupamentos no ooplasma e
menos concentradas na regido cortical. Nao foi visualizado “Cloud” mitocondrial. A
regido cortical e perinuclear é rica em CG e REL. O CG, normalmente apresenta-se

bem desenvolvido e o REL, geralmente estd associado a agrupamentos de
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mitocdndrias ou circundando gotas de lipidio. GC presentes em quantidade variavel,
podem ser visualizados alinhados, principalmente na regido entre o0 nucleo e a
membrana plasmatica, ou agrupados no ooplasma. GAPj com sinais de degeneracéao
sao visualizadas com maior frequéncia e presenca de microvilosidades na membrana
plasmatica. As células do cumulus apresentam-se com ligeira expansao do cumulus

(Figura 17).
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Figura 15: Eletronmicrografia de transmissdo odcito recém colhido de fémea canina em anestro
(VG,). A: Grande nucleo arredondado (N) com nucléolo em posigdo periférica (seta), e presenca de
grandes gotas de lipidio (GL) (aumento 3000 x). B: Nucléolo reticular arredondado (aumento 12000
x). C: Mitocbndrias densamente concentradas proximo a zona pelucida (ZP) e presenca de “Cloud”
mitocondrial (seta) (aumento 12000 x). D: “Cloud” mitocondrial (seta) (aumento 50000 x). E: Regido
proxima a zona pelldcida (ZP) apresentando Complexo de Golgi (CG) e mitocondrias (seta)
associadas a a juncbes do tipo GAP (GAPj) e moderada quantidade de microvilosidades (MV)
(aumento 20000 x).



ZP

Figura 16: Eletronmicrografia de transmissao de odcito recém colhido de fémea canina em
fase folicular (VG.). A: Nucleo central ligeiramente achatado (N) com nucléolo (seta branca)
em posicao periférica, e presenca de gotas de lipidio (seta preta) em menor tamanho do que
visualizado em VG, do grupo do anestro (aumento 750 x). B: Nucléolo reticular arredondado
(aumento 10000 x). C: Nucléolo fibrila denso (aumento 15000 x). D: Nucleo arredondado (N)
(aumento 2000 x). E: Granulos corticais (seta) alinhados préximos a zona pellcida (aumento

2500 x). F: Complexo de Golgi presente préximo a zona pelacida (ZP) (aumento 40000 x).
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Figura 17: Eletronmicrografia de transmissédo de odcito recém colhido de fémea canina em fase
folicular (VG,). A: Nucleo (N) achatado localizado na periferia do o6cito apresentando invaginagdes
no envelope nuclear (seta) e nucléolo fibrilar denso (n) (aumento 2500 x). B: Nucléolo fibrilar denso
(aumento 30000 x). C: Granulos corticais (seta) alinhados entre a zona peldcida (ZP) e nucleo (N)
(aumento 12000 x). D: Regido periférica do odécito apresentando Complexo de Golgi bem
desenvolvido (CG) e microvilosidades (MV) (aumento 50000 x). E: Mitocondrias (M) agrupadas no

ooplasma entre gotas de lipidio (GL) (aumento 15000 x).
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4.3 - EXPERIMENTO Il - “Avaliacao das caracteristicas morfoldégicas do complexo
cumulus-od0cito provenientes de fémeas caninas em fase folicular e anestro apos

0 processo de maturacdo in vitro em diferentes meios de cultivo”

O experimento 1l consistiu em analisar as caracteristicas morfolégicas dos
complexos cumulus-odécitos de fémeas caninas em diferentes estadios reprodutivos
apos a maturacao in vitro em meio controle (sem suplementagéo) e suplementado com
horménios através das técnicas de microscopia eletrdnica de varredura e transmissao.
Assim, os resultados sdo apresentados separadamente de acordo com a técnica
utilizada, de tal forma que os resultados da avaliagcdo das caracteristicas morfologicas
dos complexos cumulus-oécitos de fémeas caninas em fase folicular (FO) ou anestro
(AN) maturados in vitro em meio controle e suplementado por microscopia eletronica de
varredura estdo dispostos nos itens 4.3.1 e 4.3.2, respectivamente. E os dados
analisados por microscopia eletrdnica de transmissdo de odécitos provenientes de
fémeas em fase folicular e anestro maturados in vitro em meio controle e suplementado

estdo apresentados nos itens 4.3.3 e 4.3.4, respectivamente.
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4.3.1. Avaliacdo do complexo cumulus-o6cito proveniente de animais em fase
folicular (FO) e anestro (AN), através da técnica de microscopia eletrénica de
varredura, ap0s 72 horas de cultivo in vitro em meio sem suplementacéo

hormonal (Controle- meio A).

No total foram separados aleatoriamente 55 odécitos Grau |, advindos de animais
em fase folicular (FO) e 47 odcitos Grau | de animais em anestro (AN), para serem
avaliados por microscopia eletrénica de varredura apds o periodo de maturacao in vitro
em meio A (sem suplementacdo hormonal). As freqiiéncias absolutas e relativas estéo

apresentadas na tabela 15.

Tabela 15 - Frequéncia absoluta e relativa (%) de COCs cultivados in vitro por 72
horas em meio sem suplementacdo hormonal (Meio A), obtidos do total de 30
fémeas caninas, sendo 15 em fase folicular (FO) e 15 em anestro (AN), para

avaliacdo por microscopia eletrénica de varredura — Jaboticabal, 2010.

Fase Folicular (FO) Anestro (AN)
Pardmetros Frequéncia Frequéncia
Absoluta Relativa (%) Absoluta Relativa (%)
COC Grau | 55 100 47 100
Avaliados 40 72,7 26 55,3

Perdidos 15 27,3 21 447
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Como pode ser observado na tabela 15, do total de 55 odcitos separados para a
MEV pertencentes ao FO (Fase Folicular), apés o periodo de maturacdo in vitro em
meio sem suplementacdo hormonal (meio A), 15 (27,3%) foram perdidos durante o
procedimento, e 40 foram analisados. E do total de 47 odlcitos pertencentes ao AN
(Anestro), 21 (44,7%) foram perdidos. Estas perdas ocorreram essencialmente durante

a secagem do material no secador de ponto critico e durante a metalizacao.

Nas tabelas 16 e 17 estdo apresentados, respectivamente, os resultados dos
parametros avaliados por microscopia eletronica de varredura, do complexo cumulus-
o6cito advindo de animais em fase folicular (FO) e anestro (AN) cultivados in vitro por

72 horas em meio sem suplementacdo hormonal.

Tabela 16 — Complexos cumulus-o6citos caninos obtidos ap6s 72 horas de
cultivo in vitro em meio sem suplementacdo hormonal (Meio A), pertencentes ao
grupo FO (Fase Folicular), avaliados por microscopia eletrénica de varredura,
guanto ao arranjo e forma das células do cumulus, processos longos e curtos
emitidos entre estas células, bem como as caracteristicas da zona pellcida e

intensidade de perda das células do cumulus — Jaboticabal, 2010.

Processos emitidos

COC'’s Arranjo entre CC
avalia- cC Forma CC Caracteristica da ZP
dos

Longos Curtos

% perda de CC: baixa
1 Irregular  Arredondada - + Espongiforme com numerosos e
largos poros elipticos e esféricos.

2 Regular  Arredondada +++ + % perda de CC: nula

3 Irregular  Arredondada - ++ % perda CC: intensa Espongiforme
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COM NUMerosos e estreitos poros
elipticos e esféricos

4 Irregular  Arredondada + ++ % perda CC: média Espongiforme
com numerosos e largos poros
elipticos e esféricos
5 Regular  Arredondada + +++ % perda de CC: nula
6 Regular  Arredondada +++ + % perda de CC: nula
7 Regular  Arredondada +++ + % perda de CC: nula
8 Regular  Arredondada +++ + % perda de CC: nula
9 Irregular  Arredondada - ++ % perda de CC: baixa
Espongiforme com numerosos e
largos poros elipticos e esféricos
10 Regular  Arredondada - - % perda de CC: nula
11 Irregular  Arredondada + - % perda de CC: média.
Espongiforme com numerosos e
estreitos poros elipticos e esféricos
12 Irregular  Arredondada - + % perda de CC: intensa
Espongiforme com numerosos e
estreitos poros elipticos e esféricos
13 Irregular  Arredondada + + % perda de CC: baixa
Espongiforme com numerosos e
largos poros elipticos e esféricos
14 Regular  Arredondada + - % perda de CC: nula
15 Regular  Arredondada - - % perda de CC: nula
16 Irregular  Arredondada + - % perda de CC: baixa
Espongiforme com numerosos e
estreitos poros elipticos e esféricos
17 Irregular  Arredondada + - % perda de CC: muito intensa
Espongiforme com numerosos e
largos poros elipticos e esféricos
18 Irregular  Arredondada + - % perda de CC: baixa
Espongiforme com numerosos e
estreitos poros elipticos e esféricos
19 Irregular  Arredondada + - % perda de CC: muito intensa

Espongiforme com numerosos e
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estreitos poros elipticos e esféricos

20 Regular  Arredondada +++ + % perda de CC: nula
21 Irregular  Arredondada ++ ++ % perda de CC: baixa
Espongiforme com numerosos e
largos poros elipticos e esféricos
22 Irregular  Arredondada +++ ++ % perda de CC: média
Espongiforme com numerosos e
estreitos poros elipticos e esféricos
23 Regular  Arredondada ++ + % perda de CC: nula
24 Regular  Arredondada +++ + % perda de CC: nula
25 Regular  Arredondada +++ + % perda de CC: nula
26 Irregular  Arredondada +++ + % perda de CC: baixa
Espongiforme com numerosos e
largos poros elipticos e esféricos
27 Irregular  Arredondada +++ ++ % perda de CC: média
Espongiforme com numerosos e
estreitos poros elipticos e esféricos
28 Regular  Arredondada ++ +++ % perda de CC: nula
29 Irregular  Arredondada +++ +++ % perda de CC: muito intensa
Espongiforme com numerosos e
largos poros elipticos e esféricos
30 Regular  Arredondada ++ ++ % perda de CC: nula
31 Irregular  Arredondada ++ ++ % perda de CC: baixa
Espongiforme com numerosos e
largos poros elipticos e esféricos
32 Regular  Arredondada - + % perda de CC: nula
33 Regular  Arredondada +++ + % perda de CC: nula
34 Regular  Arredondada + - % perda de CC: nula
35 Irregular  Arredondada - + % perda de CC: muito intensa
Espongiforme com numerosos e
estreitos poros elipticos e esféricos
36 Irregular  Arredondada ++ +++ % perda de CC: baixa

Espongiforme com numerosos e
estreitos poros elipticos e esféricos
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37 Irregular  Arredondada +++ ++ % perda de CC: muito
intensa.Espongiforme com
nuMerosos e estreitos poros
elipticos e esféricos

38 Regular  Arredondada ++ + % perda de CC: nula

39 Irregular  Arredondada + ++ % perda de CC: muito intensa
Espongiforme com numerosos e
largo poros elipticos e esféricos

40 Irregular  Arredondada +++ ++ % perda de CC: muito intensa
Espongiforme com numerosos e
largo poros elipticos e esféricos

Intensidade dos processos emitidos entre as células do cumulus: Nenhum (-); Pouco (+); Moderado (++); Intenso (+++); Muito
intenso (++++)

Tabela 17 — Complexos cumulus-o6citos caninos obtidos ap6s 72 horas de
cultivo in vitro em meio sem suplementacdo hormonal (Meio A), pertencentes ao
grupo AN (Anestro), avaliados por microscopia eletronica de varredura, quanto ao
arranjo e forma das células do cumulus, processos longos e curtos emitidos
entre estas células, bem como as caracteristicas da zona pellcida e intensidade

de perda das células do cumulus — Jaboticabal, 2010.

Processos emitidos

COC’s Arranjo entre CC
avalia- cC Forma CC Caracteristica da ZP
dos Longos  Curtos

1 Regular Arredondada ++ + % perda de CC: nula
2 Regular Arredondada ++ + % perda de CC: nula
3 Regular Arredondada +++ + % perda de CC: nula
4 Regular Arredondada ++ ++ % perda de CC: nula
5 Irregular Arredondada + + % perda de CC: baixa Espongiforme

COM NUMEerosos e estreitos poros
elipticos e esféricos
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6 Regular Arredondada +++ +++ % perda de CC: nula
7 Irregular Arredondada +++ + % perda de CC: média.
Espongiforme com numerosos e
estreitos poros elipticos e esféricos
8 Regular Arredondada ++ ++ % perda de CC: nula
9 Irregular Arredondada - +++ % perda de CC: baixa Espongiforme
COm numerosos e largos poros
elipticos e esféricos
10 Irregular Arredondada ++ ++ % perda de CC: média.
Espongiforme com numerosos e
estreitos poros elipticos e esféricos
11 Irregular Arredondada - ++ % perda de CC: muito intensa
Espongiforme com numerosos e
largos poros elipticos e esféricos
12 Regular Arredondada ++ ++ % perda de CC: nula
13 Irregular Arredondada +++ ++ % perda de CC: baixa Espongiforme
COM NUMErosos e estreitos poros
elipticos e esféricos
14 Regular Arredondada +++ ++ % perda de CC: nula
15 Irregular Arredondada + + % perda de CC: muito intensa
Espongiforme com numerosos e
largos poros elipticos e esféricos
16 Regular Arredondada - ++ % perda de CC: nula
17 Regular Arredondada +++ + % perda de CC: nula
18 Regular Arredondada +++ ++ % perda de CC: nula
19 Regular Arredondada +++ + % perda de CC: nula
20 Regular Arredondada +++ ++ % perda de CC: nula
21 Regular Arredondada +++ + % perda de CC: nula
22 Regular Arredondada ++ +++ % perda de CC: nula
23 Regular Arredondada ++ + % perda de CC: nula
24 Regular Arredondada +++ +

% perda de CC:

nula
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25 Irregular Arredondada + - % perda de CC: baixa Espongiforme
COM NUMerosos e largos poros
elipticos e esféricos

26 Regular Arredondada + - % perda de CC: nula

Intensidade dos processos emitidos entre as células do cumulus: Nenhum (-); Pouco (+); Moderado (++); Intenso (+++); Muito
intenso (++++)

Os dados referentes a distribuicdo do arranjo das células do cumulus, a
intensidade de perda destas células, os diferentes aspectos observados na zona
pelicida e a intensidade de comunicagdo entre as células do cumulus estédo

apresentados nas Figuras 18, 19, 20 e 21 respectivamente.

A Figura 22 apresenta as caracteristicas observadas por microscopia eletrénica
de varredura, em od6citos caninos cultivados in vitro em meio A, provenientes de animais

em fase folicular e anestro.

Figura 18: Distribuicdo do arranjo das células do cumulus ao redor de o6citos de cadelas em fase

folicular e anestro cultivados in vitro por 72h em meio A — Jaboticabal, 2010.
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Figura 19: Intensidade de perda das células do cumulus de odcitos de cadelas em fase folicular e
anestro cultivados in vitro por 72h em meio A — Jaboticabal, 2010.

Analisando as Figuras 18 e 19, pode-se observar que do total de COC’s
provenientes de animais em anestro, 70% mantiveram o arranjo regular observado
antes do inicio do cultivo in vitro e 30% apresentaram perdas de células do cumulus,
das quais 8% correspondem a perdas intensas. Por outro lado, no grupo da fase
folicular, 45% dos COC’s mantiveram o arranjo inicial e 55% apresentaram perdas das
células do cumulus, das quais 23% correspondem a perdas intensas e muito intensas

(ou seja, odcitos desnudos ou quase desnudos).
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Figura 20: Frequéncia de poros estreitos e largos na zona pellcida de oécitos de cadelas em fase

folicular e anestro cultivados in vitro por 72h em meio A — Jaboticabal, 2010.

Observando a zona pellcida de odcitos caninos, pode-se constatar que esta
estrutura espongiforme apresenta duas caracteristicas distintas, que consistem em
numerosos poros elipticos e esféricos, os quais podem ser largos ou estreitos.
Analisando a freqUiéncia que estas caracteristicas se apresentam em odcitos de animais
em fase folicular e anestro cultivados in vitro em meio A (Figura 20), observa-se que a
distribuicAo ocorre igualmente para ambas as fases, com 50% dos od0citos
apresentando zona pelicida com largos poros elipticos e esféricos e a outra metade

poros estreitos.
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Figura 21- Intensidade de comunicac¢éo entre as células do cumulus estabelecida através de processos
longos e curtos em odcitos provenientes de cadelas em fase folicular e anestro cultivados in vitro por 72

horas em meio sem suplementag¢do hormonal (meio A) - Jaboticabal, 2010.

Analisando a Figura 21 pode-se constatar que cerca de 50% de odcitos
provenientes de animais em fase folicular apresentaram pouco ou nenhum processo
longo emitido entre as células do cumulus e mais de 60% continham pouco ou nenhum
processo curto. Ja para 0os animais em anestro, menos de 30% apresentaram pouco ou
nenhum processo longo emitido entre as células do cumulus e 50% dos odcitos
possuiam pouco ou nenhum processo curto. Estes dados permitem constatar que
oocitos cultivados em meio sem suplementacdo hormonal tem sua comunicacao
intercelular diretamente afetada em ambas as fases do ciclo estral, pois embora as

células do cumulus tenham apresentado comunicac¢do de forma moderada ou intensa
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através de processos longos para fase folicular (53%) e anestro (73%) uma elevada
porcentagem de odcitos continha pouca ou nenhuma comunicacao entre as células do
cumulus. Somando-se a isto, a interpretagcdo da distribuicdo da intensidade de
comunicacado entre as células do cumulus apresentadas na Figura 21, permite verificar
gue odcitos provenientes de animais em anestro apresentam maiores porcentagens de
intensidade de comunicacdo moderada e intensa tanto para processos longos quanto
curtos (73% e 50%, respectivamente) quando comparados a odcitos advindos de
animais em fase folicular (53% e 38%, respectivamente). Além disso, revelou menores
taxas de odcitos com pouco ou nenhuma comunicacao entre as células do cumulus
(27% e 50% para processos longos e curtos, respectivamente), enquanto para o0citos
de animais em fase folicular estes indices foram de 48% e 63% respectivamente. Tal
fato permite constatar que o0citos provenientes de animais em anestro apresentam um
desempenho relativamente melhor quando cultivados in vitro em meio sem

suplementacao hormonal do que odcitos de animais em fase folicular.

Na tabela 18 esta apresentado o resultado da analise estatistica comparando-se
a intensidade de comunicacao entre processos curtos e longos dentro de cada fase do
ciclo estral para verificar se a comunicacdo em odcitos cultivados in vitro em meio A se
faz predominantemente através de um determinado tipo de processo (longo ou curto).
Na tabela 19 é apresentado o resultado da andlise estatistica comparando a
intensidade de comunicacdo dos processos longos e curtos emitidos pelas células do

cumulus de odcitos de cadelas em fase folicular (FO) e anestro (AN) cultivados in vitro
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em meio A para verificar se diferem quanto ao predominio de um determinado tipo de

comunicacao.

Tabela 18 — Comparacao entre 0os processos curtos e longos emitidos pelas
células do cumulus de od6citos de cadelas em fase folicular (FO) e anestro (AN)
cultivados in vitro em meio sem suplementacdo hormonal (meio A) — Jaboticabal,
2010.

Fases Curtos X Longos
Folicular Sim* (longos > curtos)
Anestro Sim* (longos > curtos)

* As diferencas sfo consideradas significativas (p<0,05). Foi utilizado o teste de Wilcoxon (teste ndo paramétrico — amostras
vinculadas).

Tabela 19 - Comparacdo entre as diferentes fases do ciclo estral (folicular x
anestro) para 0os processos curtos e longos emitidos pelas células do cumulus de
odcitos de cadelas cultivados in vitro em meio sem suplementacdo hormonal
(meio A) — Jaboticabal, 2010.

Processos emitidos pelas células do Fase Folicular (FO) X Anestro(AN)
cumulus
Curtos N&o
Longos Nao

* As diferencas sdo consideradas significativas (p<0,05). Foi utilizado o teste de Mann-Whitney (Teste ndo paramétrico — amostras
independentes).
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Com base nos resultados apresentados nas tabelas 18 e 19, constata-se que a
comunicacdo de odcitos de cadelas cultivados in vitro por 72 horas em meio sem
suplementacdo hormonal (meio A), independente do estadio reprodutivo, ocorre
predominantemente através de processos longos emitidos pelas células do cumulus
(p<0,05) (tabela 18). Comparando-se a intensidade de comunicacgao entre essas células
através de processos longos e curtos nas diferentes fases do ciclo estral, verifica-se
gue nao ha diferenca significativa entre as fases folicular e anestro (p<0,05) (tabela 19).
A partir do exposto, pode-se verificar que a intensidade de comunicagcdo entre as
células do cumulus de odcitos cultivados in vitro em meio sem suplementacdo hormonal
(meio A) se estabelece igualmente para animais em anestro e fase folicular, sendo que
essa comunicacdo ocorre de forma moderada através de processos longos (p<0,05),

conforme mostra a Figura 22.



Figura 22: Eletronmicrografia de varredura de complexo cumulus-oécito de fémea canina cultivado in
vitro por 72h em meio A. A: COC’s de fémea em anestro apresentando-se integro e com arranjo
regular (aumento 750 x). B: COC’s de fémea em fase folicular, se apresentado quase desnudo, devido
a grande perda de células do cumulus (aumento 750 x). C: Zona pelucida de COC’s de fémea em
anestro apresentando largos poros elipticos (aumento 3500 x). D: Zona pelicida de fémea em fase
folicular apresentando poros estreitos (aumento 2000 x). E: COC’s de fémea em fase folicular
apresentando comunicacao entre as células do cumulus através de processos longos e de intensidade

moderada (aumento 3500 X).

84
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4.3.2. Avaliacdo do complexo cumulus-o6cito proveniente de animais em fase
folicular (FO) e anestro (AN) por microscopia eletrénica de varredura, apos 72

horas de cultivo in vitro em meio suplementado com P4, E; e LH (meio B).

No total foram separados randomicamente 56 oocitos Grau |, advindos de
animais em fase folicular (FO) e 48 odcitos Grau | de animais em anestro (AN), para
serem avaliados por microscopia eletrénica de varredura apés o periodo de maturacao
in vitro em meio B (com suplementacdo hormonal). As frequiéncias absolutas e relativas
estdo na tabela 20.

Tabela 20 - Frequiéncia absoluta e relativa (%) de COCs cultivados in vitro por 72
horas em meio com suplementacdo hormonal, obtidos do total de 30 fémeas

caninas, sendo 15 em fase folicular (FO) e 15 em anestro (AN), para avaliacdo por

microscopia eletrénica de varredura — Jaboticabal, 2010.

Fase Folicular (FO) Anestro (AN)
Parametros Frequéncia Frequéncia
Absoluta Relativa (%) Absoluta Relativa (%)
COC Grau | 56 100 48 100
Avaliados 47 83,9 27 56,3
Perdidos 9 16,1 21 43,7

Como pode ser observado na tabela 20, do total de 56 odcitos separados para a

MEV pertencentes ao FO (Fase Folicular), apés o periodo de maturacdo in vitro em
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meio B (com suplementacdo hormonal), 9 (16,1%) foram perdidos durante o
procedimento, e 47 foram analisados. E do total de 48 odlcitos pertencentes ao AN
(Anestro), 21 (43,7%) foram perdidos. Estas perdas ocorreram essencialmente durante

a secagem do material no secador de ponto critico e durante a metalizacao.

Nas tabelas 21 e 22 estdo apresentados respectivamente, os resultados dos
parametros avaliados por microscopia eletronica de varredura, do complexo cumulus-
od6cito advindos de animais em fase folicular (FO) e anestro (AN), cultivados in vitro por

72 horas em meio suplementado com Pg4, E; e LH.

Tabela 21 — Complexos cumulus-o6citos caninos obtidos ap6s 72 horas de
cultivo in vitro em meio suplementado com P4, E,, LH (Meio B), pertencentes ao
grupo FO (Folicular), avaliados por microscopia eletrénica de varredura, quanto
ao arranjo e forma das células do cumulus, processos longos e curtos emitidos
entre estas células, bem como as caracteristicas da zona pellcida e intensidade

de perda das células do cumulus — Jaboticabal, 2010.

Processos emitidos

COC’s )
_ A entre CC _
avalia- réacr:uo Forma CC Caracteristica da ZP
dos Longos  Curtos

% perda de CC: baixa.
1 Irregular Arredondada ++++ ++++ Espongiforme com numerosos e
estreitos poros elipticos e esféricos.

2 Regular Arredondada ++++ ++++ % perda de CC: nula
3 Regular Arredondada ++ ++ % perda de CC: nula
4 Irregular Arredondada +++ +++ % perda CC: baixa. Espongiforme

COmM NUMerosos e estreitos poros
elipticos e esféricos

5 Regular Arredondada ++++ ++++ % perda de CC: nula




Continuacgéo da Tabela 21

6 Regular Arredondada ++++ +++ % perda de CC: nula

7 Regular Arredondada +H++ +++ % perda de CC: nula

8 Regular Arredondada +H++ ++++ % perda de CC: nula

9 Regular Arredondada +H++ ++++ % perda de CC: nula

10 Regular Arredondada +H++ ++++ % perda de CC: nula

11 Regular Arredondada ++++ ++++ % perda de CC: nula

12 Regular Arredondada ++++ ++++ % perda de CC: nula

13 Irregular Arredondada ++ +++ % perda de CC: baixa.
Espongiforme com numerosos e
largos poros elipticos e esféricos

14 Regular Arredondada + +++ % perda de CC: nula

15 Irregular Arredondada ++ +++ % perda de CC: baixa
Espongiforme com numerosos e
largos poros elipticos e esféricos

16 Regular Arredondada +++ ++ % perda de CC: nula

17 Regular Arredondada +++ ++ % perda de CC: nula

18 Regular Arredondada +++ ++ % perda de CC: nula

19 Regular Arredondada + ++ % perda de CC: nula

Regular
20 Arredondada * i % perda de CC: nula
21 Regular Arredondada + ++
% perda de CC: nula
Regular

22 Arredondada * i % perda de CC: nula

23 Regular Arredondada +++ +++ % perda de CC: nula

24 Irregular Arredondada ++++ ++++ % perda de CC: média.
Espongiforme com numerosos e

estreitos poros elipticos e esféricos
25 Irregular Arredondada ++++ ++++ % perda de CC: média.

Espongiforme com numerosos e
estreitos poros elipticos e esféricos

26 Regular arredondada +++ +++ % perda de CC: nula
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27 Regular Arredondada +H++ +++ % perda de CC: nula
28 Regular Arredondada +++ +++ % perda de CC: nula
29 Regular Arredondada +H++ ++++ % perda de CC: nula
30 Regular Arredondada ++ ++++ % perda de CC: nula
31 Regular Arredondada +++ +++ % perda de CC: nula
32 Regular Arredondada +++ ++++ % perda de CC: nula
33 Regular Arredondada +++ ++++ % perda de CC: nula
34 Regular Arredondada +++ ++++ % perda de CC: nula
35 Irregular Arredondada +++ ++++ % perda de CC: baixa.
Espongiforme com numerosos e
largos poros elipticos e esféricos
36 Regular Arredondada +++ ++++ % perda de CC: nula
37 Irregular Arredondada +++ ++++ % perda de CC: nula
38 Irregular Arredondada ++ ++ % perda de CC: nula
39 Regular Arredondada ++++ +++ % perda de CC: nula
40 Regular Arredondada ++++ ++++ % perda de CC: nula
41 Regular Arredondada +++ ++ % perda de CC: nula
42 Regular Arredondada +++ ++ % perda de CC: nula
43 Regular Arredondada ++++ ++++ % perda de CC: nula
44 Regular Arredondada ++++ +++ % perda de CC: nula
45 Regular Arredondada ++++ ++++ % perda de CC: nula
46 Regular Arredondada ++++ ++++ % perda de CC: nula
a7 Regular Arredondada ++++ ++++ % perda de CC: nula

Intensidade dos processos emitidos entre as células do cumulus: Nenhum (-); Pouco (+); Moderado (++); Intenso (+++); Muito

intenso (++++)
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Tabela 22 — Complexos cumulus-o6citos caninos obtidos ap6s 72 horas de

cultivo in vitro em meio suplementado com Py4, E,, LH (Meio B), pertencentes ao

grupo AN (Anestro), avaliados por microscopia eletrénica de varredura, quanto ao

arranjo e forma das células do cumulus, processos longos e curtos emitidos

entre estas células, bem como as caracteristicas da zona pellcida e intensidade

de perda das células do cumulus — Jaboticabal, 2010.

Processos emitidos

COC’s Arranjo entre CC
avalia- cC Forma CC Caracteristica da ZP
dos Longos Curtos
1 Regular Arredondada + +++ % perda de CC: nula
2 Regular Arredondada +++ +++ % perda de CC: nula
3 Regular Arredondada ++++ ++++ % perda de CC: nula
4 Irregular Arredondada ++++ ++++ % perda de CC: baixa
Espongiforme com numerosos e
largos poros elipticos e esféricos
5 Irregular Arredondada - ++ % perda de CC: muito intensa
Espongiforme com numerosos e
largos poros elipticos e esféricos
6 Regular Arredondada +++ +++ % perda de CC: nula
7 Regular Arredondada +++ ++ % perda de CC: nula
% perda de CC: intensa
8 Irregular Arredondada i A Espongiforme com numerosos e
estreitos poros elipticos e esféricos
9 Irregular Arredondada - +++ % perda de CC: muito intensa
Espongiforme com numerosos e
largos poros elipticos e esféricos
10 Regular Arredondada + ++ % perda de CC: nula
11 Regular Arredondada + +++ % perda de CC: nula
12 Regular Arredondada ++++ ++ % perda de CC: nula
13 Regular Arredondada +++ ++ % perda de CC: nula
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14 Irregular Arredondada ++ ++ % perda de CC: média

Espongiforme com numerosos e
estreitos poros elipticos e esféricos

15 Regular Arredondada + +++ % perda de CC: nula

16 Regular Arredondada ++ +++ % perda de CC: nula

17 Irregular Arredondada - ++++ % perda de CC: baixa
Espongiforme com numerosos e
largos poros elipticos e esféricos

18 Regular Arredondada ++ ++ % perda de CC: nula

19 Irregular Arredondada + + % perda de CC: baixa
Espongiforme com numerosos e
largos poros elipticos e esféricos

20 Regular Arredondada ++ +++ % perda de CC: nula

21 Regular Arredondada ++ ++ % perda de CC: nula

22 Irregular Arredondada - + % perda de CC: muito intensa
Espongiforme com numerosos e

estreitos poros elipticos e esféricos

23 Regular arredondada + + % perda de CC: nula

24 Regular arredondada +++ ++ % perda de CC: nula

25 Regular arredondada +++ ++ % perda de CC: nula

26 Regular arredondada ++ ++ % perda de CC: nula

27 Regular arredondada +++ ++

% perda de CC: nula

Intensidade dos processos emitidos entre as células do cumulus: Nenhum (-); Pouco (+); Moderado (++); Intenso (+++); Muito

intenso (++++)

Os dados referentes a distribuicdo do arranjo das células do cumulus, a

intensidade de perda destas células, os diferentes aspectos observados na zona

pelicida e a intensidade de comunicagdo entre as células do cumulus estdo

apresentados nas Figuras 23, 24, 25 e 26, respectivamente.
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A Figura 27 apresenta as caracteristicas observadas por microscopia eletrénica
de varredura, em od6citos caninos cultivados in vitro em meio B, provenientes de animais

em fase folicular e anestro.

Figura 23: Distribuigdo do arranjo das células do cumulus ao redor de odcitos de cadelas em fase

folicular e anestro cultivados in vitro por 72h em meio B — Jaboticabal, 2010.
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Figura 24: Intensidade de perda das células do cumulus de oécitos de cadelas em fase folicular e anestro

cultivados in vitro por 72h em meio B — Jaboticabal, 2010.

Analisando as Figura 23 e 24, pode-se observar que do total de COC’s odcitos
provenientes de animais em fase folicular, 85% mantiveram o arranjo inicial observado
antes do inicio do cultivo in vitro e 15% apresentaram baixas e médias perdas de
células do cumulus. Por outro lado, o grupo do anestro apresentou 30% de perdas de

células do cumulus, das quais 16% correspondem a perdas intensas e muito intensas.
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Figura 25: Frequéncia de poros estreitos e largos na zona pellcida de oécitos de cadelas em fase

folicular e anestro cultivados in vitro por 72h em meio B— Jaboticabal, 2010.

Observando a zona pelucida de odécitos caninos, pode-se constatar que esta
estrutura espongiforme apresenta duas caracteristicas distintas, que consistem em
numerosos poros elipticos e esféricos, os quais podem ser largos ou estreitos.
Analisando a frequiéncia que estas caracteristicas se apresentam em odcitos de animais
em fase folicular e anestro cultivados in vitro em meio B (Figura 25), observa-se que no
grupo folicular ha predominio de zona pelicida com poros estreitos (57%) enquanto no

grupo do anestro predomina poros largos (63%).
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Figura 26 — Intensidade de comunicacado entre as células do cumulus estabelecida através de processos
longos e curtos em o0citos provenientes de cadelas em fase folicular e anestro cultivados in vitro por 72

horas em meio com suplementagédo hormonal (meio B) - Jaboticabal, 2010.

Analisando-se a Figura 26 constatou-se que do total de odcitos avaliados pela
microscopia eletrénica de varredura, advindos de animais em fase folicular e cultivados
in vitro em meio com suplementacdo hormonal, 79% apresentaram comunicacéo
intensa ou muito intensa através de processos longos emitidos entre as células do
cumulus e 77% demonstraram comunicacao intensa ou muito intensa também atraves
de processos curtos. Nos demais, a comunicacdo ocorreu através de poucos ou
moderados processos longos (22%) e curtos (23%). Além disso, observou-se que todos
oocitos analisados apresentaram algum grau de comunicacdo, pois em nenhum deles
foi detectado auséncia de processos emitidos entre as células do cumulus. Em
contrapartida, 15% dos odcitos advindos de animais em anestro ndo apresentaram
nenhum grau de comunicacdo atraves de processos longos e em cerca de 50% dos

oocitos a comunicacdo foi estabelecida apenas através de poucos ou moderados
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processos longos e curtos emitidos entre as células do cumulus. Nos demais, a
comunicacdo ocorreu de forma intensa ou muito intensa através de processos longos

(37%) e processos curtos (44%).

Na tabela 23 esta apresentado o resultado da analise estatistica comparando-se
a intensidade de comunicacao entre processos curtos e longos dentro de cada fase do
ciclo estral para verificar se a comunicagdo em od0citos cultivados in vitro em meio B se
faz predominantemente através de um determinado tipo de processo (longo ou curto).
Na tabela 24 é apresentado o resultado da andlise estatistica comparando a
intensidade de comunicacdo dos processos longos e curtos emitidos pelas células do
cumulus de odcitos de cadelas em fase folicular (FO) e anestro (AN) cultivados in vitro
em meio B, para verificar se diferem quanto ao predominio de um determinado tipo de
comunicacao.
Tabela 23 — Comparacao entre os processos curtos e longos emitidos pelas
células do cumulus de odcitos de cadelas em fase folicular (FO) e anestro (AN)

cultivados in vitro em meio suplementado com Py, E; e LH (meio B) — Jaboticabal,
2010.

Fases Curtos X Longos
Folicular Nao
Anestro Sim* (curtos >longos)

As diferencas s@o consideradas significativas (p<0,05). Foi utilizado o teste de Wilcoxon (teste ndo paramétrico — amostras
vinculadas).
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Tabela 24 - Comparacdo entre as diferentes fases do ciclo estral (folicular x
anestro) para os processos curtos e longos emitidos pelas células do cumulus de
o6citos de cadelas cultivados in vitro em meio suplementado com P4, E; e LH
(meio B) - Jaboticabal, 2010.

Processos emitidos pelas células Fase Folicular (FO) X Anestro(AN)
do cumulus
Curtos Sim* (folicular > anestro)
Longos Sim* (folicular > anestro)

* As diferencas s&o consideradas significativas (p<0,05). Foi utilizado o teste de Mann-Whitney (Teste ndo paramétrico — amostras
independentes).

Com base nos resultados apresentados da tabela 23, pode-se constatar que a
comunicacao de odcitos de cadelas em fase folicular cultivados in vitro por 72 horas em
meio com suplementagcdo hormonal (meio B), ocorre de forma intensa a muito intensa
tanto através de processos longos quanto processos curtos, ndo havendo diferenca
significativa entre eles (p<0,05). Por outro lado, para odécitos advindos de animais em
anestro a comunicagéo se estabelece de forma moderada a intensa, principalmente por
meio de processos curtos (p<0,05). Entretanto, quando se compara a intensidade de
comunicacdo através de processos longos e curtos entre cada fase do ciclo estral
(Tabela 24), verifica-se que a intensidade de comunicacdo independente se atraves de
processos curtos ou longos foram significativamente maiores para o6citos provenientes

de animais em fase folicular.
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Figura 27: Eletronmicrografia de varredura de complexo cumulus-oécito de fémea canina cultivado in
vitro por 72h em meio B. A: COC’s de fémea em fase folicular apresentando-se integro e com arranjo
regular (aumento 750 x). B: COC’s de fémea em anestro com baixa perda de células do cumulus
(aumento 500 x). C: Zona pelicida de COC’s de fémea em anestro apresentando largos poros
elipticos (aumento 3500 x). D: COC’s de fémea canina em anestro, apresentando comunicagao entre
as células do cumulus através de intensos processos curtos (aumento 5000 x). E: COC’s de fémea
canina em fase folicular, apresentando comunicacéo entre as células do cumulus através da emissao
de processos longos de forma muito intensa (aumento 3500 x). F: COC’s de fémea canina em fase
folicular, apresentando comunicagdo entre as células do cumulus através da emissdo de curtos

processos de forma muito intensa (aumento 3500 x).
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4.3.3 — Avaliacdo do complexo cumulus-o6cito proveniente de animais em fase
folicular (FO) e anestro (AN), através da técnica de microscopia eletrénica de
transmissao, apos 72 horas de cultivo in vitro em meio sem suplementacéo

hormonal (Controle- meio A).

No total foram separados randomicamente 78 odécitos Grau |, advindos de
animais em fase folicular (FO) e 50 odcitos Grau | de animais em anestro (AN)
cultivados in vitro em meio A, para serem avaliados pela técnica de microscopia
eletrbnica de transmissao. As freqiéncias absolutas e relativas estdo na tabela 25.
Tabela 25 - Frequiéncia absoluta e relativa (%) de COCs cultivados in vitro por 72
horas em meio A, obtidos do total de 30 fémeas caninas, sendo 15 em fase

folicular (FO) e 15 em anestro (AN), para avaliacdo por microscopia eletrénica de

transmissdo — Jaboticabal, 2010.

Fase Folicular (FO) Anestro (AN)
Parametros A A
Frequéncia Frequéncia
Absoluta Relativa (%) Absoluta Relativa (%)
COC Grau | 78 100 50 100
Avaliados 14 17,9 12 24

Perdidos 64 82,1 38 76
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Como pode ser observado na tabela 25, do total de 78 odcitos separados para a MET
pertencentes ao grupo FO (Fase Folicular), 64 (82,1%) foram perdidos durante o
processamento das amostras e 14(17,9%) foram avaliados. E do total de 50 odcitos
pertencentes ao grupo AN (Anestro), 38 (76%) foram perdidos e 12 (24%) foram
avaliados. As perdas ocorreram durante o processamento das amostras nas etapas de

incluséo, trimagem e ultramicrotomia.

Nas tabelas 26 e 27 estdo apresentados os dados referentes as médias, desvio
padréo e coeficiente de variacdo dos diametros referentes ao o4cito com e sem a zona
peldcida, ndcleo, nucléolo, camada das células do cumulus e espessura da zona
pellcida.

Tabela 26: Médias, desvio padrdo e coeficiente de variacdo dos diametros
referentes ao od6cito com e sem a zona pellcida e espessura da zona pellcida de

odcitos cultivados in vitro em meio A, provenientes de animais em fase folicular e

anestro. Jaboticabal, 2010.

MEIO A
@ o6cito sem zona @ o6cito com zona @ zona pellucida
pellcida pellicida
Folicular ~ Anestro Folicular ~ Anestro Folicular ~ Anestro
@ médio 102,3 99,2 1245 117,8 10,4 10,3
(hm)
@ max. 125,8 127,8 150,5 146,5 14,3 12,7
(um)
@ min. 86,8 78,2 107,6 93,6 7,2 7,7
(um)
Desvio 12,4 15,7 13,1 15,6 1,9 15
padrao

CV (%) 12,1 15,8 10,5 13,3 18,7 14,7
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Tabela 27: Médias, desvio padrdo e coeficiente de variagdo dos diametros
referentes & camada de células do cumulus, nucleo e nucléolo de odcitos
cultivados in vitro em meio A, provenientes de animais em fase folicular e

anestro. Jaboticabal, 2010.

MEIO A
@ células do cumulus @ nucleo @ nucléolo
Folicular Anestro Folicular Anestro Folicular Anestro
@ médio 225 24,6 19,4 211 4.7 57
(um)
@ max. 30,7 38,2 28,0 29,2 6,0 7.3
(um)
@ min. 11,2 13,1 10,4 11,2 3,2 4.6
(um)
Desvio 6,7 8,5 5,5 6,4 11 11
padréo
CV (%) 29,8 345 28,5 30,5 241 19,3

A andlise dos dados apresentados nas tabelas 26 e 27 permitem inferir que
odcitos cultivados in vitro em meio sem suplementacdo hormonal, provenientes de
animais em fase folicular e anestro ndo diferem entre si quanto ao diametro do odcito
com ou sem zona peldcida, ndcleo, nucléolo, camadas de células do cumulus e

espessura da zona peldcida.

Na tabela 28, estdo apresentados os parametros avaliados através da técnica de
microscopia eletronica de transmissdo, de odcitos cultivados in vitro por 72 horas em
meio B, pertencentes ao grupo FO e AN classificados em VGi;, VG, VGs, Ml e

degenerado.
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Tabela 28 — Frequiéncia absoluta e relativa (%) de COC’s cultivado in vitro por 72h
em meio A, avaliados na microscopia eletrénica de transmissao, pertencentes aos
grupos FO (Fase folicular) e AN (Anestro), classificados em VG;, VG, VG3, Ml e
degenerado — Jaboticabal, 2010.

Estadio Parametros

Reprodutivo

VG, VG, VG, Ml degenerado TOTAL
FO 2 (14,3) 7 (50) 0 0 5 (35,7) 14
AN 6 (50) 2 (16,7) 0 0 4 (33,3) 12

Desta forma, sdo apresentadas as caracteristicas ultra-estruturais de VG; e VG,

encontradas em ambas as fases reprodutivas.

Caracteristica ultra-estrutural de o6cito em VG; anestro

O odcito em VG; apresenta algumas similaridades com VG, referentes ndo
somente ao nucleo como também a distribuicdo das organelas no ooplasma. O odécito
possui nucleo grande e central contendo nucléolo esférico, reticulado e com poucos
sinais de condensacgéo da cromatina. As mitocondrias normalmente estédo concentradas
na regiao cortical, embora possam ser visualizados pequenos agrupamentos no
ooplasma. Os GC encontram-se em maior quantidade do que em VG, e normalmente
localizam-se proximos a membrana plasmatica ou agrupados na regido do nucleo. O

CG e o REL apresentam-se densamente concentrados na regiao cortical e perinuclear.
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Alguns odcitos exibem grandes agrupamentos de REL. As GAPj estdo presentes em

grande guantidade, e raramente encontra-se sinal de degeneracao (Figura 28).

Caracteristica ultra-estrutural de odécito em VG; do grupo Folicular

Como citado anteriormente, 0 o6cito em VG; apresenta algumas similaridades
com VG, referentes ao nucleo e a distribuicdo das organelas no ooplasma. O odcito
em VG; do grupo FO, apresenta-se com nucleo ligeiramente achatado e com pequenas
ondulacdes no envelope nuclear. Geralmente o nucléolo demonstra mais sinais de
cromatina condensada. A quantidade de mitocéndria € bem variavel. Alguns odcitos
apresentam mitocondrias em grande quantidade, organizadas em grupos no ooplasma,
e menos concentradas na regido cortical. Outros possuem mitocondrias em menor
guantidade, porém concentradas na regido cortical. CG e REL presentes em quantidade
moderada na regido cortical ou perinuclear. O REL geralmente apresenta-se proximo a
agrupamentos de mitocéndrias ou circundando gotas de lipidio, embora alguns o6citos
revelem a presenca de REL organizado em grandes agrupamentos na regido cortical.
Os GC presentes em maior quantidade do que VG, podem ser visualizados alinhados
proximos a membrana plasmatica, ou agrupados no ooplasma. Zona pelucida
homogénea com grande quantidade de GAPj. Raramente séo visualizados GAPj com
sinais de degeneracdo. Observa-se ainda a presenca de moderada quantidade de

microvilosidades na membrana plasmatica.
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Caracteristica ultra-estrutural de o6cito em VG, do anestro

O grupo do anestro apresentou dois od6citos em VG,. Entretanto, as
caracteristicas visualizadas, com excecao do nucleo e nucléolo foram bem distintas.
Ambas apresentavam nucleo arredondado ou levemente achatado, localizado na regiao
periférica, envelope nuclear com invaginacdes proximas a zona pellacida e nucléolo
fibrilogranular contendo grandes vacuolos e areas granulares. Com relacdo as
organelas, um o6cito em VG, continha numerosas mitocondrias dispostas
principalmente, em grandes agrupamentos proximos a membrana plasmatica e GC
presentes em maior quantidade do que VG; e alinhados nas proximidades da
membrana plasmatica. O CG e REL presentes em grandes quantidades e geralmente
associados a reticulo endoplasmatico rugoso (RER). Em contrapartida, o outro odécito
em VG, apresentava reduzido numero de organelas (mitocéndrias, REL e CG), as quais
se encontravam, principalmente, na regido perinuclear. Além disso, neste odcito
evidenciou-se a presenca de um grande agrupamento de RER préximo ao nucleo

(Figura 29).

Caracteristica ultra-estrutural de o6cito em VG, do grupo folicular

O odcito em VG, do grupo folicular apresenta nucleo ligeiramente achatado e com
invaginagdes no envelope nuclear. O nucléolo fibrilogranular contém grandes vacuolos.
As mitocondrias estdo presentes em maior quantidade do que em VG; porém com
distribuicAo semelhante,  Alguns o0citos apresentam mitocondrias em grande

guantidade, organizadas em grupos no ooplasma, e menos concentradas na regiao
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cortical. Outros possuem mitocdndrias em menor quantidade, porém concentradas na
regido cortical. CG e REL presentes em grande quantidade na regido cortical ou
perinuclear e normalmente estdo associados ao RER, o qual estd densamente
concentrado, principalmente na regido cortical. Os GC presentes em maior quantidade
do que VG; podem ser visualizados alinhados proximos a membrana plasmatica, ou
agrupados no ooplasma e na regido perinuclear. As GAPj estdo presentes em menores
quantidades do que as observadas em VG; Observa-se ainda a presenca de

moderada quantidade de microvilosidades ha membrana plasmatica (Figura 30).
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Figura 28: Eletronmicrografia de transmissao de odcito de fémea canina em anestro (VG,) cultivado
in vitro em meio A. A: Nucleo (N) contendo nucléolo reticulado (n) (aumento 6000 x). B: Mitocondrias
(M) concentradas na regido periférica do odécito e granulos corticais (GC) alinhados préximos a zona
pelicida (ZP) (aumento 20000 x). C: Complexo de Golgi (CG) e granulos corticais(seta) presentes na
periferia do o6cito (25000 x). D: Regido da zona pellcida (ZP) apresentando juncbes GAP (GAP))
(aumento 10000 x).



Figura 29: Eletronmicrografia de transmissao de odcito de fémea canina em anestro (VG,) cultivado
in vitro em meio A. A: Nucléolo reticulado contendo grandes vacuolos (V) (aumento 15000 x). B:
Agrupamento de reticulo endoplasmatico rugoso (RER) entre o nucleo (N) e a zona pellcida (ZP)
(aumento 10000 x). C: Reticulo Endoplasmatico Rugoso (RER) e mitocéndrias (seta) presentes
proximos a zona pelicida (ZP) (aumento 10000 x). D: Regido periférica do odcito apresentando
grande quantidade de complexo de golgi e mitocondrias (M), além de granulos corticais alinhados

préximos a zona peldcida (ZP) (aumento 15000 x).

106
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Figura 30: Eletronmicrografia de transmissdo de o6cito de fémea canina em fase folicular (VG,)
cultivado in vitro em meio A. A: Nuicleo (N) apresentando invagina¢cdes no envelope nuclear (seta)
(aumento 6000 x). B: Nucléolo reticulado contendo grande vacuolo (V) (aumento 10000 x). C: Regido
periférica do oécito apresentando microvilosidades (MV), granulos corticais alinhados (seta preta) e
mitocéndrias (seta branca) (aumento 30000 x). D: Mitocdndrias (seta) concentradas no ooplasma entre
gotas de lipidio (GL) (aumento 30000 x).
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4.3.4 — Avaliacdo do complexo cumulus-o6cito proveniente de animais em fase
folicular (FO) e anestro (AN), através da técnica de microscopia eletrénica de
transmissao, apos 72 horas de cultivo in vitro em meio com suplementacéo

hormonal (meio B).

No total foram separados randomicamente 77 odcitos Grau |, advindos de
animais em fase folicular (FO) e 49 odcitos Grau | de animais em anestro (AN)
cultivados in vitro em meio B para serem avaliados pela técnica de microscopia
eletrbnica de transmissao. As frequiiéncias absolutas e relativas estdo na tabela 29.
Tabela 29- Frequéncia absoluta e relativa (%) de COCs cultivados in vitro por 72
horas em meio Meio B, obtidos do total de 30 fémeas caninas, sendo 15 em fase

folicular (FO) e 15 em anestro (AN), para avaliacdo por microscopia eletrénica de

transmissdo — Jaboticabal, 2010.

Fase Folicular (FO) Anestro (AN)
Parametros A A
Frequéncia Frequéncia
Absoluta Relativa (%) Absoluta Relativa (%)
COC Grau | 77 100 49 100
Avaliados 15 19,5 11 22,4
Perdidos 62 80,5 38 77,6

Como pode ser observado na tabela 29, do total de 77 odcitos separados para a

MET pertencentes ao grupo FO (Fase Folicular), 62 (80,5%) foram perdidos durante o
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processamento das amostras e 15(19,5%) foram avaliados. E do total de 49 odcitos
pertencentes ao grupo AN (Anestro), 38 (77,6%) foram perdidos e 11 (22,4%) foram
avaliados. As perdas ocorreram durante o processamento das amostras nas etapas de

incluséo, trimagem e ultramicrotomia.

Nas tabelas 30 e 31 estdo apresentados os dados referentes as médias, desvio
padréao e coeficiente de variacdo dos diametros referentes ao o4cito com e sem a zona
peldcida, ndcleo, nucléolo, camada das células do cumulus e espessura da zona
pellcida.

Tabela 30: Médias, desvio padrdo e coeficiente de variacdo dos diametros
referentes ao odcito com e sem a zona pellcida e espessura da zona pellcida de

odcitos cultivados in vitro em meio B, provenientes de animais em fase folicular e

anestro. Jaboticabal, 2010.

MEIO B
@ o6cito sem zona @ o6cito com zona @ zona pellucida
pellucida pellucida

Folicular Anestro Folicular Anestro Folicular Anestro

@ médio 100,3 102,0 121,6 122,8 10,8 11,0
(pm)

@ max. 124,1 1247 143,6 139,1 14,5 16,7
(pm)

@ min. 78,7 87,4 99,6 106,3 6,3 9,5
(Hm)

Desvio 14,7 12,3 13,8 9,1 2,5 2,4

padrao

CV (%) 14,7 12,1 11,3 7,4 22,8 21,7
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Tabela 31: Médias, desvio padrdo e coeficiente de variagdo dos diametros
referentes a camada de células do cumulus, nucleo e nucléolo de odcitos
cultivados in vitro em meio B, provenientes de animais em fase folicular e

anestro. Jaboticabal, 2010.

MEIO B

@ células do cumulus @ nucleo @ nucléolo

Folicular Anestro Folicular Anestro Folicular Anestro

@ médio 55,9 54,9 23,7 24,1 50 5,8
(hm)
@ max. 141,0 102,9 34,2 29,4 9,9 8,6
(hm)
@ min. 14,8 24,9 16,0 19,4 1,6 4,0
(hm)
Desvio 37,1 24,8 52 2,5 2,5 1,5
padréo
CV (%) 66,4 45,3 22,1 10,5 50,3 26,0

Com base nos resultados apresentados nas tabelas 30 e 31, pode-se verificar
que odcitos cultivados in vitro em meio suplementado, provenientes de animais em fase
folicular e anestro ndo diferem entre si quanto ao diametro do o6cito com ou sem zona
pelicida, ndcleo, nucléolo, espessura da camada das células do cumulus e zona

pellcida.
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Na tabela 32, estdo apresentados os parametros avaliados através da técnica de
microscopia eletronica de transmissdo, de odcitos cultivados in vitro por 72 horas em
meio B, pertencentes ao grupo FO e AN classificados em VG, VG;, VG3, QVG, Ml e

degenerado.

Tabela 32 — Frequiéncia absoluta e relativa (%) de COC’s cultivado in vitro por 72h
em meio B, avaliados na microscopia eletrénica de transmissao, pertencentes aos
grupos FO (Fase folicular) e AN (Anestro), classificados em VG;, VG,, VG3, QVG,
MI e degenerado — Jaboticabal, 2010.

Estadio Parametros

Reprodutivo

VG, VG, VG, QVG Ml degenerado TOTAL
FO 2 (13,3) 6 (40) 3 (20) 1(6,7) 1(6,7) 2 (13,3) 15
AN 3(27,3) 5(45,4) 0 0 0 3(27,3) 11

Desta forma, sdo apresentadas as caracteristicas ultra-estruturais de VG;, VG,

VG3s, QVG e MI encontradas nas fases reprodutivas.

Caracteristica ultra-estrutural de o6cito em VG;do qrupo em anestro

O odcito em VG; do grupo em anestro cultivado in vitro em meio suplementado
apresenta caracteristicas semelhantes aos odcitos em VG; cultivados em meio sem

suplementacdo hormonal. Sendo assim, o odcito possui nucleo grande e central
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contendo nucléolo esférico, reticulado e com poucos sinais de condensacdao da
cromatina. As mitocondrias normalmente estdo concentradas na regido cortical, embora
possam ser visualizados pequenos agrupamentos no ooplasma. Os GC encontram-se
em maior quantidade do que em VG, e normalmente localizam-se préximos a
membrana plasmatica ou agrupados na regido do nucleo. O CG e o REL apresentam-
se densamente concentrados na regido cortical e perinuclear. As GAPj estdo presentes

em grande quantidade, e raramente encontra-se sinal de degeneracao.

Caracteristica ultra-estrutural de o6cito em VG, do grupo folicular

Da mesma forma que odcitos em VG; de animais em anestro, cultivados in vitro,
em meio suplementado ndo diferem de odécitos em VG; cultivados em meio sem
suplementacdo hormonal. Os o6citos em VG; do grupo em fase folicular, independente
do meio de cultivo, também néo diferiram. Sendo assim, o oécito em VG; do grupo FO
cultivado em meio B, apresenta-se com nucleo ligeiramente achatado e com pequenas
ondulag®es no envelope nuclear. Geralmente, o nucléolo demonstra sinais de cromatina
condensada. Com relacdo a mitocdndria a quantidade é bem variavel. Alguns odcitos
apresentam mitocondrias em grande quantidade, organizadas em grupos no ooplasma,
€ menos concentradas na regido cortical. Outros possuem mitocondrias em menor
guantidade, porém concentradas na regido cortical. O CG e REL estdo presentes em
guantidade moderada na regido cortical e perinuclear. Normalmente, o REL esta
associado a agrupamentos de mitocondrias ou circundando gotas de lipidio, entretanto,

pode-se observar que alguns odcitos apresentavam grandes agrupamentos de REL na
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regido cortical. Os GC presentes em maior quantidade do que VG podem ser
visualizados alinhados proximos a membrana plasmatica ou agrupados no ooplasma.
Ha muitas GAPj na membrana plasmatica com poucos sinais de degeneracdo e

presenca moderada de microvilosidades.

Caracteristica ultra-estrutural de o6cito em VG, do anestro

Odcito em VG, do grupo do anestro possui nucleo levemente achatado,
localizado na regido periférica. O envelope nuclear apresenta invaginacdes localizadas
na regido préxima a zona pelucida. O nucléolo fibrilogranular possui grandes vacuolos
e areas granulares, além de poucos sinais de condensacao de cromatina. Numerosas
mitocondrias podem ser Vvisualizadas dispostas principalmente, em grandes
agrupamentos préoximos a membrana plasmatica. Os GC encontram-se em grande
guantidade, e normalmente estdo alinhados nas proximidades da membrana
plasmatica, raramente sendo visualizados no ooplasma. CG e REL presentes em
grandes quantidades e geralmente associados ao RER. As GAPj quando presentes
mostram sinais de degeneracdo. Microvilosidades podem ser visualizadas na superficie

da membrana plasmética.

Caracteristica ultra-estrutural de o6cito em VG, do grupo folicular

O odcito em VG, do grupo folicular apresenta nucleo ligeiramente achatado com

invaginacdes no envelope nuclear. Todos os o0citos apresentam nucléolo fibrilar denso
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com pequenos vacuolos. Numerosas mitocondrias estdo distribuidas uniformemente
pelo ooplasma. O CG apresenta-se em grande quantidade, normalmente concentrados
proximos as GAPj e GC. Numerosos REL apresentam-se proximos a agrupamentos de
mitocondrias ou associados a gotas de lipidio. Os GC presentes em grandes
quantidades apresentam-se dispostos em alinhamento ou em pequenos agrupamentos

préximo a membrana plasmatica.

Caracteristica ultra-estrutural de o6cito em VG3

O ndcleo em VG3 apresenta-se mais achatado do que VG, e o envelope nuclear
exibe longas invaginacdes proximas a membrana plasmatica. O nucléolo demonstra
profundos sinais de inativacdo com marcada condensacao da cromatina. O ooplasma
do odcito em VG3; apresenta-se bem homogéneo ndo demonstrando nenhum
agrupamento de organelas. Os GC podem apresentar-se alinhados proximos a
membrana plasmatica ou em grandes agrupamentos nas regides entre o nucleo e a
membrana plasmatica. As mitocondrias, CG e REL estdo presentes em pequenas
quantidades. As GAPj sdo escassas e quando presentes normalmente séo retraidas.
Microvilosidades podem ser visualizadas na superficie da membrana plasmética (Figura

31).
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Caracteristica ultra-estrutural de oo6cito em OVG

O od6cito em QVG apresenta dois pares de cromossomos separados por filamentos
e envoltos por um envelope nuclear espesso e fragmentado. O material nuclear situa-se
préximo a periferia do nucleo. As mitocondrias estdo homogeneamente distribuidas pelo
ooplasma. Ha escassos CG e numerosos GC agrupados préximos ao nucleo. O REL
estd presente em quantidade moderada. O namero de GAPj € bem reduzido e as
microvilosidades estdo presentes principalmente proximas a regido do nucleo. O odcito

apresenta-se envolto pelas células do cumulus (Figura 32)

Caracteristica ultra-estrutural de o6cito em Metafase |

O odcito em MI apresenta cromossomos distribuidos em pares alinhados
paralelamente com a membrana plasmatica, proximo a zona pellcida. Apresenta
numerosas mitocondrias concentradas principalmente na regido cortical, poucos GC
alinhados proximos a membrana plasmatica e grande quantidade de REL,
homogeneamente distribuido pelo ooplasma. O nimero de GAPj é bem reduzido e as
microvilosidades estéo presentes, principalmente proximas a regido do nucleo. O odcito

apresenta-se envolto pelas células do cumulus (Figura 33).
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Figura 31: Eletronmicrografia de transmissdo de odcito de fémea canina em fase folicular (VG3;)
cultivado in vitro em meio B. A: Nucleo achatado (N) apresentando longas invaginacfes (seta) no
envelope nuclear proximo a zona peldcida (ZP) (aumento 5000 x). B: Invaginacdes (seta) no nucleo (N)
(aumento 12000 x). C: Nucléolo (n) denso e condensado (aumento 10000 x). D: Granulos corticais (GC)
alinhados proximos a zona pelicida (ZP) (aumento 30000 x). E: Regido da zona pellcida (ZP)
apresentando microvilosidades (MV), juncdes do tipo GAP (GAPj) e escassas mitocdndrias (seta)
(aumento 25000 x).
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N

Figura 32: Eletronmicrografia de transmissao de o6cito de fémea canina em fase folicular (QVG)
cultivado in vitro em meio B. A: Ndcleo (N) apresentando dois pares de cromossomos (*) envoltos por
envelope nuclear espesso (seta) (aumento 3000 x). B: Ruptura no envelope nuclear (seta) (aumento

12000 x). C: Granulos corticais agrupados préximos ao nucleo (N) (aumento 5000 x).

Figura 33: Eletronmicrografia de transmissdo de odcito de fémea canina em fase folicular (M)
cultivado in vitro em meio B. A: Placa metafisaria (PM) alinhada em pararelo com a membrana
plasmética préxima a zona pelicida (ZP) (aumento 2000 x). B: Placa metafisaria (PM) apresentando

cromossomos agregados (setas) (aumento 7500 x).
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4.4 - EXPERIMENTO |V -“Efeito da suplementagcao hormonal no meio de cultivo
sobre a maturacao nuclear e citoplasmatica de o6citos de fémeas caninas obtidos

em diferentes fases do ciclo estral”

O experimento IV consistiu em analisar a maturacéo nuclear e citoplasmatica dos
complexos cumulus-o6citos de fémeas caninas em diferentes condi¢cdes reprodutivas
apos a maturagdo in vitro em meio A (sem suplementacdo hormonal) e meio B (com
suplementacdo hormonal) através da coloracédo FITC-Lecitina-Hoescht 33342 de acordo
com a metodologia descrita por CHERR et al. (1988) com algumas modificacdes. Assim
os resultados sdo apresentados separadamente, de tal forma que a avaliacdo da
maturacdo nuclear dos complexos cumulus-oécitos de fémeas caninas em fase folicular
(FO) ou anestro (AN) maturados in vitro em meio controle e suplementado estédo

dispostos no item 4.4.1. e a avaliacdo da maturacao citoplasmatica no item 4.4.2.

No experimento IV, o numero total de COC’s Grau | separados aleatoriamente
para avaliagdo da maturacdo nuclear e citoplasmatica foi de 126 odcitos pertencentes
ao grupo FO (Fase Folicular) e 97 para o grupo AN (Anestro). As frequéncias absolutas

e relativas (%) de COC'’s recuperados encontram-se na tabela 33:
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Tabela 33 — Freqiiéncia absoluta e relativa (%) de COC’s grau | recuperados de 15
fémeas caninas em fase folicular (FO) e 15 em anestro (AN) para avaliagcdo da
maturacado nuclear e citoplasmatica apés o periodo de maturacao in vitro em meio

controle (A) e meio suplementado com Py, E; e LH (meio B) — Jaboticabal, 2010.

Frequéncia Absoluta e Relativa (%)

Parametros Fase Folicular (FO) Anestro (AN)
A B A B
COC’s Grau | 62 (100) 64 (100) 48 (100) 49 (100)
Avaliados 46 (74,2) 44 (68,7) 34 (70,8) 34 (69,4)
Perdas 16 (25,8) 20 (31,3) 14 (29,2) 15 (30,6)

4.4.1. -“Efeito da suplementagao hormonal no meio de cultivo sobre a maturagao
nuclear de o6citos de fémeas caninas obtidos em diferentes fases do ciclo estral “

Na tabela 34 estdo apresentados dados da frequéncia absoluta e relativa de
o0citos cultivados in vitro em meio A (meio sem suplementacdo hormonal) e meio B
(meio com suplementagdo hormonal), obtidos de fémeas caninas em diferentes
condi¢Oes reprodutivas, classificados de acordo com os diferentes graus de maturacao

nuclear (VG, QVG, MI, Mll, retomada da meiose e degenerados).
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Tabela 34 — Frequéncia absoluta e relativa (%) de od6citos obtidos de fémeas
caninas em fase folicular (FO) e anestro (AN), classificados de acordo com o0s
diferentes graus de maturacdo nuclear (VG, QVG, MI, MIl, retomada da meiose
QVG-MIl e degenerados) ap6s o periodo de maturacao in vitro em meio controle

(A) e meio suplementado com Py, E; e LH (meio B) — Jaboticabal, 2010.

Frequéncia absoluta e relativa (%)

Parametros Fase Folicular (FO) Fase Anestro (AN)

Meio A Meio B Meio A Meio B
VG 6 (13%) 2 (4,5%) 11 (32,3%) 6 (17,6%)
QVG 12(26,1%) 14 (32%) 9 (26,5%) 13 (38,2%)
MI 3 (6,5%) 5 (11,3%) 2 (5,9%) 4 (11,8%)

Ml 3 (6,5%) 10 (22,7%) 2 (5,9%) 2 (6%)
Reto”(‘gf'/""ec_‘:‘m'l‘;eiose 18 (39,1%) 29 (66%) 13(38,3%) 19 (55,9%)
Degenerados 22 (47,8%) 13 (29,5%) 10 (29,4%) 9 (26,4%)
Avaliados 46 (100%) 44 (100%) 34 (100%) 34 (100%)

Analisando a tabela 34, observa-se que odcitos cultivados in vitro em meio
controle (meio A) pertencentes a animais da fase de anestro apresentam o0s maiores
indices de VG (32,3%). Além disso, verifica-se que a retomada da meiose (QVG-MiIl) no
meio B, tanto para a fase folicular (66%) quanto para o anestro (55,9%), foram maiores
quando comparadas a retomada da meiose de odcitos cultivados in vitro em meio sem
suplementacdo hormonal. Entretanto, o que contribui para elevar este indice no grupo
do anestro € a taxa de QVG (38,2%), jA para o0citos pertencentes a animais da fase

folicular € o indice de MIl (22,7%). Com relacdo aos degenerados, observar-se que
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oocitos pertencentes ao grupo folicular, cultivados em meio sem suplementacao
hormonal apresentaram os maiores indices (47,8%) .

Nas tabelas 35 e 36 sdo apresentados os resultados referentes a comparacgao
dos diferentes meios, respectivamente, dentro de cada fase do ciclo reprodutiva (fase

folicular e anestro) para cada estadio de maturacao nuclear.

Tabela 35 — Comparacgéo entre os meios de cultivo A e B, dentro de cada fase do
ciclo reprodutivo (fase folicular e anestro) para os estadios de maturacao nuclear
(VG, QVG, MI, MIl, Retomada da meiose QVG-MIl e Degenerados) — Jaboticabal,
2010.

Comparacgéo entre os diferentes meios

Parametros Fase Folicular Fase Anestro
Meio A x Meio B Meio A x Meio B
Degeneragéo Sim* (A > B) N&o
Vesicula . N
Germinativa Nao Sim* (A > B)
Quebra de Nao Nao
vesicula
Metafase | Nao Nao
Metéfase I Sim* (B > A) Nao
Retomada de Sim* (B > A) Sim* (B > A)

Meiose

e As diferencas séo consideradas significativas (p < 0,05)
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Tabela 36 - Comparacdo dos meios de cultivo (meio A e meio B) entre as fases
folicular e anestro para cada estadio de maturacao nuclear (VG, QVG, M, MiIl,
Retomada da meiose QVG-MIl e Degenerados) — Jaboticabal, 2010.

Comparacéo entre as diferentes fases

Parametros Meio A Meio B
Folicular x Anestro Folicular x Anestro
Degeneracéo Sim* (Folicular > Anestro) N&o
Vesicula Sim* (Anestro > Folicular) Sim* (Anestro > Folicular)

Germinativa

Quebra de

. Nao Nao
vesicula
Metafase | Nao Nao
Metafase Il N&o Sim* (Folicular > Anestro)
Retomada de N0 N0

Meiose

* As diferencas s&o consideradas significativas (p < 0,05)

De acordo com os resultados apresentados na tabela 35 pode-se verificar que a
suplementacdo hormonal no meio de cultivo favorece significativamente a maturacéo
nuclear tanto para o estadio de Ml (odcitos pertencentes ao grupo folicular) quanto para
a retomada da meiose (odcitos pertencentes a ambas as fases reprodutivas). Em
contrapartida a auséncia de horménios no meio de cultivo promove a degeneracao
oocitaria no grupo folicular e a estagnagdo meidtica no grupo do anestro, visto que
neste grupo, oocitos cultivados em meio sem suplementacdo hormonal apresentaram
maiores indices de vesicula germinativa quando comparados a odcitos cultivados em

meio suplementado (p<0,05).
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Na tabela 36, pode-se observar que independente do meio de cultivo, odcitos
provenientes de animais em anestro demonstram menor progressao meiotica, visto que
apresentam maiores indices de vesicula germinativa quando comparados ao grupo
folicular (p<0,05). Por outro lado, odcitos pertencentes ao grupo folicular, da mesma
forma que respondem bem a presenca hormonal no meio cultivo, fato verificado pelo
elevado indice de MIl, também sofrem com a falta de horménios, o qual ocasiona altas

taxas de degeneracédo oocitaria.

4.4.2. -“Efeito da suplementagao hormonal no meio de cultivo sobre a maturagao
citoplasmatica de o6citos de fémeas caninas obtidos em diferentes fases do ciclo

estral“

Na tabela 37 estdo apresentados dados da frequéncia absoluta e relativa de
odcitos cultivados in vitro em meio A (meio sem suplementacdo hormonal) e meio B
(meio com suplementagdo hormonal), obtidos de fémeas caninas em diferentes
condi¢Oes reprodutivas, classificados de acordo com os diferentes graus de maturacao
citoplasmatica (Imaturos, Transicdo e Maturos). Foram classificados quanto a
maturacdo citoplasmatica apenas odcitos VG, QVG, Ml e MIl os degenerados nao

foram avaliados.
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Tabela 37 — Frequéncia absoluta e relativa (%) de oocitos obtidos de fémeas
caninas em fase folicular (FO) e anestro (AN), classificados de acordo com o0s
diferentes graus de maturacdo citoplasmatica (Imaturos, Transicdo e Maturos)
apos o periodo de maturacédo in vitro em meio controle (A) e meio suplementado
com Py, E; e LH (meio B) — Jaboticabal, 2010.

Frequéncia absoluta e relativa (%)

Parametros Fase Folicular Fase Anestro
Meio A Meio B Meio A Meio B
Avaliados 24 (100%) 31 (100%) 24 (100%) 25 (100%)
Imaturos 10 (41,7%) 9 (29%) 19 (79,2%) 15 (60%)
Transicao 14 (58,3%) 21 (67,8%) 5 (20,8%) 9 (36%)
Maturos 0 1(3,2%) 0 1 (4,0%)

Na tabela 37, verifica-se que odécitos de animais em anestro apresentam as
maiores taxas de o6citos imaturos e menores em transi¢do, independente do meio de
cultivo quando comparados ao grupo folicular. Somando-se a isto, pode-se constatar
um efeito positivo da suplementacdo hormonal no meio de cultivo tanto para o grupo
folicular quanto para o anestro, nos quais foram observados os menores indices de
odcitos imaturos, maiores em transicdo, além da presenca de odcitos apresentando
maturacéao citoplasmatica completa.

Nas tabelas 38 e 39 sédo apresentados os resultados referentes a comparagao
dos diferentes meios, respectivamente, dentro de cada fase do ciclo reprodutiva (fase

folicular e anestro) para cada estadio de maturacéo citoplasmatica.
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Tabela 38 — Comparacgéo entre os meios de cultivo A e B, dentro de cada fase do
ciclo reprodutivo (fase folicular e anestro) para os estadios de maturacéo

citoplasmatica (Imaturos, Transi¢do e Maturos) — Jaboticabal, 2010.

Comparacéo entre os diferentes meios

Estadios Fase Folicular Fase Anestro
Meio A x Meio B Meio A x Meio B
Imaturo N&o Sim (A>B)
Transicao N&o N&o
Maturo N&o N&o

* As diferencas séo consideradas significativas (p < 0,05)

Tabela 39 - Comparacdo dos meios de cultivo (meio A e meio B) entre as fases
folicular e anestro para cada estaddio de maturacdo citoplasmatica (Imaturos,
Transicdo e Maturos) — Jaboticabal, 2010.

Comparacgéo entre as diferentes fases

Estadios Meio A Meio B
Folicular x Anestro Folicular x Anestro
Imaturo Sim* (Anestro > Folicular) Sim* (Anestro > Folicular)
Transicao Sim* (Folicular > Anestro) Sim* (Folicular > Anestro)
Maturo N&o N&o

* As diferencas séo consideradas significativas (p < 0,05)
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Comparando-se os diferentes meios de maturacdo dentro de cada fase (tabela
38), observa-se que a auséncia de hormonio no meio de maturacao de odcitos advindos
de animais em anestro, compromete diretamente o desenvolvimento da maturacéo
citoplasmatica, visto que, odcitos cultivados em meio A apresentam porcentagens
significativamente maiores de odcitos imaturos do que odcitos cultivados em meio B
pertencentes ao mesmo grupo (p<0,05). Para a fase folicular, embora haja uma
tendéncia a um melhor desempenho no grupo cultivado em meio suplementado, a qual
pode ser evidenciada pela menor taxa de odécitos imaturos, maior indice de oécitos em
transicdo e presenca de odcitos apresentando maturacdo citoplasmatica completa,
estatisticamente a suplementacdo hormonal no meio de cultivo ndo interferiu sobre a
maturacao citoplasmatica, com os meios demonstrando similaridade entre si (p>0,05).

Comparando os estadios de maturagdo citoplasmatica dentro de cada meio de
cultivo entre as diferentes fases do ciclo estral (tabela 39), verifica-se que independente
do meio de maturacdo, o grupo folicular demonstram melhor desempenho do que o
grupo do anestro, visto que apresentam menores indices de odcitos imaturos e maiores
taxas de odcitos em transicao (p<0,05). Com isso, pode-se inferir que a fase do ciclo

estral interfere sobre a maturidade citoplasmatica de odcitos caninos.
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5. DISCUSSAO

A maturacdo oocitaria in vitro (MIV) é um processo complexo onde se busca
mimetizar as mudancas dindmicas que ocorrem no foliculo ovariano pré-ovulatdrio. Um
sistema de maturacdo de sucesso suporta todos os componentes do complexo
cumulus-o6cito, incluindo células do cumulus, material nuclear e citoplasmatico
(LUVONI, 2000).

Embora seja uma técnica utilizada rotineiramente em muitas espécies (bovinos,
suinos, camundongos e felinos), em canideos, o sistema de maturacdo in vitro é
considerado ineficiente. Esse fato € comprovado pelos baixos indices de metéafase,
elevadas taxas de odcitos degenerados e por uma uUnica prenhez obtida através da
fertilizacdo in vitro (LUVONI et al.,, 2006). A ineficiéncia do processo deve-se as
peculiaridades da fisiologia reprodutiva da cadela, as quais tém dificultado a adaptacao
da técnica de MIV, ndo somente por esta espécie se distinguir em muitos aspectos da
maioria dos outros mamiferos, como também por apresentar pontos importantes que
precisam ser esclarecidos tais como: o papel do oviduto sobre a maturacao oocitéria, 0s
fatores relacionados com o reinicio e a progressao da meiose, a morfologia oocitaria e o
seu papel no processo de maturacao, a importancia da interacdo entre as células do
cumulus e odcito apos a ovulacdo e o real efeito do estadio do ciclo estral sobre a
competéncia meibtica (MAHI e YANAGIMACHI, 1976; HEWITT E ENGLAND, 1998a,
1998b; OTOI et al., 1999; FARSTAD, 2000b, GOODROWE et al., 2000; BOGLIOLO et
al., 2002; RODRIGUES e RODRIGUES, 2003b; SONGSASEN et al., 2002;
WILLINGHAM-ROCHY et al., 2003; HAENISCH-WOEHL et al., 2003; FONTBONE et
al., 2004; LUVONI et al., 2005).

Um dos objetivos do presente trabalho foi correlacionar a fase do ciclo estral a
morfologia oocitaria e verificar se ha influéncia sobre a competéncia meibtica. Embora
alguns estudos demonstrem que a idade da doadora (NICKSON et al., 1993; HEWITT
and ENGLAND, 1998a), diametro oocitario (THEISS, 1997; OTOI et. al, 2001) e a
qualidade morfoldgica do oocito exercam influéncias sobre as taxas de MIV em cadelas,

o efeito do estaddio do ciclo estral ainda € bastante controverso. Enquanto alguns
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pesquisadores indicam que ndo ha associacdo (HEWITT and ENGLAND, 1997; OTOI et
al., 2002; RODRIGUES and RODRIGUES, 2003a; SONGSASEN and WILDT, 2005;
APPARICIO, 2010), outros demonstram que o status reprodutivo da cadela influencia a
capacidade de desenvolvimento oocitario (YAMADA et al., 1993; LUVONI et al., 2001,
OTOI et al., 2001; WILLINGHAM-ROCKY et al., 2003; KIM et al., 2004). De tal forma
que odcitos obtidos de foliculos pré-ovulatérios e durante a fase folicular (proestro e
estro) apresentam melhores indices de maturacdo do que odcitos recuperados de
animais em outras fases reprodutivas (YAMADA et al., 1993; OTOI et al., 2001; KIM et
al., 2004; SONGSASEN and WILDT, 2007).

As explicacdes para o efeito do estaddio do ciclo estral sobre a competéncia
meidtica sdo muitas. Segundo MARTINS et al. (2006), os elevados indices de
progressao meidtica obtidos em odcitos recuperados durante o estro deve-se a maior
exposicdo ao ambiente folicular, o qual é rico em horménios, fatores de crescimento e
outros compostos até entdo desconhecidos. Por outro lado, LUVONI et al. (2005),
relatam que a influéncia do estadio do ciclo estral esta relacionada com o status
funcional das GAPjs entre o0 odcito e as células do cumulus. Assim, as baixas taxas de
maturacdo durante o anestro seriam decorrentes da auséncia de comunicagao entre as
células do cumulus e o odcito. Ha ainda, trabalhos que afirmam que, como a retomada
da meiose ocorre durante o processo de crescimento oocitario, o qual se da
coordenadamente ao crescimento folicular, a influéncia da fase do ciclo estral sobre as
taxas de maturagdo in vitro em cadelas estaria correlacionada ao diametro oocitario
atingido dentro de cada fase reprodutiva. Com isso, as maiores taxas de maturacdo em
oocitos provenientes de animais em fase folicular seriam decorrentes do maior
crescimento oocitario atingido durante esta fase (HEWITT and ENGLAND, 1998a; OTOI
et al., 2001).

Por este prisma, identificamos a importancia de ao correlacionarmos a fase do
ciclo estral a competéncia meiotica, considerarmos tanto o aspecto morfolégico quanto
o didmetro oocitario. Com vistas nisto, no presente estudo, optamos ndo somente por

utilizar apenas COC’s grau | com didmetro 2110um para as analises morfologicas antes
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e apos a MIV, como também verificar a correlacdo entre a fase reprodutiva e a
ocorréncia intraovariana de COC’s grau | com didametro menor e maior ou igual a

110um encontrados em ovarios de fémeas caninas em fase folicular e anestro.

Sobre a distribuicéo intraovariana do diametro oocitario, os resultados da tabela
5, mostram que independente da condicdo reprodutiva da cadela, a ocorréncia de
COC’s grau | com diametro igual ou superior a 110um (82% e 76,4%, respectivamente
para fémeas em fase folicular e anestro) € significativamente maior quando comparada
a oocitos com diametro inferior a 110um (18% e 23,6%, respectivamente para fémeas
em fase folicular e anestro). Embora esses dados ndo corroborem com OTOI et al.
(2001), os quais relatam que ovarios de cadelas em fase folicular (17,8%) apresentam
significativamente menor porcentagem de odcitos com diametro inferior a 110um
quando comparados a cadelas em anestro (69,7%) e diestro (58,3%). Os resultados
obtidos estdo de acordo com RIBEIRO (2007), que reporta a maior ocorréncia de
oocitos com didmetro superior a 110um, e relata ndo haver diferencas ao se comparar
as classes de odcitos de mesmo didmetro em cadelas em anestro, estro natural e estro
induzido. Assim, com base em nossos resultados, podemos inferir que ao selecionar
COC'’s grau |, de acordo com os critérios morfoldgicos (numero de camadas de células
do cumulus e aspecto citoplasmatico), naturalmente estard selecionando maior
proporcdo de odcitos com didmetro =110um, independente do status reprodutivo da

fémea canina.

Entretanto, ndo podemos desconsiderar que embora os estudos relatem que
somente odcitos com diametro superior a 110um sejam capazes de retomar a meiose
(OTOI et al.,1997; 2001), este ndo deve ser o Unico fator limitante do sucesso na
maturacdo in vitro na espécie canina, pois em média, apenas 20% dos odcitos com
didametro 2110um atingem MIl quando cultivados em diferentes meios de maturagao
(SONGSASEN & WILDT, 2007).

Esse fato ressalta a importancia de aprofundar os conhecimentos sobre a
morfologia do odcito utilizado atualmente na MIV de cadelas. Até o0 momento, poucas

pesquisas tiveram a ultra-estrutura oocitaria canina como principal foco de estudo
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(HAENISCH-WOEHL et al., 2003; TESORIERO, 1981; LOPEZ et al., 2006; VIARIS DE
LESEGNO et al., 2008a e b; DE LOS REYS et al., 2009; CHEBROUT et al., 2009), além
disso, em nenhuma dessas pesquisas foi avaliada a comunicacéo entre as células do
cumulus, bem como, a maturacdo nuclear e citoplasmatica de complexo cumulus-oécito
canino de animais em fase folicular e anestro, antes (zero hora) e apds o cultivo in vitro,
em diferentes meios de maturagao utilizando tanto a microscopia eletrbnica de
varredura quanto a transmissdo. Por este prisma, 0s resultados obtidos no presente

estudo sao considerados inéditos.

De acordo com a andlise, efetuada atravées da MET, das caracteristicas ultra-
estruturais de oo6citos caninos classificados em VG, e VG, antes do processo de
maturacado (0Oh), apresentados na tabela 14, pode-se observar que enquanto oécitos em
VG, pertencentes ao grupo do anestro apresentam claros sinais de imaturidade nuclear
e citoplasmatica como: nucléolo reticulado fibrilogranular com escassos sinais de
condensacdo de cromatina, organelas distribuidas heterogeneamente pelo ooplasma,
poucos granulos corticais e associacdo de complexo de golgi a juncdes do tipo GAP.
Odcitos em VG, de animais em fase folicular apresentam tanto sinais de imaturidade
quanto maturidade nuclear e citoplasmatica. Com isso, 0S nossos resultados nao
corroboram com VIARIS DE LESEGNO et al. (2008b), os quais, com base em um
estudo ultra-estrutural em odcitos de animais em anestro afirmam que apenas odécitos

em VG, apresentam sinais de maturidade.

No presente estudo, com excecdo de apenas um o0cito em VG, do grupo
folicular que se mostrou claramente imaturo (mitocondrias em menor quantidade e
concentrada na periferia do odécito e nucléolo fibrilogranular reticulado), os demais
apresentaram alguns sinais de maturidade citoplasmatica e inatividade transcricional,
como a presenca de nucléolo fibrilar denso, distribuicdo mais uniforme de organelas e
maior quantidade de granulos corticais quando comparados a oécitos em VG, do grupo
do anestro. Além disso, sete dos oito odcitos classificados em VG, ndo somente

demonstraram pequenas ondulagdes no envelope nuclear, o que geralmente é descrito
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apenas em oocitos em VG, como também possuiam o ndcleo ligeiramente deslocado

em direcao a periferia, como pode ser observado na Figura 16A.

Segundo estudo realizado por VIARIS DE LESEGNO et al. (2008a), em que foi
avaliado a ultra-estrutura do odcito canino durante o processo de maturagao in vivo, 0s
pesquisadores relatam que a ondulagcéo do envelope nuclear € um evento que antecede
a onda de LH, e que associado ao deslocamento do nucleo em dire¢do a periferia
representam o primeiro sinal que induz a maturacdo. Assim, de acordo com esses
pesquisadores para que a maturacao oocitaria final ocorra sdo necessarios dois sinais
distintos: um antes do pico de LH para induzir a maturacdo e outro cerca de trés dias
apos a ovulacao para induzir a retomada meidtica. Isso nos sugere que 0s odcitos do
grupo folicular classificados em VG, mas com sinais de maturidade, provavelmente
eram provenientes de animais que haviam sofrido a sinalizacdo que induz a maturacéo,
0 que justifica ndo somente os sinais encontrados de maturidade citoplasmética como
também o deslocamento do nucleo em direcao a periferia e a ondulagdo no envelope
nuclear. Entretanto, vale ressaltar que embora apresentem sinais de maturidade, esses
oo6citos sdo menos maturos do que os odcitos classificados em VG, pertencentes ao

mesmo grupo.

A respeito do VGp, no presente estudo néo foi identificado nenhum od6cito com
esta classificacdo no grupo de anestro, para possibilitar a comparacdo com as
caracteristicas encontradas com o VG, do grupo folicular. Todavia, ndo podemos
afirmar que cadelas em anestro ndo possuam 00citos maturos e transcricionalmente
inativo (VGp), visto que ja foi previamente descrito na espécie por VIARIS DE
LESEGNO et al. (2008b). Assim, a auséncia de oocitos em VG, no grupo do anestro,
pode ser justificada pelo menor numero de amostras avaliadas no presente estudo (15
amostras), quando comparado ao analisado por VIARIS DE LESEGNO et al. (2008b)
(78 amostras). Fato esse que ocorreu em decorréncia da elevada perda de material
durante o processamento das amostras. Contudo, deve ser considerado que a auséncia

de VG, quando a amostra avaliada € pequena, sugere que a propor¢ao intraovariana
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de odcitos imaturos (VG:) em animais em anestro € superior a de odcitos maturos
(VGy).

Para VIARIS DE LESEGNO et al. (2008b) a presenca de odcitos com sinais de
maturidade citoplasméatica em ovarios de fémeas em anestro pode ser consequéncia da
sua exposicao a gonadotrofinas durante a segunda parte desta fase, 0 que pode ser um
indicativo da presenca de ondas foliculares durante o anestro. Entretanto, como a
populacdo de VG, € inferior a VG, durante este periodo, especula-se que a provavel
evolucdo destes o00citos seja a atresia e que o00citos pré-ovulatérios seriam
provenientes da populagéo de VG, (VIARIS DE LESEGNO et al., 2008b).

Com relagdo aos odcitos em VG, de animais em fase folicular, estes apresentam
maiores sinais de maturidade citoplasmatica quando comparados aos oocitos em VG,
pertencentes ao grupo folicular e anestro, tais como mitocondrias distribuidas de forma
mais homogénea, maior numero de granulos corticais e a maior freqiéncia de GAP]j
com sinais de degeneracado. Além disso, possuem nucleo disposto na periferia do od6cito
contendo nucléolo fibrilar denso e envelope nuclear com pequenas ondulacées.
Caracteristicas semelhantes as evidenciadas por VIARIS DE LESEGNO et al. (2008a)

em odcitos coletados no periodo compreendido entre a onda de LH e a ovulacao.

Em espécies como ovinos (MOOR et al., 1980), bovinos (KRUIP et al., 1983) e
equinos (GRONDAHL et al., 1995) é descrito que a onda de LH induz a ruptura da
comunicacgdo entre as células do cumulus e o odcito prevenindo a passagem de sinais
inibitorios desencadeando a retomada da meiose. Entretanto, VIARIS DE LESEGNO et
al. (2008a) afirmam que embora em canideos, a ruptura da comunicacdo entre as
células do cumulus e o0 odcito possa estar relacionada com a retomada da meiose, visto
que foi observado uma reducdo gradativa das GAPjs a medida que os od0citos se
tornavam mais maturos nuclear e citoplasmaticamente com a completa interrupgéo da
comunicagdo coincidindo com os primeiros sinais de reinicio e progressdo meiética. E
improvavel que tal evento seja desencadeado pelo LH, uma vez que a completa
interrupcdo somente foi evidenciada cerca de trés dias apds a ovulagdo em odcitos

avaliados ultra-estruturalmente durante o processo de maturacgao in vivo. Com base em
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tais afirmacdes, podemos inferir que em nosso estudo, a presenca de GAPj com sinais
de degeneragdo em oocitos em VG, associados ao maior grau de maturidade nuclear e
citoplasmatica quando comparadas a VG, do grupo folicular e anestro, pode ser
indicativo de que estes odcitos possuem maior capacidade de maturar, uma vez que a
degeneracdo da GAPj pode reduzir a passagem de sinais inibitérios da meiose ao
odcito.

A partir do exposto, analisando os odcitos pertencentes ao grupo folicular, pode-
se observar que nesta fase do ciclo estral a maturidade citoplasmatica apresenta trés
padroes: VG imaturo e transcricionalmente ativo, VG, maturo e transcricionalmente
inativo e um padrao intermediario (VG;), no qual o nicleo inicia o seu deslocamento em
direcdo a periferia, apresentando alguns sinais de maturidade e inatividade

transcricional.

A respeito dos resultados apresentados nas tabelas 12 e 13 sobre os diametros
do odcito com e sem zona pellcida, nucleo, nucléolo e espessura da zona pellcida e
camada das células do cumulus, pode-se verificar que ndo houve diferenca significativa
ao se comparar as médias de odcitos recém colhidos provenientes de animais em fase
folicular e anestro. Dados que corroboram com LEE et al. (2008), que ao avaliar o
didmetro do odcito com e sem zona pellcida e espessura da zona pelicida em
diferentes fases do ciclo reprodutivo (fase folicular, IUtea, anestro e od6citos ovulados in
vivo coletados da tuba uterina), observou que apenas odcitos ovulados in vivo
possuiam didametros significativamente maiores quando comparado as demais fases.
Contudo, em nosso estudo, observa-se que enquanto o didmetro do odcito com e sem
zona pellcida apresentam coeficiente de variacao (CV) menor que 15%, provavelmente
devido a prévia mensuracdo do diametro oocitario durante o processo de selecao, o CV
das demais estruturas foi muito elevado (superior a 15%), como conseqiéncia da
grande diferenca encontrada entre os didametros maximo e minimo, 0 que certamente
ocorreu devido ao reduzido tamanho da amostra avaliada (13 odcitos do grupo folicular

e 15 do anestro).
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Sobre a andlise, através da MEV, das caracteristicas ultra-estruturais de odcitos
antes do processo de maturacdo (Oh), observou-se, de acordo com os resultados
apresentados nas tabelas 7 e 8, que tanto em od0citos provenientes do grupo folicular
quanto do anestro, as células do cumulus apresentam arranjo regular e forma
arredondada, o mesmo observado por HAENISCH-WOEHL et al. (2003) em odcitos de
cadelas pré-puberes. Entretanto, com relagdo a intensidade de comunicacdo entre
estas células, enquanto HAENISCH-WOEHL et al. (2003) verificaram que as células do
cumulus de cadelas pré-puberes conectam-se frouxamente através de poucos
processos curtos, denotando a reduzida capacidade de maturar destes odcitos, dado
que a comunicacao entre estas células é importante para o desenvolvimento oocitario
(LUVONI et al. 2001). Os nossos resultados revelaram que a comunicacdo €
estabelecida independente da condicdo reprodutiva, através de intensos processos
curtos (tabelas 9 e 10 e figura 13). Com isto, podemos sugerir que oécitos provenientes
de animais em fase folicular e anestro possuem mairo capacidade de retomada da
meiose do que od0citos pertencentes a fémeas pré-puberes, porém apresentam a

mesma capacidade de maturacao independente da fase.

Ao analisar conjuntamente os resultados obtidos com a MET e MEV em odécitos
antes do processo de maturacdo (Oh), podemos inferir que, embora a MEV tenha
revelado que a comunicacdo in vivo entre as células do cumulus e o odcito, ocorra
igualmente independente do status reprodutivo, sugerindo que estes o0d6citos
apresentam a mesma capacidade de retomada de meiose, os melhores indices de
maturacdo in vitro alcancados em odcitos provenientes de animais em fase folicular
quando comparados aos indices de animais em anestro, provavelmente decorram do
maior grau de maturidade citoplasmatica e nuclear obtido pelos odcitos durante esta

fase reprodutiva.

A despeito da analise morfologica de odcitos provenientes de fémeas caninas em

fase folicular e anestro apds o cultivo in vitro, o presente trabalho buscou avaliar o efeito

pY

da suplementacdo hormonal nos meios de cultivo sobre a ultra-estrutura oocitaria
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canina, bem como correlacionar estes dados aos obtidos com a técnica de coloragéo
FITC-Lecitina-Hoescht 33342 utilizada para avaliar o estado mei6tico e citoplasmatico.

Sabe-se que as condi¢des de cultivo in vitro utilizadas atualmente em canideos
nao favorecem a maturacdo nuclear nem a citoplasmatica. Por esta razdo, diversos
meios de cultivo e suplementagbes vém sendo testados com o intuito de incrementar os

indices de maturacéo.

A adicdo de hormdnios aos meios de cultivo proporciona ambiente mais
apropriado e semelhante as condi¢Bes in vivo, sendo utilizado em varias espécies
(APPARICIO, 2010). Com vistas nisso, o presente estudo, definiu por suplementar os
meios de cultivo com 10UI/mL de hCG e 2ug/mL de P4 e E,. A opcao pela concentragéo
do hCG deve-se aos resultados positivos obtidos por DE LOS REYS et al. (2005) ao
avaliar o efeito do hCG sobre os indices de metéafase Il (31,7%). As dosagens dos
esterdides foram devido a KIM et al. (2005) afirmarem que a adi¢do de E, e P4 nos
meios de cultivo podem aumentar ou diminuir as taxas de maturacdo dependendo da
sua concentracdo e, que embora, o oo0cito em fase de vesicula germinativa estarem
sujeitos, in vivo, a niveis decrescentes de estrogeno e crescentes de progesterona, a
associacdo destes horménios na concentracdo de 2ug/mL possuem efeito sinergistico
sobre as taxas de maturagcédo nuclear (16,6% MIl) quando comparados com a mesma

concentracéo isoladamente.

De acordo com VIARIS DE LESEGNO et al. (2008b), apés a maturacao in vitro a
vesicula germinativa (VG) apresenta trés padrées de maturidade nuclear e
citoplasmatica o VG1, VG, e VG3. Segundo estes pesquisadores, o6citos em VG; e VG,
sdo menos avancados em termos de maturidade nuclear e citoplasmatica quando
comparados a VG, (antes do cultivo in vitro), o que sugere que tanto VG, quanto VG,
sejam derivados de odcitos em VG, e odécitos com padrao VGs3, QVG, metafase |,

metafase Il e degenerados provenham de VG,.

Neste sentido, considerando os resultados obtidos através da analise da MET de
o0citos caninos cultivados in vitro em meio A (sem suplementacdo hormonal) e meio B

(meio suplementado), apresentados nas tabelas 28 e 32 respectivamente, verifica-se
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que a adicdo de horménios ao meio de cultivo favorece o desenvolvimento oocitério.
Visto que, quando odcitos pertencentes ao grupo folicular foram cultivados em meio
suplementado, dos 38,5% em VG, (antes da MIV - tabela 14), 20% evoluiram para
VGs, 6,7% para QVG e 6,7% para Ml e do total de odcitos identificados em nosso
estudo como VG;, os quais corresponderam a 7 dos 8 odcitos em VG, acreditamos que
parte evoluiu para VG, (40%) e parte degenerou (13,3%). Em contrapartida, quando
foram cultivados em meio sem hormdénios, além de ndo termos identificado nenhum
oocito em VGs3, QVG, Ml e MIl, o indice de degenerados foi muito elevado ao se
comparar os dois meios (13,3% x 35,7% em o0d0citos cultivados em meio com e sem
suplementacao, respectivamente). Assim acreditamos que no grupo folicular, quando
privados de hormonios, odécitos mais maturos (VG,) degeneram e 0s que apresentam
um grau intermediario de desenvolvimento (VG;) parte evoluem para VG, e parte

degeneram.

Com relacdo aos odcitos provenientes de animais em anestro, também foi
observado uma melhora no grau de maturidade quando cultivados em meio
suplementado, pois embora ndo tenham apresentado oécitos em estadio mais
avancado de desenvolvimento (VGz, QVG e MI) como o grupo folicular, o que
provavelmente ocorreu em decorréncia do elevado indice de VG, (80%) e auséncia de
VG, em o0citos pertencentes ao grupo do anestro, antes do processo de maturagao in
vitro (tabela 14), houve um aumento no nimero de VG, e reducdo de VG; somado a
uma pequena diminuicdo no indice de degenerados quando comparado ao mesmo
grupo cultivado em meio nédo suplementado (45,4% x 16,7% de VG;; 27,3% x 50% de
VG; e 27,3% x 33,3% de degenerados, respectivamente em meio com e sem

suplementacao hormonal).

Tais evidéncias obtidas pela MET também puderam ser comprovadas pela
analise dos resultados da maturacdo nuclear obtidas pela técnica de coloracdo FITC-
Lecitina-Hoescht 33342 (tabelas 34, 35 e 36), a qual revelou que a presenca de
horménios no meio de cultivo de odécitos pertencentes ao grupo folicular ndo somente

favorece significativamente a retomada da meiose e os indices de MIl como também
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contribui para a reducdo no numero de odcitos degenerados. Da mesma forma, no
grupo do anestro, observou-se uma melhora no desenvolvimento oocitario com reducéo
dos indices de oocitos em VG e aumento na retomada da meiose (p<0,05). Entranto,
vale ressaltar que embora a suplementacdo hormonal tenha favorecido a retomada da
meiose em ambas as fases do ciclo reprodutivo, no grupo do anestro, o que contribuiu
para elevar este indice foram as taxas de QVG (38,2%), j& no grupo folicular foram as
taxas de MIl (22,7%). Com isso, verifica-se em nosso estudo, que tanto a
suplementacdo hormonal como a fase do ciclo estral influenciam positivamente a
maturacdo nuclear, pois apesar da suplementacdo favorecer o desenvolvimento
oocitdrio em ambos 0s grupos, odcitos advindos de animais em fase folicular
respondem melhor aos estimulos ocasionados pelos hormdnios, apresentando néo
somente menor indice de VG como também maior taxa de MIl quando comparados ao
anestro (p<0,05). Somando-se a isto € importante ressaltar que a privacdo hormonal é
muito mais danosa aos 00citos provenientes de animais em fase folicular quando
comparados ao anestro, pois nestas condicbes de cultivo, observou-se no grupo
folicular significativamente maior indice de degeneracdo e apenas estagnacao meiotica
no anestro. Fato este que pode ser explicado pela prévia sensibilizacdo hormonal
sofrida pelos odcitos do grupo folicular.

Com relagcdo a maturacao citoplasmatica avaliada pela técnica de coloracéo
FITC-Lecitina-Hoescht 33342 (tabelas 37, 38 e 39) pode-se constatar que a auséncia
de horménio no meio de maturacdo de odcitos advindos de animais em anestro,
compromete diretamente o desenvolvimento da maturagdo citoplasmaética, visto que,
quando foram cultivados em meio ndo suplementado, apresentaram porcentagens
significativamente maiores de odcitos imaturos comparativamente ao mesmo grupo
cultivado em meio suplementado (p<0,05). Em contrapartida, para a fase folicular a
suplementacdo hormonal no meio de cultivo ndo interfere sobre a maturacdo
citoplasmatica, pois ndo foram detectadas diferencas significativas (p>0,05) entre os
meios para os estadios de maturagdo, demonstrando similaridade entre os tratamentos.
Todavia, quando se compara a maturacdo citoplasmatica entre as fases, verifica-se

influéncia do status reprodutivo, uma vez que, independente do meio de cultivo, odcitos
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pertencentes ao grupo folicular apresentaram os maiores indices de odcitos em

transicdo e menores indices de imaturos.

Sobre a maturacao citoplasmatica avaliada pela MET pode-se verificar que ha
uma tendéncia a um assincronismo entre a maturacao nuclear e citoplasmatica, ja que
0 Unico odcito identificado em QVG pertencente ao grupo folicular demonstrou sinais
claros de maturidade citoplasmatica, tais como, numerosos granulos corticais e
organelas distribuidas homogeneamente pelo ooplasma. Enquanto, o Unico od0cito
classificado como MI apresentou-se imaturo revelando escassos granulos corticais e
mitocbndrias concentradas na periferia do o0cito. Tais dados corroboram com
APPARICIO (2010), que ao avaliar a maturacéo citoplasmatica através da técnica de
coloracdo FITC-Lecitina-Hoescht 33342 em odcitos de cadelas em fase folicular, lutea e
anestro cultivados in vitro em meios sequenciais também observou haver um
assincronismo entre a distribuicdo dos granulos corticais e o grau de condensacéo
cromossbémica apos 72h de cultivo, independente da condicao reprodutiva da cadela.

Com isso, somando os resultados obtidos pela técnica de coloracdo FITC-
Lecitina-Hoescht 33342 utilizada para avaliacdo e classificacdo da cromatina
(maturacdo nuclear) e dispersdo dos granulos corticais (maturacao citoplasmatica)
associadas a MET, pode-se inferir que embora as condi¢cdes de cultivo utilizadas no
presente estudo, tenham favorecido o desenvolvimento oocitario bem como a retomada
da meiose até os indices de Ml e MIl, a suplementacdo hormonal no meio de cultivo
nAo promoveu um sincronismo entre maturacdo nuclear e citoplasmatica. Sugerindo
que as taxas de MIl e a retomada da meiose ndo s&o bons critérios para avaliar a
qualidade global do sistema de maturacdo in vitro em canideos, havendo, portanto, a
necessidade de considerar a maturacdo nuclear e citoplasmatica para verificar a
eficiéncia das condi¢cbes de cultivo empregada. Entretanto, como as técnicas de
microscopia eletrbnica ndo sédo adaptadas para avaliar um grande numero de odcitos,
uma boa alternativa seria o uso de microscopia confocal, embora esta permita avaliar

apenas um numero limitado de critérios.
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A despeito dos resultados apresentados nas tabelas 26 e 27 sobre os diametros
do odcito com e sem zona pellcida, nacleo, nucléolo e espessura da zona pelucida e
camada das células do cumulus de od0citos cultivados in vitro em meio sem
suplementacdo hormonal e nas tabelas 30 e 31 de odcitos cultivados em meio
suplementado, pode-se verificar que ndao houve diferencas significativas ao se comparar
o efeito do estéadio do ciclo estral sobre as médias dos referidos didmetros em odcitos
cultivados em meio suplementado ou ndo com hormdnios (p>0,05). Contudo,
comparando-se o efeito do meio de cultivo sobre o diametro oocitario, verificou-se que
independente da condicdo reprodutiva do animal, odcitos cultivados em meio
suplementado apresentam maior diametro da camada de células do cumulus do que
oocitos cultivados em meio ndo suplementado (22,5um x 24,6um fase folicular e
anestro, respectivamente em meio sem suplementacao; 55,9um x 54,9um fase folicular
e anestro, respectivamente em meio suplementado). Resultados estes, que nao
corroboram com LEE et al. (2007), que ao avaliar o efeito in vitro de diferentes
concentracbes de FSH e LH sobre a expansédo das células do cumulus de odcitos
provenientes de animais em diferentes fases do ciclo reprodutivo, observou que a
expansdo foi significativa apenas em odcitos cultivados em meio contendo FSH, o que
segundo tais pesquisadores poderia ser devido ao maior nimero de receptores de FSH
do que de LH nas células do cumulus. Todavia, como em nosso estudo utilizamos
apenas o LH, ndo podemos fazer referéncias quanto a maior a¢do ou ndo do FSH sobre
a expansao das células co cumulus, assim como em relacéo a presenca de receptores
destas gonadotrofinas. Entretanto, hd de se considerar que embora tenhamos
encontrado maior expansdo das células do cumulus em odcitos cultivados em meio
suplementado, o coeficiente de variacdo (CV) foi muito elevado, como consequéncia
das diferencas obtidas entre os didmetros maximos e minimos, 0 que ocorreu em
decorréncia do reduzido tamanho da amostra. Desta forma, acreditamos que ao
aumentar o tamanho da amostra, o real efeito do LH sobre a expanséo das células do

cumulus ficara mais evidenciado.

Com relacdo aos resultados obtidos através da anadlise ultra-estrutural da MEV

de odcitos caninos cultivados in vitro em meio sem suplementacédo hormonal (tabelas
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16 e 17) e meio suplementado (tabelas 21 e 22), pode-se verificar que independente do
meio de cultivo e condi¢do reprodutiva do animal, as células do cumulus apresentam

formato arredondado.

Sobre o arranjo das células do cumulus, de acordo com os dados apresentados
nas Figuras 18 e 19, observou-se que, quando os odcitos foram cultivados in vitro em
meio sem suplementacdo hormonal, 70% dos odcitos provenientes de animais em
anestro mantiveram o arranjo regular e 30% apresentaram perdas das células do
cumulus, das quais 8% correspondiam a perdas intensas. No grupo folicular, 45% dos
COC’s mantiveram o arranjo regular e 55% apresentaram perdas destas células, das
quais 23% correspondiam a perdas intensas e muito intensas. Por outro lado, quando
foram cultivados em meio suplementado (Figuras 23 e 24), no grupo folicular 85% dos
COC’s mantiveram o arranjo regular e 15% apresentaram perdas das células do
cumulus, as quais correspondiam a perdas de baixa a média intensidade. Ja no grupo
do anestro, os odcitos apresentaram o mesmo comportamento de o6citos pertencentes
ao mesmo grupo cultivado em meio ndo suplementado, assim, 70% mantiveram o
arranjo regular e 30% apresentaram perdas das células do cumulus, das quais 16%
correspondiam a perdas intensas e muito intensas. Estes resultados denotam o efeito
positivo da suplementacdo hormonal sobre a manutencéo da integridade do arranjo
celular, principalmente, em odcitos advindos de animais em fase folicular, os quais
demonstraram uma consideravel reducdo nas perdas de células do cumulus quando
cultivados em meio suplementado. Além disso, um ponto importante de ser considerado
€ que embora o processamento das amostras para analise da MEV envolva grande
manipulacdo dos odcitos, acreditamos que tais perdas ndo tenham sido ocasionadas
por este fator, visto que odcitos recém colhidos (0Oh), submetidos ao mesmo
processamento para a analise pela MEV ndo demonstraram perdas significativas das
células do cumulus. Dessa forma, podemos inferir que em nosso estudo, a presencga ou
nao de hormoénios nos meios de cultivo foi um fator determinante para a manutencao do

arranjo celular, especialmente, em oécitos do grupo folicular.
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A respeito da ultra-estrutura da zona pellcida, estudos demonstraram que em
humanos, bovinos e camundongos, que esta sofre modificacdes relacionadas né&o
somente com a maturacdo e degeneracdo como também com a idade do odcito e da
fémea doadora (FAMILIARI et al., 1988; SUZUKI et al., 1994; LONGO, 1981).
Entretanto, em canideos até o momento ha poucas informacdes. Segundo HOLST et al.
(2000), em estudo comparando a capacidade de penetracdo espermatica com a ultra-
estrutura da zona pelldcida em odcitos caninos, observaram que odécitos com reduzida
capacidade de penetracdo provenientes de ovarios congelados possuem zona pellcida
com aspecto espongiforme e malha fibrosa com largas fenestracdes, o mesmo
observado por HAENISCH-WOEHL et al. (2003) em od4citos de cadelas pré-puberes.
Neste sentido, podemos sugerir, que em nosso estudo, odcitos pertencentes ao grupo
folicular cultivados em meio suplementado demonstram maior capacidade de
penetracdo espermatica do que odécitos do grupo do anestro, pois apresentam menor
porcentagem de odcitos contendo poros largos quando comparados ao anestro (43% X

63% fase folicular e anestro, respectivamente).

Com relagdo a comunicacdo entre as células do cumulus, em odcitos cultivados
in vitro em meio A e meio B, apresentados nas Figuras 21 e 26 respectivamente, 0s
resultados revelam que independente da condi¢cdo reprodutiva, odcitos cultivados in
vitro em meio ndo suplementado se comunicam através de moderados processos
longos. Em contrapartida, quando cultivados em meio suplementado a comunica¢ao no
grupo folicular foi estabelecida de forma intensa a muito intensa tanto através de
processos curtos quanto longos, ndo havendo diferenca entre eles (p>0,05). Por outro
lado, no anestro a comunica¢do ocorreu de forma moderada a intensa através de
processos longos. E ao comparar a intensidade de comunicacao entre as fases pode-se
verificar que independente do tipo de processo (curto ou longo) a intensidade de
comunicacdo entre as células do cumulus de odcitos provenientes de animais em fase
folicular é significativamente maior do que no anestro, comprovando o efeito positivo da
suplementacdo hormonal sobre a comunicacéo intercelular, principalmente, em o0citos

pertencentes ao grupo folicular.
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Dessa forma, os resultados obtidos com a analise pela MEV sobre o arranjo
celular, aspecto da zona pellucida e intensidade de comunicacdo entre as células do
cumulus ratificam os encontrados com a MET e coloragao para avaliacdo da maturacéo
nuclear e citoplasmatica, onde também foi observado que odcitos do grupo folicular ndo
somente respondem melhor aos estimulos hormonais presentes nos meios de cultivo,
provavelmente, em decorréncia da prévia sensibilizacdo hormonal e maior grau de
maturidade nuclear e citoplasmatica como sofrem muito mais com a auséncia de
hormbénios. Com isso, acreditamos que os baixos indices de maturacdo in vitro de
odcitos caninos obtidos atualmente, em diferentes condigbes de cultivo, certamente
decorram da marcada imaturidade dos odcito utilizados na MIV, visto que, a maior fonte

de odcitos provém de foliculos antrais de animais em anestro.

Além disso, podemos inferir com relacéo ao efeito do estadio do ciclo estral sobre
a competéncia meidtica que ha diferencas entre as fases, de tal forma que odcitos
provenientes de animais em fase folicular apresentam-se mais maturos do que odcitos
provenientes de animais em anestro. Assim, as diferencas nos indices de maturacao
obtidos durante a fase folicular, as quais sao responsaveis por alguns pesquisadores
encontrarem efeito da fase do ciclo sobre a competéncia meibtica e outros nao,
certamente estdo relacionados com o periodo de coleta dos odcitos, pois apesar do
primeiro sinal que induz a maturagdo ocorrer antes da onda de LH, a obteng&o de

od6citos maturos (VGp) ocorre somente entre a onda de LH e a ovulagéo.

A respeito das condi¢cdes de cultivo utilizadas no presente estudo pode-se
constatar que nao foram ideais, visto que houve indicios de imaturidade citoplasmatica
em o0citos com maturacdo nuclear. Entretanto, vale ressaltar que adicdo de hormdnios
aos meios de maturacdo se mostrou necessaria, pois embora nédo tenha favorecido a
maturacgéo citoplasmatica, beneficiou significativamente a comunicacao entre as células
do cumulus, a retomada da meiose, a manutencdo da integridade e reduziu a
degeneragcédo oocitaria. Dessa forma, estudos futuros modificando as concentracdes

hormonais bem como os tempos de cultivo se fazem necessarios.
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E por fim, considerando que a maturacao final in vivo ocorre em dois passos,
com o primeiro em ambiente folicular (antes da onda de LH) e outro em ambiente
oviductal (3 dias ap06s a ovulagéo), ha de se considerar a necessidade de realizar a MIV

de canideos também em dois passos, utilizando meios sequenciais.

Com base no exposto, pode ser observado, que a maturacao oocitaria canina €
um processo complexo, delicado, mas primordial, visto que € o primeiro passo para
outras biotecnologias, como a fertilizagdo in vitro, o cultivo e o desenvolvimento
embrionario. Entretanto, necessita de mais estudos que visem ndo somente 0s meios
de cultivo como também a morfologia oocitaria para esclarecer pontos ainda
desconhecidos da fisiologia reprodutiva canina, como os fatores relacionados com a
retomada da meiose e o microambiente do oviduto. Dado que o aperfeicoamento desta
técnica permitird o desenvolvimento de programas de preservacao de material genético

das espécies ameacadas de extingao.
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6. CONCLUSAO

Em funcéo dos resultados obtidos nesta pesquisa pode-se concluir que:

1 - O diametro oocitario nao foi influenciado pela fase reprodutiva.

2 - A fase do ciclo estral exerceu influéncia sobre a morfologia do complexo cumulus-
oocito, de tal forma que odcitos pertencentes ao grupo folicular apresentaram-se com
maior grau de maturidade nuclear e citoplasmatica do que odécitos do grupo do anestro.
Entretanto, a intensidade de comunicacao entre as células do cumulus (in vivo) néo foi
influenciada pela fase do ciclo.

3 — A suplementacédo hormonal influenciou positivamente a maturacédo nuclear, mas néao
exerceu efeito sobre a maturacdo citoplasmatica. Com relacdo a ultra-estrutura a
presenca de hormdnios nos meios de cultivo foi benéficas tanto para a comunicacao
entre as células do cumulus como para a manutencdo da integridade oocitaria

reduzindo as perdas de células do cumulus.
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8. APENDICES

Apéndice 1: Classificacdo da fase do ciclo estral segundo Feldman & Nelson
(2004).

Proestro

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

Estro

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

Anestro

Predominio de céluals parabasais, intermediarias e restos celulares.

Apéndice 2 - Classificacdo do complexo cumulus/o6citos (COC) segundo Hewitt e

England (1998).

COC grau I: complexo cumulus/o6cito com ooplasma homogéneo, escuro e rodeado

completamente por uma ou mais camadas de células.

COC grau lI: ooplasma levemente pigmentado com camadas de células do cumulus

incompletas.

COC grau lll: ooplasma palido e sem células do cumulus.



Apéndice 3: Meio de maturagédo TCM 199
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1- MEIO A
Solucdo Mae TCM 199 Bicarbonato 5mL
Agua Milli-Q 5mL
TCM 199 0,0475¢g
Bicarbonato de sédio (26mM) 0,011g
Esta solucdo deve ser mantida por 1 hora na estufa para estabilizar
Meio de Maturacao 5mL
Solugao M&e TCM 199 Bicarbonato 5mL
BSA 0,015¢
Piruvato 10uL
Amicacina 25uL

Filtrar em membrana 0,22 um e deixar na estufa por uma hora para estabilizar

2-MEIO B

Solugcdo Mae TCM 199 Bicarbonato

5mL

Agua Milli-Q

5mL
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TCM 199 0,0475¢g

Bicarbonato de sédio (26mM) 0,011g

Esta solucé@o deve ser mantida por 1 hora na estufa para estabilizar

Meio de Maturacao 5mL
Solugcéo Mae TCM 199 Bicarbonato 5mL
BSA 0,015g

Piruvato 10uL

Amicacina 25uL

Filtrar em membrana 0,22 um e deixar na estufa por uma hora para estabilizar

LH 10uL (10pg/mL)
Estradiol 17 10uL (2pg/mL)
Progesterona 10pL

Apéndice 4 - Preparacao das grades de cobre com parlédio

As grades de cobre utilizadas na microscopia eletrénica de transmissdo foram tratadas

previamente com acetona e parlédio.



1-
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Acetona:

As grades ficaram imersas em acetona PA por 5 minutos e secas em papel filtro

em placa de petri, em seguida foram deixadas por 10 minutos em estufa.
Cobertura das telas com parlodio
Parlodio.......ccceeeeviieeeeieeeeeee 19

Acetato de amila anidra............ccccvvveeeeiennnn. 50mL

Em uma bandeja foi colocado um pirex com agua até a borda. Com uma pipeta
Pasteur instilou uma gota do parlddio sobre a superficie da agua formando uma
pelicula. As grades foram colocadas de 10 em 10 com o lado fosco em contato a
pelicula e cobertas com parafiim. Com auxilio de uma pinca o parafilm ficou
imerso na agua. Em seguida, teve suas bordas recortadas, retirado da agua e
colocado sobre papel filtro em placa de petri, onde permaneceu por 24horas a

temperatura ambiente para secar.
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