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Resumo

A maturacdo in vitro (MIV) de odcitos caninos tem sido objeto de inumeros estudos focados no
estabelecimento de um protocolo capaz de elevar os indices de maturacdo a metafase II (MII), atualmente
considerados baixos. Dentre as inumeras varidveis atualmente pesquisadas, estdo aspectos relacionados as
doadoras (idade, raga, fase estral) e as condigdes de cultivo, como composi¢do ideal do meio de maturagdo,
adicdo de diversas fontes proteicas, hormonios, fatores de crescimento e agentes antioxidantes, sendo que os
resultados atuais mostram-se ainda pouco eficientes em elevar consideravelmente as taxas de MII. Tal fato pode
justificar-se nas diversas caracteristicas peculiares da biologia reprodutiva desta espécie. Desta maneira, a
presente revisdo tem como escopo apresentar os aspectos gerais destas caracteristicas, bem como uma
compilagdo dos aspectos atualmente estudados para a maturagdo oocitaria canina.
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Abstract

The canine oocyte in vitro maturation (IVM) has been the subject of several studies focused on the
establishment of a protocol able to increase the maturation rates to metaphase Il (MII), currently considered
low. Among the many variables currently researched are aspects related to the donors (age, breed, estrous
stage) and to the culture conditions, as the ideal composition of the maturation medium, the addition of several
protein resources, hormones, growth factors and anti oxidation factors, being that the current results still
present little efficiency in increasing considerably the MII rates. Such fact may be justified in the many peculiar
characteristics of the reproductive biology of this specie. Therefore, the current review is aiming to present the
general aspects of these characteristics, as well as a compilation of the aspects currently studied for canine
oocyte maturation.
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Introducao

Durante muito tempo, as pesquisas na area de biotecnologia da reproducdo estavam restritas a estudos
com animais de producdo. Somente a partir da década de 90, com o interesse da comunidade cientifica pela
preservagdo da biodiversidade animal, a espécie canina passou a ser estudada sob este aspecto. A cadela constitui
um modelo experimental para canideos ameacados de extingdo, dentre eles o cachorro-do-mato vinagre
(Spheothos venaticus), o lobo-guard (Chrysocyon brachyurus) e a raposa-do-campo (Lycalopex vetulus),
espécies da fauna brasileira. O processo de maturagdo in vitro (MIV) de odcitos de fémeas caninas tem sido
objeto de exaustivos estudos, pois seu dominio constitui fator primordial para a implementagdo da fecundagdo in
vitro (FIV) e do cultivo in vitro (CIV) e, em ultima andlise, para a obtencdo de embrides das espécies de
canideos ameacados de extingdo (Pires, 2006). Porém, ha um entrave relacionado aos baixos indices atuais de
maturagdo nuclear in vitro dos odcitos nesta espécie: a peculiaridade de sua fisiologia reprodutiva. E relevante,
ainda, destacar que as pesquisas em biotecnologia reprodutiva canina compdem atualmente uma area de estudos
notoriamente ativa, com a divulgacdo de dados complexos contradizentes ou complementares. Destarte, o
presente artigo objetiva apresentar uma revisdo sobre a fisiologia reprodutiva, bem como os principais aspectos
envolvidos nos estudos de matura¢do oocitaria canina.
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Consideracdes gerais sobre a fisiologia reprodutiva da fémea canina

Atualmente, a grande maioria dos estudos com MIV de odcitos caninos ndo reportam taxas de
maturacdo a metafase II (MII) superiores a 15-20% apds 48-72 horas de cultivo (Willingham-Rocky et al., 2003;
Hossein et al., 2007; Otoi et al., 2007). Dentre os diversos aspectos relacionados a fisiologia que podem aqui ser
referenciados como obstaculos ao incremento desses indices, estdo: a particular ciclicidade reprodutiva canina, o
longo periodo de ovulagdo, a ovulagdo de odcitos ndo maturos e sob influéncia de crescentes concentracdes de
progesterona e a maturacdo oocitaria intratubarica. O ciclo estral das cadelas compreende um periodo de
auséncia de atividade reprodutiva, considerando os aspectos clinicos, comportamentais e endocrinologicos. Este
periodo ¢ denominado anestro, e a ele sucedem-se o proestro, o estro e o diestro, considerados, de uma maneira
geral, como periodos de atividade reprodutiva. Esta forma de apresentacdo ciclica e o periodo interestro de cinco
a 12 meses fazem com que a fémea canina seja referenciada na literatura como uma espécie monoéstrica ndo
estacional, com ovulagdo ocorrendo, portanto, apenas uma ou duas vezes ao ano. Entretanto, a interrupgdo do
anestro e as altera¢des enddcrinas relacionadas sdo eventos ainda ndo totalmente esclarecidos (Concannon et al.,
1989; Kooistra, 1999). Sugere-se que o desenvolvimento consideravel dos foliculos nesta espécie inicia-se
aproximadamente 30 dias antes da ocorréncia da ovulagdo, com ondas foliculares anteriores ao proestro
(England e Hewitt, 1999). Ao final do proestro, a queda da concentrag@o de estradiol ocorre concomitantemente
a elevagdo da concentragdo plasmatica de progesterona, refletindo a maturagdo folicular, varios dias antes da
ovulagdo (Feldmann e Nelson, 1997). O aumento de progesterona origina-se a partir de foliculos pré-ovulatorios
e células intersticiais ovarianas. A dominancia da progesterona no ambiente folicular pré-ovulatorio é
caracteristica peculiar e diferencia grandemente os canideos de outros mamiferos domésticos (Leavitt et al.,
1971; Farstad, 2000). Ainda, o o6cito dos canideos € tinico em suas caracteristicas de desenvolvimento, quando
comparado as diferentes espécies animais atualmente estudadas. Sob aspectos gerais, os 00citos imaturos sdo
células diploides que iniciam o processo de mitose quando migram do saco vitelinico embrionario para o local de
desenvolvimento gonadal, onde sio denominados oogdnias (Wassarman e Albertini, 1994). Em caninos, a
formagdo da oogdnia pode ser reconhecida em fetos com 42 dias (p6s-coito). Durante a fase final da gestaggo, os
l6bulos e corddes corticais ovarianos sdo compostos exclusivamente por oogdnias ¢ células precursoras das
células da granulosa. Ao nascimento (63 dias apés a ovulagdo), ¢ comum a presenga de oogdnias em mitose e
oogonias em degeneragdo. A foliculogénese inicia-se entre duas e 12 semanas depois do nascimento, ¢ foliculos
primordiais podem ser vistos por volta de trés semanas ap6s o nascimento. Quando a fémea canina atinge trés a
quatro meses de idade, seus o6citos duplicam de tamanho ¢ a zona pelucida (ZP) é formada em odcitos com mais
de 60 um de didmetro. Entdo, quando o antro ¢ constituido, o odcito tem quase o tamanho de um odcito adulto,
aproximadamente 100 pm de didmetro e, nesse estagio, ¢ rodeado por trés a cinco camadas de células da
granulosa (Andersen e Simpson, 1973). Segundo Dulcibella (1998), na maioria dos mamiferos, o processo de
desenvolvimento oocitario sofre dois momentos de estagnacdo, em profase I e metafase II. A primeira
estagnacdo ¢ interrompida com o crescimento folicular e a maturagdo oocitaria, quando ha transi¢do do estagio
vesicula germinativa (VG) ao estagio de MII; e a segunda estagnagdo ¢ quebrada com a fecundacdo (Dew,
2001). Porém, como citado por Luvoni et al. (2005), odcitos caninos sdo ovulados imaturos, em estadio de VG,
enquanto em outras espécies, os odcitos sdo ovulados em MII. Outra peculiaridade dos canideos ¢ o fato de a
tuba uterina abrigar por longo periodo os odcitos imaturos e ser o sitio de evolugdo a MII bem como da
fecundag@o e do desenvolvimento a blastocisto. Segundo Otoi et al. (2000), os odcitos caninos necessitam de
dois a cinco dias para completarem a maturagdo meiodtica na tuba uterina. Adicionalmente, sdo ainda distintos
dos demais pela grande quantidade de material lipidico em seu interior, o que lhes confere um aspecto escuro e
homogéneo. A sintese lipidica é incrementada nos odcitos em crescimento e caracteriza um dos aspectos da
maturacdo oocitaria (Tesoriero, 1982). Desta maneira, aspectos relacionados a fisiologia enddcrina da fase pré-
ovulatoria, as caracteristicas bioquimicas intrinsecas do o06cito e aos eventos de ovulacdo e maturacdo
intratubarica, tornam a MIV canina um processo desafiador ¢ atual objeto de inimeros estudos.

Aspectos da maturacio in vitro (MIV) de odcitos caninos

Previsivelmente, em consequéncia das particularidades inerentes a fisiologia, muitas etapas
permanecem ndo padronizadas dentro do processo de maturagdo, dentre a obtencao/selecdo dos odcitos, a idade e
o estagio do ciclo estral das doadoras. Além disso, os meios de cultivo in vitro desenvolvidos para maturar
odcitos de outras espécies sdo considerados inadequados para a MIV de odcitos caninos.

Obtencao e sele¢do dos odcitos caninos para maturagdo in vitro
Segundo Otoi et al. (2000), a localizagdo cortical dos foliculos no tecido ovariano da cadela dificulta a
puncdo isolada destes, pois eles se tornam aparentes somente antes da ovulagdo. Assim, Nickson et al. (1993)

citaram que a técnica de fatiamento ovariano, realizada com ldminas de bisturi em cortes seriados de 1 mm de
espessura, permite a liberagdo de um numero maior de o6citos comparativamente a técnica de pungdo. Os
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odcitos caninos podem também ser obtidos por digestdo ovariana, como citado por Durrant et al. (1998) e
Bolamba et al. (2002), ao trabalharem com foliculos ovarianos pré-antrais e antrais. Sob o aspecto morfologico,
as alteragdes que ocorrem no odcito canino durante os diferentes estagios do ciclo estral podem afetar a
habilidade do odcito em se comunicar com as c€lulas do cumulus e alterar a competéncia meidtica. Luvoni et al.
(2001) citaram que existem jungdes do tipo “gap” entre as células do cumulus e o oobcito, envolvidas na
diferencia¢do meidtica e maturagdo oocitaria. O niimero de camadas de células do cumulus constitui, portanto,
um dos critérios para a adequada selecdo dos odcitos e deve ser associado a avaliacdo do aspecto citoplasmatico,
que deve ser escuro e homogéneo, caracterizando a grande quantidade de lipideo em seu interior. De acordo com
Hewitt e England (1997), é possivel classificar os complexos ooécito-cumulus (COCs) em trés graus de
qualidade: Grau I — pigmentacdo escura com uma ou mais camadas de células do cumulus; Grau II —
pigmentacdo clara com camadas incompletas de células do cumulus; Grau III — pigmentagdo palida, sem formato
definido e sem células do cumulus aderidas, sendo tais complexos considerados degenerados (Fig. 1). Os autores
afirmam, ainda, que apenas COCs grau I devem ser selecionados para a MIV. Outro fator a ser considerado no
momento da selecdo dos o6citos € o seu didmetro. Segundo Wassarman e Albertini (1994), o odcito e as células
do cumulus crescem coordenadamente, progredindo por uma série de estagios morfologicos definidos. De fato,
se o crescimento folicular relaciona-se ao crescimento oocitario, ¢ de se esperar que, em periodos de maior
atividade ovariana, seja encontrado maior niimero de oocitos de maior didmetro. Neste contexto, Yamada et al.
(1992) submeteram fémeas caninas a protocolo de indugdo de estro e obtiveram taxa de MII de 32%. Otoi et al.
(2000), ao classificarem os odcitos em trés grupos de diferentes didmetros (>100 um; 100 pm; <100 pm),
observaram que apenas o6citos com mais de 100pum de didmetro avangaram para o estagio de MII em altas taxas
(20%), comparativamente a odcitos pequenos (4-10%). Em sintese, considera-se um odcito de boa qualidade
(Grau I) a estrutura que contiver os seguintes padrdes morfologicos: citoplasma escuro e homogéneo, diametro
superior a 100 pm e totalmente rodeado por uma ou mais camadas de células do cumulus. Odcitos com
citoplasma palido, pigmentado, com camadas incompletas ou auséncia de células do cumulus, com didmetro
inferior a 100um (Graus II e I1I), devem ser descartados (Luvoni et al., 2005).
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Fig. 1 - Complexos odcito cumulus (COCs) caninos, de diferentes
graus de qualidade. Seta A: COC grau 1 (selecionado para
maturagdo in vitro), seta B e C: COCs graus 2 e 3 respectivamente
(n2o selecionados para maturacao in vifro). Fonte: Ribeiro (200

Animais doadores: idade, aspectos clinicos e estdgio reprodutivo

A idade da cadela doadora de odcitos influencia diretamente no niimero de odcitos recuperados, sendo
que a taxa média de recuperagdo diminui cerca de 4,7 COCs por ano (Strom Holst et al., 2001; Rodrigues e
Rodrigues, 2003). Segundo Durrant et al. (1998) e Hewitt e England (1998), a habilidade de maturacgdo oocitaria
in vitro também ¢ comprometida em fémeas com idade superior a sete anos, quando comparadas a animais mais
jovens. Em estudo sobre a qualidade morfoldgica de oocitos, Lopes et al. (2007) concluiram que as fémeas com
idade entre um e trés anos sdo doadoras mais aptas. Com relagdo ao estado clinico das doadoras, a hipdtese que a
higidez das fémeas influencia as taxas de maturagdo oocitaria vem sendo descartada, especialmente apds
Rodrigues ¢ Rodrigues (2003) demonstrarem a possibilidade de odcitos provenientes de cadelas com piometra
alcangarem a maturagdo completa in vitro. Quando considerado o estagio reprodutivo da fémea doadora e sua
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influéncia sobre as taxas de MIV, encontram-se resultados muito controversos, de forma que esta questdo
continua a ser alvo de pesquisas. Atualmente, tenta-se relacionar o efeito dos eventos enddcrinos pré-ovulatorios
in vivo com a taxa de maturagdo in vitro (Yamada et al., 1993; Hewitt ¢ England, 1997; Luvoni, 2001; Otoi et al.,
2001; Rodrigues e Rodrigues, 2003; Willingham-Rocky et al., 2003; Songsasen et al., 2004). Durante o
crescimento e desenvolvimento folicular, o odcito torna-se progressivamente competente e capaz de evoluir a
MII (Durrant et al., 1998; Scriban, 1999). Desta maneira, deve-se considerar a influéncia positiva da
permanéncia do odcito em ambiente folicular sobre as taxas de MIV. Ainda sobre este aspecto, a aquisicdo de
competéncia meiotica e citoplasmatica é controlada por comunicagoes intercelulares do tipo gap, entre as células
do cumulus e o odcito, pelas quais ocorre a passagem de nutrientes, fons e pequenas moléculas, como o Ca*'e
AMPc (Grazul-Bilska, 1997). Estas comunica¢des ndo estdo permeaveis durante o periodo de anestro, em
comparacdo a 89% de jungdes abertas em odcitos provenientes de ovarios em fase de proestro (Luvoni et al.,
2001). Nickson et al. (1993) e Yamada et al. (1993) citaram que o nimero de odcitos obtidos e a taxa de
maturagdo in vitro sdo influenciados pela fase do ciclo estral da doadora no momento da colheita. Tal achado foi
corroborado por Martins (2005), que concluiu que a maturagdo oocitaria ¢ beneficiada pela interagdo da fase do
ciclo estral com o meio de maturagdo e observou que os o6citos submetidos & maturagdo intrafolicular prévia
apresentam taxa de MIV mais alta. Yamada et al. (1993) observaram que cadelas estimuladas com
gonadotrofinas apresentam melhores taxas de maturagdo em comparagdo as fémeas ndo estimuladas. Songsasen
e Wildt (2005) alcangaram taxas de 80% de maturagdo in vitro, com odcitos advindos de foliculos medindo mais
de 2mm de didmetro. A despeito dessas informagdes, outros estudos demonstraram que os eventos hormonais
pré-ovulatorios ndo afetam a subsequente MIV de odcitos de alta qualidade, sendo a morfologia do o6cito o
indicador mais confiavel da sua competéncia meiotica (Cinone et al., 1992; Hewitt e England, 1997; Rodrigues e
Rodrigues, 2003; Evecen et al., 2010). Cabe salientar que a grande maioria dos estudos utiliza odcitos advindos
de ovarios submetidos ao fatiamento (slicing), procedimento que inevitavelmente promove a obtengdo de uma
populagdo heterogénea de odcitos, com distintos graus de desenvolvimento e habilidade para a maturagdo
meidtica. Isto pode explicar parcialmente os resultados dispares obtidos em diferentes laboratdrios, além das
baixas taxas de MIV na espécie.

Consideragoes sobre meios e outras condigoes de cultivo

O desenvolvimento de um meio de cultivo definido e ideal, no qual os odcitos caninos possam alcancar
a MII antes da fecundagdo, logicamente aumentara as chances de obten¢ao de um embrido multicelular (Abd el
Razek et al., 2001). Com esse proposito, estudos avaliando diferentes meios de maturagdo in vitro, bem como o
enriquecimento desses meios com diferentes substancias, vém sendo desenvolvidos.

Meio base

De forma geral, as pesquisas conduzidas com a espécie canina utilizam meios de cultivo semelhantes
aos empregados para as outras espécies. A composicdo de um meio de maturacdo deve obedecer aos seguintes
requisitos: conter produtos que se assemelhem aos das células tubaricas; ser suplementado com fonte proteica;
conter horménios, como gonadotrofinas, e ocasionalmente fatores de crescimento, como o fator de crescimento
epidermal (EGF); conter substancias antibacterianas e/ou antifungicas, como penicilina, gentamicina,
estreptomicina ou anfotericina B (Guérin, 1998). Atualmente os meios mais utilizados sdo o fluido sintético de
oviduto (SOF; Hewitt ¢ England, 1997, 1998; Bolamba et al., 2002; Vannucchi, 2003; Martins, 2005) e o meio
de cultura de tecidos (TCM-199; Nickson et al., 1993; Hewitt e England, 1999; Fujii et al., 2000; Otoi et al.,
2001; Rodrigues e Rodrigues, 2003; Songsassen et al., 2004), acrescidos de proteinas, hormdnios, antioxidantes
e fatores de crescimento. Saikhun et al. (2008) compararam meios distintos (TCM 199; SOF; Ham-F1).

Hormoénios

Em relagdo a suplementagdo hormonal dos meios de cultivo, deve-se considerar que, em cadelas, a
concentragdo sérica do hormoénio foliculo estimulante (FSH) ¢ aproximadamente 100 ng/mL durante o proestro
com elevagdo durante a onda pré-ovulatéria do hormoénio luteinizante (LH). Durante o proestro, a concentragao
circulante de LH ¢ baixa, e os pulsos ndo sdo detectaveis, devido ao feedback negativo causado pelo estradiol. A
concentragdo sérica de LH aumenta de aproximadamente 8 para 50 ng/mL (em média 20 ng/mL), um a dois dias
prévios a onda pré-ovulatdria. A concentracao de estradiol € variavel, mas, durante o final do proestro e inicio do
estro, sua concentracdo sanguinea alcanga entre 50-110 pg/mL. Concomitantemente, hd aumento da
concentragdo de progesterona sérica, de 0,8 ng/mL, no inicio de proestro, para concentracao superior a 1ng/mL
durante a onda pré-ovulatéria de LH (Concannon, 1991). Assim, comparativamente as outras espécies
domésticas, a cadela ¢ a tnica que apresenta marcada luteiniza¢do pré-ovulatoria das células foliculares da
granulosa, expondo o odcito a alta concentragdo de progesterona, aproximadamente 7700 ng/mL no fluido
folicular durante o periodo pré-ovulatério (Willingham-Rocky et al., 2003). A suplementa¢do hormonal nos
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meios de cultivo deve basear-se no fato de que os odcitos caninos em fase de vesicula germinativa estdo
fisiologicamente sujeitos a concentragdes decrescentes de estrogeno e crescentes de progesterona no foliculo pré-
ovulatorio (Nickson et al., 1993; Hewitt e England, 1997). De fato, a influéncia hormonal intrafolicular pode ser
o fator principal responsavel pelo aumento das proporgdes de maturagdo a MII (31,9%) de odcitos caninos
colhidos de cadelas superovuladas comparativamente ao grupo-controle (cadelas em anestro), que apresentou
12,1% de od6citos em MII (Yamada et al., 1993) e ainda taxas de 80% de maturag@o nuclear a MII, em o6citos
advindos de foliculos com mais de 2 mm de didmetro, comparativamente aos grupos compostos por o6citos
advindos de foliculos com didmetro menor que 0,5 mm; entre 0,5 ¢ | mm; entre 1-2 mm, que apresentaram,
respectivamente, as seguintes porcentagens de oocitos em MII, 16,9%, 7,6% e 38,4% (Songsasen e Wildt, 2005).
Segundo Knobil e Neill (1994), odcitos murinos submetidos a meios de cultivos acrescidos de FSH retornaram a
meiose pela regulacdo da concentracdo de AMPc no COC. Além disso, o FSH ¢ considerado responséavel pela
expansdo das células do cumulus, o que geralmente tem uma correlagdo positiva com a aquisi¢do de competéncia
meidtica (Sutovsky et al., 1993). Alguns estudos sobre a influéncia da suplementacdo hormonal na MIV de
odcitos caninos utilizaram meios suplementados com estrogeno e progesterona em doses fixas (1 pg/mL) e
concluiram ndo haver efeito positivo (Hewitt ¢ England, 1997). Da mesma forma, Willingham-Rocky et al.
(2003) compararam diferentes concentragdes de progesterona (0, 20, 200, 2000 ng/mL) e ndo observaram
aumento nas taxas de oocitos em MII. Kim et al. (2005) evidenciaram que a associa¢do de hormoénios esteroides
(estrogeno e progesterona) na concentragdo de 2 pg/mL apresenta melhor efeito sobre a maturagdo de oocitos
caninos (16,6% de MII) quando comparada com a mesma concentragdo isoladamente (com estrogeno, 14,7% de
MII; e com progesterona, 10,8% de MII). Por outro lado, Ribeiro (2007), ao utilizar suplementagdo com
progesterona na concentracdo de 10 pg/mL, ndo encontrou efeito positivo sobre as taxas de retomada e
progressdo da meiose. Bolamba et al. (1998) utilizaram meios suplementados com FSH, gonadotrofina coridnica
humana (hCG) e estradiol, com resposta insatisfatoria na porcentagem de odcitos em MII. Os achados atuais
sugerem que a definicdo das concentragdes de gonadotrofinas e esteroides nos fluidos folicular e tubarico é
imprescindivel para a adequada suplementacdo hormonal aos meios de cultivo (Luvoni et al., 2005). Com
relacdo a suplementacdo dos meios com fontes proteicas, o soro fetal bovino (SFB), o soro de fémea canina ou
bovina em estro ¢ a albumina sérica bovina (BSA) sdo os mais frequentemente utilizados, por aumentarem as
taxas de sobrevivéncia e a maturacdo oocitaria (Younis et al., 1989; Funahashi e Day, 1993). A utilizagdo do
meio TCM 199 suplementado com 0,3% de BSA ¢ 20% de SFB aumentou as taxas de maturagdo até MII
(Hewitt et al., 1998). Hatoya et al. (2009) obtiveram maiores taxas de MII (8,7%) quando associaram 10% de
SFB ao meio com EGF e estrogeno, comparativamente ao grupo sem adi¢do de SFB, que apresentou 3,3% de
oocitos em MII. Rodrigues e Rodrigues (2003), ao compararem a suplementagdo com soro de cadela em estro ao
soro de vaca em estro, concluiram que o primeiro apresentou maior eficiéncia na promog¢do da maturagdo
oocitaria canina. Otoi et al. (1999) avaliaram a influéncia de varias concentragdes (5, 10 e 20%) de soro de
cadela em anestro, estro e diestro na MIV canina e observaram que uma propor¢do mais elevada de odcitos
submetidos a suplementagdo com soro de cadela em estro reassumiu a meiose até estagios de MI e MII. Segundo
os referidos autores, o emprego deste soro na concentragdo de 10% mimetiza os eventos pré-ovulatorios in vivo.
De fato, ¢ bem conhecido que o soro sanguineo contém componentes proteicos, hormdnios (gonadotrofinas e
esteroides) e fatores de crescimento importantes para a MIV, porém, em conseqiiéncia desta constituigdo mista,
torna-se dificil atribuir o efeito positivo sobre a maturagdo oocitaria a um componente especifico (Luvoni et al.,
2005).

Substdancias antioxidantes

Uma das principais preocupagdes durante o processo de maturagdo e fecundagio in vitro sdo os danos
causados pelos radicais livres, produzidos normalmente no metabolismo oxidativo (Dew, 2001). Entretanto, a
maioria das células apresenta um potente sistema de defesa contra radicais livres, representado pela glutationa
(GSH), a qual possui como principal fungdo a detoxicagdo e antioxidac¢do celular (Gasparrini et al., 2006;
Luberda, 2005). Assim, propde-se o uso de substancias que atuem como precursores de glutationa, tais como a
cisteina, a cisteamina e o J-mercaptoetanol, utilizadas com éxito na MIV de o6citos bovinos (De Matos et al,
1996) e atualmente descritas como coadjuvantes importantes para o aumento da eficiéncia na producdo de
embrides bovinos (De Matos et al., 2002; Balasubramanian e Rho, 2007). A adigdo ao meio de cultivo de
substratos energéticos para a promogdo da sobrevivéncia celular e suporte da maturagdo ¢ estratégia alternativa.
Neste sentido, a combinag@o de insulina transferrina, selénio (ITS) e B-mercaptoetanol pode ser utilizada. A
insulina melhora o desenvolvimento embrionario por meio do transporte da glicose, além de exercer acdes
mitogénicas e antiapoptdticas (importantes na MIV). O selénio atua como estimulador da sintese de GSH, e a
transferrina como quelante dos radicais hidroxila, facilitando o transporte de ferro e outros metais para o interior
do embrido e agindo como fator de crescimento (Lim e Hansel, 2000; Augustin et al., 2003). Embora Pires
(2006) ndo tenha encontrado efeito positivo da adi¢do de cisteamina (100 mM) e cisteina (0,1 mM) sobre as
taxas de MII de odcitos caninos, Hossein et al. (2007) relataram elevagdo das taxas de MII ao utilizarem adigdo
de 0,5 mM de cisteina ¢ 100 mM de cisteamina ao meio de cultivo.
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Fatores de crescimento

A suplementacdo de outras substancias, tais como os horménios do crescimento (somatotropina bovina
- BST e humana - hST) e os fatores de crescimento, foi alternativamente estudada para a MIV canina. Segundo
Songsasen et al. (2002), a adi¢do de BST ao meio de maturagdo promoveu a expansdo das células do cumulus,
mas nao a maturagdo a MII. Ainda, Rodrigues et al. (2006) nao verificaram efeito positivo da adi¢do de hST ao
meio de cultivo para a MIV. Dentre os principais fatores de crescimento estudados, estdo o EGF e o fator de
crescimento semelhante a insulina (IGF). Bolamba et al. (2006) concluiram que o EGF isoladamente ndo
apresentou efeito benéfico sobre a maturagdo dos odcitos, porém, quando em associacdo ao LH e FSH,
proporcionou aumento na expansdo das células do cumulus. Machado (2007), ao estudar o efeito do IGF-I na
maturagdo nuclear e citoplasmatica de odcitos de cadelas, ndo observou efeito sobre a MIV. Desta forma,
também o efeito estimulador in vitro dos fatores de crescimento ¢ sua interacdo com gonadotrofinas e esteroides
devem ser objeto de estudos adicionais.

Tempo de incubagdo

Quanto aos periodos de incubagdo para a maturacdo in vitro, deve-se levar em consideragdo que, apos a
ovulagdo, os odcitos sofrem a primeira divisdo meidtica na tuba uterina em um periodo ndo inferior a 48 horas
(Yamada et al., 1992; Vannucchi, 2003). Assim, diversas pesquisas estabeleceram 72 horas como o periodo de
maturag@o oocitaria in vitro para caes (Otoi et al., 2000; Rodrigues ¢ Rodrigues, 2003), embora Luvoni et al.
(2001) tenham observado aumento na taxa de oo6citos degenerados quando estenderam o periodo de incubagao de
30 para 48 horas.

Consideracoes finais

Com base nas informagdes compiladas e apresentadas na presente revisdo, pode-se observar que a
maturagdo oocitaria canina in vitro ¢ um procedimento complexo, ainda ndo padronizado, e que sofre influéncia
de muitas variaveis ainda desconhecidas, especialmente quanto a fisiologia reprodutiva da cadela. Dentro deste
contexto, pode-se afirmar que a maturagdo in vitro nesta espécie beneficiar-se-4 concretamente quando a
fisiologia dos eventos moleculares e bioquimicos da foliculogénese e da ovulagao for melhor elucidada.
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