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Resumo

Nos ultimos anos, as biotécnicas tém se desenvolvido amplamente em diversas espécies e sdo
consideradas primordiais no manejo da reproducdo assistida. Em canideos, o emprego da MIV (maturagdo in
vitro) tem sido vinculado a baixas taxas quando comparados a outras espécies, fato que limita o desenvolvimento
de outras técnicas, como a fertilizagdo in vitro (FIV) e a criopreservagdo. Por se tratar do periodo em que o
odcito adquire a capacidade para ser fecundado, a maturacdo, quando realizada in vitro, depende da eficiéncia do
método de colheita e, principalmente, do meio de cultivo. Este trabalho tem como objetivo revisar a MIV de
odcitos caninos, os meios e as suplementacdes empregadas.

Palavras-chave: canideos, meio de cultivo, ovdcito, suplementagdes.
Abstract

In the past few years, biotechnologies have been improved in several species and are considered
primordial for assisted reproduction management. In canids, in vitro maturation (IVM) have been related to low
rates when compared to other species which may compromise the development of other techniques, such as IVF
(in vitro fertilization) and cryopreservation. During the maturation period, oocytes acquire the capacity to be
fertilized and when under in vitro conditions, it depends on the recovery method and on culture conditions. The
aim of this paper is to review IVM of canine oocytes, the media and supplementations used.

Keywords: canids, culture medium, oocyte, supplementations.
Introducao

Nos tltimos anos, os animais de estimagdo, principalmente os cdes, conquistaram lugar na sociedade,
passando de animal doméstico a membro da familia. Esta transformag¢@o na interagdo homem-animal representou
mudanga brusca no mercado pet, despertando crescente interesse por produtos direcionados a cédes e gatos e,
consequentemente, gerando faturamento anual proximo dos U$ 2 bilhdes (Yabiku, 2009). Neste segmento, a
comercializagdo de animais tornou-se sinénimo de lucro (Souza et al., 2001) e observou-se um aumento na
procura por acompanhamento reprodutivo. Técnicas de reprodugdo assistida, tais como inseminagdo artificial e
congelamento de sémen canino, vém sendo realizadas, permitindo intercambio mundial de material genético e
motivando pesquisas para o aprimoramento das condi¢des que simulam os processos bioldgicos.

Durante décadas, as informagdes referentes as biotécnicas estavam restritas aos animais destinados a
producdo, principalmente os bovinos. Pesquisas desenvolvidas nesta espécie tinham como escopo a selecdo e o
ganho genético, resultados obtidos pela inseminagéo artificial, producdo in vitro e transferéncia de embrides.
Em cées, embora a primeira notificagdo de reproducao assistida date do longinquo ano de 1780 (Johnston et al.,
2001), uma lacuna de dois séculos se deu entre esta primeira descrigdo e as pesquisas posteriores acerca da
reproducdo nesta espécie.

E sabido que os cdes domésticos vém sendo utilizados como modelo experimental de canideos
silvestres. Sua similaridade ndo se d4 somente no que tange a fisiologia reprodutiva, mas as respostas de
experimentos in vitro. Assim, estudos sobre reprodugdo assistida em c@es domésticos ndo contemplariam
unicamente esta espécie, mas favoreceriam o conhecimento em seus similes silvestres.

Nos ultimos quinze anos, investigagdes sobre biologia celular tém contribuido para o entendimento da
fisiologia reprodutiva dos canideos e, consequentemente, dos mecanismos envolvidos na fecundacéo, sejam eles
facilitadores ou inibidores. Logo, a compreensdo destes aspectos possibilitara tanto o aprimoramento das
técnicas de producdo in vitro de embrides (PIVE) como o desenvolvimento de novos métodos de controle
populacional de caes domésticos. Neste sentido, a MIV ¢é o procedimento primordial para o desenvolvimento e a
aplicacdo de outras técnicas de PIVE, precisando ser mais estudada.

Nos felinos e bovinos, a MIV esta bem descrita ¢ apresenta taxas de maturacdo aproximando-se de 60%
(Farstad, 2000b) ¢ 90%, respectivamente (Lonergan et al., 1994), enquanto nos canideos limita-se a escassos
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estudos, com taxas variando de 0 a 58% para odcitos maturados até metafase I, anafise I e metafase Il em
diferentes protocolos experimentais (Farstad, 2000a). Estes valores sdo considerados insatisfatorios e refletem a
ineficiéncia da adaptacdo das técnicas empregadas em outras espécies, caracterizando a peculiar fisiologia
reprodutiva dos canideos e demonstrando a necessidade de se considerar a dindmica do foliculo pré-ovulatério e
o ambiente fisiologico da tuba uterina.

Esfor¢os no intuito de aprimorar a MIV de odcitos caninos tém sido feitos, principalmente no que
concerne ao meio ¢ tempo de cultivo apropriado e a competéncia meidtica, procurando ajustar da melhor
maneira possivel, todas as variaveis implicadas no processo. Pesquisas envolvendo a suplementacdo dos meios
de maturag@o com proteinas, antioxidantes ¢ hormdnios, associados ou ndo. tém demonstrado taxas discrepantes
e insatisfatorias (Nickson et al., 1993; Hewitt ¢ England, 1997). Ademais, pouco se sabe sobre a maturacio
citoplasmatica dos oocitos caninos e do papel na fertilizagdo que estes componentes citoplasmaticos possam
desempenhar, uma vez que a deficiéncia na maturagdo citoplasmatica interfere no desenvolvimento embrionario
(Leibfried-Rutledge et al., 1987).

A superagdo das dificuldades atualmente encontradas no emprego destas técnicas em canideos permitira
aos cientistas um melhor entendimento da fisiologia reprodutiva, fornecendo informagdes tteis tanto para
projetos de interesse comercial quanto para programas de recuperagdo de gametas de canideos ameacados de
extingdo, como ¢ o caso do cachorro-do-mato-vinagre (Speothos venaticus), do lobo-guard (Chrysocyon
brachyurus) e da raposa-do-campo (Lycalopex vetulus) na fauna silvestre brasileira.

Particularidades da fisiologia reprodutiva das cadelas

Os canideos sdo considerados monoéstricos ndo sazonais, ou seja, apresentam um ou dois ciclos estrais
por ano, caracterizados por um extenso periodo de quiescéncia ovariana (Willingham-Rocky et al., 2003). Nas
cadelas domésticas, esta fase varia de acordo com as ragas e idades, sendo influenciada por fatores ambientais e
genéticos (Feldman e Nelson, 2004).

O ciclo reprodutivo da cadela, também denominado de ciclo estral, apresenta quatro fases bem distintas,
denominadas: proestro, estro, metaestro/diestro e anestro (Andersen, 1973). Estas se caracterizam por alteracdes
hormonais que induzem a transformagdes morfoldgicas, clinicas e citologicas nos diferentes segmentos do
aparelho reprodutor feminino (Rodrigues e Rodrigues, 2002).

Em cadelas, ocorre luteinizacdo pré-ovulatoria dos foliculos, e a concentracdo plasmatica de
progesterona aumenta durante o proestro (Concannon et al., 1975, 1989), diferentemente de outras espécies de
mamiferos domésticos, nas quais o estrogénio predomina no ambiente folicular pré-ovulatério (Farstad, 2000b).
A ovulag@o comega aproximadamente dois dias apos o pico de LH (hormonio luteotréfico), no inicio do estro, ¢
os oocitos liberados ainda estdo imaturos, em profase I (PI), sendo que, em outras espécies, 0s 00citos se
encontram em metafase II (MII). Desta forma, a maturagdo dos odcitos caninos se da fora do ambiente folicular,
na tuba uterina, onde também ocorre a fertilizagdo e o desenvolvimento até o estadio de blastocisto (Luvoni et
al., 2005). Na maioria dos mamiferos, o tempo total em que os 06citos permanecem na tuba varia de trés a quatro
dias, enquanto nos odcitos caninos este periodo varia de 8,5 a nove dias (Holst e Phemister, 1971).

No periodo subsequente ao estro, as concentragdes séricas de progesterona sdo similares em fémeas
prenhes ou ndo (Jeffcoate, 1998), principalmente nos 40 dias posteriores ao pico de LH (Rodrigues e Rodrigues,
2003a).

Desenvolvimento e maturagio oocitaria in vivo

Odcitos sdo células haploides derivadas das células germinativas primordiais, as quais se desenvolvem
antes do nascimento (Dew, 2001). Estas células iniciam a mitose enquanto migram do saco vitelinico
embrionario para o local de desenvolvimento gonadal (ovario primitivo), onde sdo denominadas oogonias
(Wassarman e Albertini, 1994). Quando cessa a divisdo mitotica, as oogonias sdo denominadas odcitos, e tem
inicio a meiose (Dew, 2001), que pode ocorrer antes do nascimento (humanos, equinos e ruminantes), logo apds
0 nascimento (suinos e felinos) e nas primeiras semanas subsequentes, como ¢ o caso dos canideos (Andersen,
1970).

A divisdo celular, tanto mitotica quanto meidtica, compreende quatro fases distintas: profase, metafase,
anafase e telofase (Baker, 1982). A meiose ocorre em duas etapas, denominadas meiose I e II, e a profase da
meiose | ¢ dividida em cinco estagios: leptoteno, zigbteno, paquiteno, diploteno e diacinese (estadio de vesicula
germinativa; Baker, 1982).

Na maioria dos mamiferos, o processo de desenvolvimento oocitario passa por dois momentos de
estagnacdo, na profase I e na metafase II (MII), quando, entdo, os odcitos sdo ovulados e ativados apds
fertilizacdo (Dulcibella, 1998). Nestes animais, a maturagdo ocorre dentro do foliculo ovariano, ¢ a ovulagdo
ocorre quando estes atingem MII (odcito secundario) e ja se encontram prontos para a fertilizagdo dentro do
oviduto (Wassarman e Albertini, 1994). Diferentemente, os canideos liberam o06citos no comego da primeira
divisdo meidtica (estddio de vesicula germinativa, odcito primario), ou seja, tanto a maturagdo como a
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fertiliza¢do acontecem dentro do oviduto (Holst e Phemister, 1971; Farstad et al., 1989; Tsutsui et al., 1989) ¢
necessitam dois a cinco dias para a completa maturacdo (Holst e Phemister, 1971; Tsutsui, 1975). Estudo sobre
maturagdo e fertilizagdo in vivo demonstrou que odcitos caninos em MII sdo observados a partir de 50 horas, e
embrides no estadio de pronticleo decorridas 90 horas da ovulagdo (Reynaud et al., 2005).

A maturagdo do odcito é, portanto, caracterizada pela transi¢do do estadio de vesicula germinativa ao de
MII, passando por mudangas que preparam o oocito para ser fecundado e estar apto para se desenvolver como
embrido. Estas alteragdes ocorrem ndo somente no nucleo como também no citoplasma, de maneira
independente, mas de modo coordenado para garantir a competéncia no desenvolvimento celular (Dew, 2001;
Rodrigues, 2003).

No inicio da maturagdo nuclear, ocorre condensagdo gradual da cromatina, desaparecimento do
nucléolo e desintegra¢do da membrana celular, processo denominado quebra de vesicula germinativa (Kubelka
et al., 1998). Posteriormente, os cromossomos se encontram mais condensados e dispostos no plano central do
eixo metafasico, caracterizando o estagio de MI, evoluindo para MII quando ocorre compactagdo dos
cromossomos e extrusdo do primeiro corpusculo polar (Hewitt e England, 1997).

A avaliagdo da maturagdo nuclear de o6ocitos tem sido alvo de varios estudos em canideos e,
contrariamente, pouco se sabe sobre a maturagdo citoplasmatica nesta familia. Em outras espécies, estudos
mostraram a importancia dos componentes citoplasmaticos na ativa¢do oocitdria durante a fertilizagcdo, com
liberagdo dos granulos corticais para bloquear a poliespermia, reinicio do ciclo celular, formagdo do pronucleo e
sintese proteica (Dulcibella, 1998).

A maturacdo citoplasmatica pode ser descrita como as alteragdes estruturais e bioldgicas que permitem
que o oocito seja fecundado e se desenvolva como embrido (Avelino, 2004). Estas mudangas incluem a
redistribuigdo de organelas citoplasmaticas, como os granulos corticais, as mitocondrias, o complexo de Golgi e o
reticulo endoplasmatico (Dulcibella et al., 1990). Nos mamiferos, a maturag@o citoplasmatica acontece quando o
odcito se aproxima do estagio de MII e os granulos corticais, ja agrupados, se dispersam e migram para a
periferia do odcito (Damiani et al., 1996; Dew, 2001). Esta caracteristica celular tem sido utilizada para avaliar a
maturagdo citoplasmatica do o6cito em varias espécies de mamiferos (Damiani et al., 1996) e, nos tltimos anos,
foi descrita em canideos (Apparicio-Ferreira, 2006).

Maturacio de oocitos in vitro

Os o06citos caninos podem retomar a meiose espontaneamente in vitro usando adaptagdes das técnicas
de maturacdo utilizadas em outras espécies domésticas, embora com indices e eficiéncia mais baixos. Em
canideos, a taxa de maturagdo in vitro tem demonstrado um sucesso limitado, variando de 0 a 58% para o6citos
maturados até anafase I e metafase II (Mahi ¢ Yanamachi, 1976; Robertson et al., 1992; Yamada et al., 1992,
1993; Nickson et al., 1993; Hewitt ¢ England, 1997, 1998, 1999b; Hewitt et al., 1998; Metcalfe, 1999; Bolamba
et al., 2002). Nao obstante, os experimentos realizados até o presente momento nesta espécie tém evidenciado
similaridade com os eventos in vivo (Rodrigues, 2003), demonstrando a necessidade de um periodo de cultivo ao
redor de 48 a 72 horas (Fulton et al., 1998).

Obtencdo dos oocitos

Os principais métodos utilizados para a obtencao de odcitos em mamiferos sdo: aspira¢do dos foliculos
e fatiamento dos ovarios. Embora a aspiragdo seja uma técnica simples, ndo € muito utilizada em canideos pela
dificuldade de se visualizar os foliculos no tecido ovariano, uma vez que os ovarios destes animais sdo pequenos
(Luvoni et al., 2005) e os foliculos se localizam no coértex ovariano, tornando-se aparentes pouco antes da
ovulagdo (Hewitt et al, 1998; Otoi et al., 2000).

Por estas razdes, a técnica mais utilizada para a obteng@o de odcitos nas cadelas tem sido o fatiamento,
que consiste em seccionar o ovario utilizando uma lamina de bisturi ao longo de seu comprimento e largura
(Nickson et al., 1993; Hewitt e England, 1997). No entanto, a0 mesmo tempo em que esta técnica permite uma
recuperacdo maior de odcitos quando comparada com a aspiragdo (Nickson et al., 1993), pode também ser a
responsavel pela baixa obteng@o de odcitos de boa qualidade (Hewitt et al., 1998; Fujii et al., 2000).

Outro método utilizado para obtengdo de odcitos caninos ¢ a digestdo ovariana, técnica em que o0s
ovarios sdo colocados em solugdo enzimatica (colagenase ¢ Dnase) a 37°C, por uma hora, quando, entdo, o
produto da digestdo ¢ filtrado e colocado em solucdo para lavagem (Durrant et al., 1998; Bolamba et al., 2002).
Este método, segundo Durrant et al. (1998), quando seguido de refrigeracdo overnight, reduz a porcentagem de
odcitos degenerados, embora ocasione danos as camadas das células da granulosa.

Fatores intrinsecos que influenciam a maturagdo in vitro (MIV)

Estudos tém demonstrado que alguns fatores exercem influéncia sobre os indices de MIV em cadelas;
entre eles, a idade do animal (Nickson et al., 1993; Hewitt ¢ England, 1998), o tamanho do odcito (Hewitt e
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England, 1998; Srsen et al., 1998) e a morfologia nuclear e do cumulus oophorus (Nickson et al., 1993). Outros,
tais como a fase do ciclo estral das doadoras, ainda sao controversos (Nickson et al., 1993; Yamada et al., 1993;
Hewitt e England, 1997; Rodrigues e Rodrigues, 2003a; Apparicio-Ferreira, 2006).

A morfologia nuclear e a das células do cumulus, assim como o didmetro oocitario, sdo os critérios mais
utilizados para selecionar oocitos aptos a maturagio in vitro (Luvoni et al., 2005).

Experimentos evidenciaram que somente oocitos com duas ou mais camadas de células do cumulus
continuam a se desenvolver em cultivo, enquanto odcitos com somente uma camada se degeneram apds 48 horas
de cultura (Nickson et al., 1993). Este fato comprova a importancia das células do cumulus na manutengdo
oocitaria, uma vez que sdo responsaveis ndo somente por transferirem os nutrientes da granulosa para o oocito
como também por permanecerem, na espécie canina, apos a fecundagao, até o estadio de moérula (Renton et al.,
1991; Nickson et al., 1993). No entanto, este critério ndo deve ser analisado isoladamente, mas sim associado a
avaliagdo do aspecto citoplasmatico do odcito, o qual deve ser escuro e homogéneo (Hewitt e England, 1997),
caracterizando a grande quantidade de lipidio em seu interior.

Pesquisas mostraram que o tamanho do odcito também influencia a competéncia meiotica, ou seja, a
habilidade do o6cito em recomecar a meiose in vitro. A primeira evidéncia dos possiveis efeitos do didmetro
oocitario na competéncia meidtica foi relatada por Theiss (1997), que demonstrou que oocitos com diametro
superior a 110 pm apresentaram maior taxa de maturacdo em relacdo aos que possuiam didmetros inferiores a
110 um. Posteriormente, Hewitt e England (1998) ratificaram que a aquisi¢do da competéncia meidtica do
odcito, indicada pelo aumento do tamanho, é importante para sua habilidade de maturar in vitro e s é adquirida
quando os odcitos atingem 120 pm de didmetro (Otoi et al., 2000). Em hamster, camundongos, humanos e
macacos, 0 mesmo fendmeno foi observado (Iwamatsu, 1975; Sorensen, 1976; Motlik, 1989; Durinzi, 1995;
Gilchrist, 1995).

A idade da cadela doadora também influencia o niimero total de odcitos recuperados (Rodrigues e
Rodrigues, 2003b) e as taxas de maturagdo, sendo que a taxa média de recuperagdo diminui cerca de 4,7
complexo ooécito-cumulus (COCs) por ano (StromHolst et al., 2001), ¢ a habilidade de maturar in vitro fica
comprometida em fémeas com idade superior a sete anos, quando comparada com animais mais jovens (Hewitt e
England, 1998).

A raca do animal, por sua vez, parece ndo exercer influéncia sobre o niimero total de odcitos
recuperados utilizando a técnica de fatiamento (Rodrigues e Rodrigues, 2003a). No entanto, na técnica de
digestdo do ovario, Durrant et al. (1998) encontraram um numero significativamente maior de odcitos em
animais mesticos quando cotejados aos de raga pura.

A influéncia da fase do ciclo estral das cadelas e, consequentemente, dos eventos endocrinos pertinentes
a cada periodo sobre a taxa de recuperagdo de odcitos e os indices de maturagdo ainda é controversa, visto que os
poucos trabalhos publicados apresentam resultados contrapostos.

Alguns estudiosos afirmaram que o numero de oocitos viaveis colhidos e a taxa de maturagdo em
odcitos cultivados in vitro parecem ser afetados pelo ciclo estral (Nickson et al. 1993; Yamada et al., 1993),
enquanto outros ndo encontraram influéncia da fase do ciclo estral sobre os indices de maturagdo (Rodrigues e
Rodrigues, 2003a) ou diferengas na frequéncia de maturagdo oocitaria entre os oocitos colhidos de cadelas no
periodo de anestro e diestro (Hewitt e England, 1997).

Yamada et al. (1993) demonstraram que uma alta proporgdo de odcitos dos foliculos pré-ovulatorios de
cadelas estimulados com gonadotrofinas atingiu MII comparados com os de foliculos obtidos de cadelas sem
estimulo, sugerindo que a maturacdo pré-ovulatoria do oocito ¢ importante para a aquisicdo da competéncia
meidtica, e consequentemente, de sua maturacdo in vitro. De modo similar, Hewitt ¢ England (1997) sugeriram
que a colheita de odcitos no fim do proestro e inicio de estro ¢ mais adequada, pois as concentragdes de
progesterona e estrogénio durante esses estadios do ciclo tém um efeito positivo sobre a maturacdo. Martins
(2005), em estudo comparando as taxas de maturacdo de oocitos até o estagio de MI, de cadelas em anestro ou
estro, observou uma porcentagem maior de MI em odcitos de cadelas em estro (58 vs. 25%).

Em outro estudo sobre o efeito da fase do ciclo estral na MIV de odcitos cultivados em meios utilizando
diferentes concentragdes de progesterona, os autores encontraram taxas similares de MII nas cadelas em estro e
diestro, porém superiores as das cadelas que estavam em anestro e proestro (Willigham-Rocky et al., 2003).
Apparicio-Ferreira (2006), por sua vez, ndo encontrou diferenga significativa nas taxas de maturagdo entre as
fases folicular, litea e anestro, quando foi avaliada a maturag@o nuclear, mas a diferenca foi significativa quando
se avaliou a maturagdo citoplasmatica.

Esta contradigdo entre os diversos estudos reitera a importancia ¢ necessidade de novas pesquisas que
enfoquem a maturacdo in vivo, as modificagdes ocorridas no odcito no ambiente pré e pds-ovulatorio e sua
influéncia quando sob cultivo in vitro.

Fatores extrinsecos envolvidos na MIV

A maturagdo de odcitos em gotas de meio de cultivo recobertas por 6leo mineral é, assim como em
outras espécies, 0 método mais utilizado em canideos (Luvoni et al., 2005). Embora cada estudo apresente uma
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propor¢do odcito: volume do meio, somente um experimento avaliou o efeito da densidade oocitaria na
competéncia meidtica, concluindo que a influéncia de sua densidade difere de acordo com a fase do ciclo estral.
Neste caso, 10 COCs de cadelas em anestro cultivados em 100 pl de meio de maturagdo apresentaram maior
porcentagem de MII (Otoi et al., 2002).

O tempo de cultivo também ¢ um fator importante na maturacdo in vitro de odcitos caninos.
Experimentos sobre MIV em cadelas reportam periodos de incubag@o que variam de 24 a 120 horas (Luvoni et
al., 2005), sendo que este periodo varia ndo somente com os diferentes protocolos mas também com as taxas de
progressdo e maturagdo oocitaria. Desta forma, quanto maior o tempo de incubagdo (dentro dos periodos
utilizados para a espécie), maior a progressdo para o estadio de quebra da vesicula germinativa — MII, como
também maiores as taxas de odcitos degenerados (Nickson et al., 1993). Portanto, o ideal é que se consiga um
equilibrio entre o meio utilizado e o periodo de incubacgdo, de forma a se obter melhores taxas de maturagdo com
niveis de degeneragdo reduzidos.

A temperatura de cultivo entre 37 e 39°C ndo influencia as taxas de maturagdo ou a competéncia
meidtica. Pesquisas utilizando diferentes temperaturas, tais como 37°C (Mahi e Yanagimachi, 1976), 37,5°C
(Otoi et al., 2000), 38°C (Fulton et al., 1998; Srsen et al., 1998) e 39°C (Hewitt e England, 1997) na incubagéo
de oocitos caninos, apresentaram resultados similares. Rodrigues e Rodrigues (2004), comparando duas
temperaturas na matura¢do de oocitos, confirmaram que ndo ha diferenca na taxa de maturacdo de oocitos
incubados a 37 e 39°C, mas sim no tempo de cultivo, sendo que os periodos de 72 e 96 horas apresentaram
maior propor¢ao de odcitos maturados.

A tensdo gasosa de 5 ¢ 20% de CO, nos meios TCM 199 e CRML 1066 promoveu taxas de maturacao
similares para odcitos caninos (Songsasen et al., 2001), diferindo de estudos com bovinos e camundongos, em
que a tenséo gasosa de 5% de CO, garantiu um aumento na competéncia meidtica dos odcitos cultivados (Luvoni
et al., 2005).

Na tentativa de simular as condigdes encontradas in vivo, alguns pesquisadores tém estudado meios e
suplementos para o cultivo de odcitos de cadelas, com o intuito de melhorar as taxas de maturacdo nesta espécie.
Na maioria dos casos, sdo utilizadas adaptagdes dos meios empregados em bovinos, tanto os simples (solugdes
salinas acrescidas de lactato, piruvato e glicose) quanto os complexos (acrescidos de aminoacidos, vitaminas ¢
outros componentes; Gardner e Lane, 2000).

Os meios mais comumente utilizados em estudos de MIV de odcitos caninos sdo o SOF (synthetic
oviduct fluid; Hewitt e England, 1997, 1998, 1999a; Bolamba et al., 2002) e o TCM 199 (tissue culture medium
199; Nickson et al., 1993; Hewitt et al., 1998; Fuji et al., 2000; Otoi et al., 2000, 2001; Songsasen et al., 2001;
Rodrigues e Rodrigues, 2003a, 2004; Willingham-Rocky et al., 2003).

Esses meios vém sendo empregados na MIV canina acrescidos de algumas substéncias, tais como fontes
proteicas, hormonios, antioxidantes e fatores de crescimento, com o intuito de aumentar a sobrevivéncia dos
odcitos em cultura.

Hewitt et al. (1998), em estudo utilizando o meio TCM 199, mostraram que a suplementagdo com 0,3%
de BSA (albumina sérica bovina, em inglés) aumentou as taxas de maturagdo até metafase I, anafase I e metafase
II as 48 horas de cultivo, enquanto a adi¢do de 20% de soro fetal bovino (SFB) ao meio de cultivo incrementou
as taxas de maturag@o somente as 96 horas de cultivo. Similarmente, Rodrigues e Rodrigues (2003b) mostraram
que a adiggo de 0,4% de BSA no meio TCM 199 promoveu altas taxas de maturac@o até o estagio de MI, embora
ndo tenha havido progressdo na mesma proporg¢do até MII. Enquanto esses estudos, utilizando fontes proteicas
no meio TCM 199, demonstraram um efeito positivo na taxa de maturagdo, essa suplementagdo no meio SOF
parece ndo a alterar de forma significativa, como evidenciam os trabalhos de Hewitt ¢ England (1999) e
Bolamba et al. (2002). Os primeiros se referem a um aumento na progressdo da maturagdo somente quando o
meio SOF foi suplementado com 4% de BSA e maturado por 96 horas, ao passo que os outros autores nao
observaram diferenga entre o meio acrescido de fontes proteicas e o sem suplementagao.

Segundo Otoi et al. (1999), a adi¢do de soro de cadelas em estro na concentragdo de 10% promove um
aumento na porcentagem de o6citos maturados até os estagios de MI e MIL, uma vez que o soro de animais nesta
fase do ciclo possui, além de componentes proteicos, uma concentragdo maior de estrogeno e progesterona.
Ribeiro (2007), por sua vez, ndo encontrou diferenca nas taxas de maturacdo dos odcitos cultivados em meio
com suplementagdo de soro de cadelas em estro, mas sim nos indices de retomada da meiose. Destarte, a
suplementagdo com hormonios nos meios de maturagdo também tem sido alvo de alguns estudos ainda ndo
conclusivos e com resultados distintos. O consenso ¢ que o desenvolvimento da competéncia do o6cito em
iniciar o processo de maturagdo implica uma agdo coordenada de estimulos hormonais, caso contrario o
desenvolvimento nao ocorre (Luvoni et al., 2005).

Yamada et al. (1993) foram os primeiros a estudar o efeito dos hormdnios sobre as taxas de maturagao
de odbcitos de cadelas em estro e anestro induzidas por gonadotrofinas (superovulagdo), demonstrando que os
odcitos expostos a estes hormonios in vivo maturaram em niimero significativamente maior que os do controle.
Hewitt e England (1997), estudando a suplementagdo com progesterona (P4) e estradiol (E2), isolados ou
associados, e, posteriormente (1999a), a adi¢ao de 1 pg/ ml de FSH (hormoénio foliculo estimulante), 1 pg/ml de

Rev. Bras. Reprod. Anim., Belo Horizonte, v.35, n.1, p.16-25, jan./mar. 2011. Disponivel em www.cbra.org.br 20



»

Apparicio et al. Maturagdo in vitro de odcitos caninos.

LH (horménio luteinizante) ou 1pg/ml de FSH e de LH, ndo encontraram beneficios destas suplementagdes nas
taxas de maturacdo oocitdria e sugeriram que a adi¢do de quantidades superiores as fisiologicas possa
incrementar esses indices.

Vannucchi et al. (2009) nao observou uma influéncia da suplementagdo de altas doses de estradiol (20
pg/ml) no meio, salvo quando associado a progesterona (P4), e mesmo assim, sobre as taxas de quebra de
vesicula germinativa. Achado semelhante foi descrito por Willingham-Rocky et al. (2003), que acrescentaram
diferentes concentracdes de progesterona (0, 20, 200, 2000 ng/ml) aos meios de maturacdo sem que se
observasse aumento da taxa de oocitos em MII. Em contrapartida, Kim et al. (2005) relataram que uma
porcentagem maior de odcitos maturados em meios acrescidos de 2 pg/ml de estradiol (E2) e de 2,0 pg/mL P4
atingiu MII (16,6%) quando comparados com aqueles em meio contendo somente E2 (10,4%), mas,
curiosamente, essa associa¢do na concentragdo de 2 pg/ml de E2 e 0,5 pg/ml de P4 diminuiu a competéncia
meidtica (3,4% de MII).

De los Reyes et al. (2005) estudaram o efeito do horménio hCG (gonadotrofina coriénica humana)
sobre a matura¢do oocitaria em diferentes grupos (com hCG, sem hCG e com hCG somente por 48 horas) e
periodos de cultivo e mostraram que o meio que continha 10 Ul/mL de hCG apresentou maior porcentagem de
COCs em MII as 72 e 96 horas de cultivo quando comparado com o meio sem suplementagdo, no mesmo
periodo de tempo. No entanto, a0 maturarem os oocitos em meio contendo 10 Ul/ml de hCG por 48 horas e
transferi-los para outro meio sem suplementagdo por adicionais 24 ou 48 horas, observaram a maior taxa de
maturagao (43,4%) apds 96 horas de cultivo.

Assim como os hormonios, o emprego do cocultivo em células da tuba uterina nos meios de maturagao
tem sido justificado pela similaridade com os eventos in vivo. Em estudo de Bogliolo et al. (2002), observou-se
efeito positivo na maturag@o de odcitos quando utilizado o cocultivo de células da tuba uterina obtidos de fémeas
em estro, enquanto no conduzido por Vannucchi (2003) ndo se observou influéncia significativa do cocultivo de
células da tuba uterina de fémeas em anestro.

Experimentos recentes tém estudado a adi¢do de antioxidantes e fatores de crescimento nos meios de
maturacdo, demonstrando influéncia positiva desta suplementacdo. Kim et al. (2004) observaram uma
porcentagem maior de odcitos atingindo MII quando suplementados com 50 um de fB-mercaptoetanol (20%) e
com 20 ng/ml de fator de crescimento epidermal (EGF; 13%). Bolamba et al. (2006) também observaram efeito
positivo utilizando EGF e hormoénios (E2, FSH, LH) na expansdo das células do cumulus ¢ na progressdo da
meiose, enquanto Rota e Cabianca (2004) ndo encontraram diferenga estatistica nas taxas de maturagdo quando o
meio de cultivo foi suplementado com ITS (insulina-transferina-selénio).

Avaliagdo da maturagdo oocitaria

Os o06citos caninos possuem alta densidade e o ooplasma rico em lipidios, caracteristicas que tornam
dificil a visualiza¢do do nucleo e do citoplasma, bem como a avaliacdo da maturag@o in vitro. Por esta razao, os
métodos descritos para avaliar o ooplasma preconizam a retirada mecanica do material lipidico (centrifugacgio)
ou a utilizacdo de marcadores nucleares fluorescentes que permitem identifica-lo sem a necessidade de se retirar
o material lipidico (Hewitt et al., 1998).

Uma das técnicas usadas para coloragdo dos odcitos é a aceto-orceina com prévia fixacdo em acido e
alcool (Mahi e Yangimachi, 1976; Yamada et al., 1992; Hewitt e England, 1997, 1998, 1999a; Durrant et al.,
1998) ¢ fixagdo adicional em citrato de sddio por 10 minutos, o que torna o ooplasma mais claro ¢ mais facil de
ser visualizado (Hewitt et al., 1998). A visualiza¢do da morfologia nuclear deve ser realizada em microscopia de
interferéncia ou contraste de fase.

Métodos fluorescentes, como o HOESCHT 33342, também vém sendo utilizados para avaliar a
maturagdo nuclear em microscopio invertido e lampada ultravioleta (Hewitt e England, 1997). Esta técnica
permite a visualizagdo do material nuclear, mas ndo distingue, individualmente, 0os cromossomos, como ocorre
com a coloracdo de aceto-orceina. Como vantagem, a coloragdo de HOESCHT 33342 ¢ um método mais rapido
e ndo causa morte celular, como pode ocorrer quando se utiliza a aceto-orceina (Dew, 2001). Os odcitos
analisados sdo classificados de acordo com a fase de divisdo meiodtica, como proposto por Hewitt et al. (1998).

A maturagdo citoplasmatica do oocito também pode ser avaliada utilizando-se métodos como: a
observacdo da presenga (numero e localizagdo) de granulos corticais, a cinética dos indices de maturacdo
meidtica (extrusao do primeiro corpusculo polar) e a mensuragdo de glutationa no oocito (Izadyar et al., 1996).

Em estudo sobre a distribui¢do dos granulos corticais e sua relagdo com a maturagdo nuclear, mostrou-
se que as maiores taxas de MII e granulos corticais distribuidos na periferia (caracterizando maturagdo
citoplasmatica completa) foram observadas as 72 horas de cultivo, sendo que o6citos oriundos de cadelas na fase
folicular apresentaram estatisticamente maior taxa de maturagdo citoplasmatica do que as demais (Apparicio-
Ferreira, 2006). De forma similar, a presencga do antioxidante 3 -mercaptoetanol aumentou a sintese de glutationa
no meio, especialmente quando foram utilizados odcitos provenientes de cadelas na fase folicular e lutea, quando
comparados as do anestro (Kim et al., 2007). Recentemente, avaliando a ultraestrutura de odcitos maturados in
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vitro, alguns pesquisadores observaram que mesmo aqueles odcitos em estagio de MII apresentavam uma
maturagdo citoplasmatica deficiente, ou, algumas vezes, inexistente (Viaris de Lesegno et al., 2008a). Os dados
dos trés trabalhos supracitados juntos evidenciam a ineficiéncia dos meios de cultivo utilizados para a espécie
em questdo e também a dificuldade de se atingir a maturagéo citoplasmatica (por envolver um maior niimero de
variaveis) quando comparada a nuclear, o que possivelmente é uma das responsaveis pelos baixos indices de
embrides pos-FIV. Sendo assim, fica evidente a importancia de se considerar tanto a avaliagdo nuclear quanto a
citoplasmatica nos estudos de maturacdo in vitro nesta espécie.

Consideracoes finais

A maturagdo in vitro dos 06citos caninos tem demonstrado ser uma técnica que ainda precisa de ajustes,
principalmente no que tange ao meio de cultivo e &s suplementagdes e suas concentragdes adequadas. O
aperfeicoamento da técnica permitird aos cientistas esclarecer pontos ainda obscuros da fisiologia reprodutiva
nesta espécie, dentre os quais, os fatores que engatilham a retomada da meiose, o microambiente da tuba uterina
e a interdependéncia ou ndo das maturagdes citoplasmatica e nuclear. A posteriori, a elucida¢ao dessas questdes
possibilitard o emprego de biotécnicas no desenvolvimento de programas de preservagdo de gametas de espécies
ameacadas e de matrizes geneticamente superiores provenientes de canis comerciais.
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