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Influéncia da temperatura de transporte de ovarios
na maturacao in vitro de o6citos caninos coletados
em diferentes estagios do ciclo estral

Effect of transport temperature of ovaries on in vitro maturation of canine oocytes collected
in different stages of the estrous cycle
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Resumo

Foi avaliada a influéncia do ciclo estral e temperatura de transporte de ovarios na maturagao in vitro de odcitos caninos.
As cadelas foram categorizadas em dois grupos baseados no estagio do ciclo estral - anestro ou diestro. Um ovario por
par coletado foi transportado em solugao fisioldgica 0,9% a 4°C enquanto o outro foi transportado a 37°C. Entéo, os
ovarios foram seccionados em PBS para a liberagdo dos complexos cumulus o6cito (COCs). Um total de 345 COCs (n
= 186 odcitos obtidos de cadelas em anestro e 159 em diestro) foi cultivado em TCM 199 suplementado com HEPES,
piruvato de sddio, cisteina, hormonio foliculo estimulante (FSH), gonadotrofina coriénica humana (hCG), estrégeno
(E,) e fator de crescimento epidermal (EGF). Apds 72h de maturagio, os COCs foram desnudados, fixados e corados
para avaliagdo da maturagao nuclear. O teste de Fisher foi utilizado para avaliar as diferencas entre os grupos. O nivel
de significancia adotado foi de 0,05. Os odcitos obtidos de cadelas em diestro transportados a 4°C apresentaram
maior frequéncia de odcitos no estagio de metafase II (21,1%) que os mantidos na temperatura de 37°C (p < 0,01). De
forma similar, houve maior frequéncia de odcitos nos estagios de metafase II (11,2%) nos ovarios obtidos de cadelas
em anestro e transportados a 4°C que nos ovarios mantidos a 37°C (p < 0,05). Concluiu-se que a temperatura de
transporte influencia os resultados de viabilidade oocitaria canina e a maturagéo in vitro, independentemente do estagio
reprodutivo da fémea.

Palavras-chave: Maturacéo in vitro. Temperatura. Anestro. Diestro. Cadela.

Abstract

This study evaluated the influence of estrous cycle stage and transport temperature of ovaries on in vitro maturation
of canine oocytes. The bitches were categorized into two groups based on stage of estrus cycle: diestrus or anestrus.
One ovary of each pair collected was transported in saline solution at 4°C while the other was transported at 37°C.
Thus, ovarian tissue was sliced in PBS to release cumulus oocyte complexes (COCs). A total of 345 COCs (n = 186
oocytes from ovaries of bitches in anestrus and 159 in diestrus) were cultivated in TCM 199 supplemented with HEPES,
sodium pyruvate, cysteine, follicle stimulating hormone (FSH), human chorionic gonadotropin (hCG), estrogen (E,)
and epidermal growth factor (EGF). After 72h of maturation, the COCs were denuded, fixed and stained to assess
nuclear maturation. The Fisher test was applied to examine the differences between the groups. The significance level
adopted was 0.05. The oocytes obtained from the ovaries from bitches in diestrus transported at 4°C shown increased
frequency of oocytes in metaphase II stage than those maintained at 37°C (p < 0.01). Similarly, there was increased
frequency of oocytes in metaphase II (11.1%) stage from the ovaries of bitches in anestrus and transported at 4°C, than
those maintained at 37°C (p < 0.05). It was concluded that transport temperature influences the results of canine oocyte
viability and in vitro maturation, regardless of reproductive stage of the female.
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Introducao

A experiéncia com biotecnologias reprodutivas, es-
pecialmente a matura¢ao in vitro (MIV) em cadelas,
tem apresentado poucos resultados satisfatdrios. O
conhecimento envolvendo a MIV de odcitos caninos
tem-se apoiado em experimentos realizados em ou-
tros mamiferos, e em vista disto os indices e a eficién-
cia da maturagdo nesta espécie nao sao promissores.
Em cadelas, a taxa de MIV tem demonstrado sucesso
limitado, variando de 0 a 58% para odcitos maturados
até a anafase I e metafase II (M-II) (NICKSON et al,,
1993; HEWITT; ENGLAND, 1997). Esses indices bai-
xos podem ser decorrentes da qualidade dos odcitos
utilizados ou até mesmo da auséncia de padrdes para
a suplementac¢do dos meios de cultura com hormo-
nios, proteinas ou vitaminas (FARSTAD, 2000).

A associagdo do estagio do ciclo estral com a com-
peténcia oocitdria ainda estd sob investigacao e os
resultados atualmente disponiveis sio controversos.
Hewitt e England (1997) constataram auséncia de di-
ferenca na taxa de maturacdo oocitdria entre odcitos
coletados de cadelas no periodo de anestro e diestro.
No entanto, relataram que a obten¢ao de odcitos no
final do proestro e inicio de estro é mais adequada,
pois as concentragdes de progesterona e estrogeno
durante este periodo podem favorecer a maturagao.
Willingham-Rocky et al. (2003) afirmaram que o es-
tagio do ciclo estral do doador ¢ o fator-chave no cri-
tério de selecdo para odcitos caninos meioticamente
competentes. Nickson et al. (1993) verificaram que o
numero de odcitos coletados e a taxa de matura¢io
in vitro sdo influenciados pela fase do ciclo estral.
Pereira, Bersano e Lopes (2013) observaram que a
configuragdo da cromatina em vesicula germinativa
no momento de obten¢ao do odcito pode influenciar
os indices de maturacédo e que este remodelamento da
cromatina ¢ influenciado pela fase do ciclo estral da
doadora.

Apesar dos poucos estudos ja realizados, tem sido
aventada a hipdtese de que a temperatura de trans-

porte dos ovarios também possa exercer influéncia
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nos resultados finais da MIV, pois pode atuar preser-
vando ou acelerando a degeneragao oocitaria. Ward
et al. (2000) ressaltaram que o meio utilizado, a du-
racao do transporte e a temperatura entre a coleta e
a chegada dos odcitos ao laboratdrio, sdo fatores que
podem afetar o desenvolvimento embrionario. Nesse
cenario, as condi¢des de temperatura, pressio osmo-
tica, pH e da atmosfera devem ser controladas e sao
de suma importancia no processo de MIV, desde a
obtencio dos odcitos até o momento final do cultivo.
Dessa maneira, serao oferecidas condi¢des para que o
odcito se desenvolva adequadamente e complete a sua

maturag¢ao nuclear.

Quando os ovarios sdo retirados do organismo
vivo eles devem ser mantidos em condigdes apropria-
das. Dessa maneira, diversos meios de preservagio e
transporte tém sido utilizados, tais como: solugao sa-
lina a 35°C (OTOI et al., 2000), solug¢ao salina suple-
mentada com gentamicina a 37°C (NICKSON et al.,
1993), solugdo salina a 38°C (HAY et al., 1997), PBS
(phosphate buffer solution) com penicilina e estrepto-
micina e 39°C (HEWITT; ENGLAND, 1997), solu¢io
salina 0,9% suplementada com penicilina G sdédica,
sulfato estreptomicina e anfotericina B (DURRANT
etal., 1998) e refrigerada a 4°C (EVECEN et al., 2010).

Schwartz et al. (1998) verificaram que a temperatura
de armazenamento pode exercer mais influéncia no
desenvolvimento embrionario que o meio utilizado.
Na espécie canina, ¢ comum a recuperagdo de poucos
odcitos com qualidade morfologica adequada para se-
rem maturados. Muitos o6citos sio de didmetro muito
inferior ao preconizado na MIV ou apresentam poucas
camadas de células do cumulus. Desse modo, torna-se
essencial que sejam desenvolvidas pesquisas para es-
tudar alternativas destinadas a preservar ao maximo
a viabilidade do odcito durante o transporte até o la-
boratério, ja que a qualidade oocitaria ¢ um fator pre-

ponderante para a aquisi¢do da competéncia meiotica.

O presente trabalho avaliou a influéncia do ciclo es-
tral e temperatura de transporte (4°C e 37°C) de ova-

rios na maturagdo nuclear de o6citos caninos.
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Material e Métodos

Foram utilizadas 20 cadelas, das quais 11 em anes-
tro e nove em diestro, sem raga definida (SRD), com
pesos situados entre 3 kg e 28 kg e idades variando de
seis meses a sete anos, submetidas a ovario-histerecto-
mia (OHE) eletiva na Unidade de Vigildncia Ambien-
tal (UVA) de Sdo Manuel, Sdo Paulo. O estudo teve o
aceite da Camara de Etica da FMVZ - UNESP campus
de Botucatu com protocolo niumero 176/2011.

Um ovario por par foi transportado em solugdo
fisiologica 0,9% a 4°C e o outro a 37°C. No Labora-
torio de Reproducio Animal de Pequenos Animais
e Silvestres, da Faculdade de Medicina Veterinaria
e Zootecnia da UNESP, Botucatu, os ovdrios foram
processados no prazo maximo de oito horas apds a
coleta. A identificacdo da fase do ciclo estral foi base-
ada na classificagdo proposta por Otoi et al. (2002) da
fase de anestro (ovarios com auséncia de foliculos ou
corpo lateo) e diestro (ovarios com a presenga de um
ou mais corpos lateos). Os ovérios foram fatiados em
solucdo aquecida 37°C de phosphate buffer solution
(PBS) adicionada de 10% de soro fetal bovino (SFB).
Os COCs foram identificados e quantificados sob
lupa estereomicroscopica (Leica® MZ 12.5) e avalia-
dos com relagdo a homogeneidade, coloragao do cito-
plasma e numero de camadas de células do cumulus,
de acordo com os critérios morfologicos de Hewitt
e England (1997). Desse modo, foram selecionados
apenas os COCs grau 1, ou seja, aqueles com ooplas-
ma homogéneo, escuro e rodeado completamente por
uma ou mais camadas de células do cumulus. Apds
o processo de selecdo, os complexos cumulus-odcito
(COCs) foram lavados em meio tissue culture medium
199 (TCM-199) tamponado com 25 mM de HEPES,
acrescido de solucdo de penicilina, 0,2 mM de piruva-
to de s6dio e 5 mM de bicarbonato de sddio.

Os COCs selecionados, segundo a fase do ciclo
estral, foram divididos conforme a temperatura de
transporte (4°C e 37°C). Posteriormente, os COCs fo-
ram cultivados em meio TCM 199 suplementado com
25 mM de HEPES, 1,5 mM de piruvato de sodio, 0,6
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mM de cisteina, 0,03 UI/mL de hCG, 0,5 ug/mL de
FSH, 20 ug/mL de E2 e 10 ng/ml de fator de cresci-
mento epidermal (EGF). As placas foram acondicio-
nadas em estufa a 38°C em atmosfera de 5% de CO2
em ar, por um periodo de 72 horas.

Apds o cultivo, os COCs foram colocados em placas
de cultivo contendo 200 pl de solugao de hialuronida-
se 0,2%, durante cinco minutos e aspirados repetida-
mente com a pipeta de 50 pl para a retirada completa
das células do cumulus. Quando totalmente desnudos,
o0s odcitos foram lavados em PBS/PVA para a inativa-
¢do da enzima e transferidos para uma solu¢ido de PBS
suplementado com paraformaldeido a 3,7% durante
20 minutos, para serem fixados. Posteriormente, fo-
ram lavados novamente no PBS e corados com 10 ug/
mL de glicerol bisbenzimida (Hoechst 33342). Os 06-
citos foram colocados entre lamina e laminula e ava-
liados em microscopia de luz e fluorescéncia Leica®
DFC 310 EX. A classificagdo do estagio de maturagao
nuclear foi baseada na morfologia do DNA conforme
Hewitt e England (1997).

O teste de Fisher (PROC FREQ, SAS 2009) foi em-
pregado para a analise da associagdo entre as tempe-
raturas de transporte (4°C e 37°C) de ovérios nas fases
de anestro e diestro e a maturacdo nuclear. O nivel de

significincia adotado foi de 5%.

Resultados

Os odcitos foram classificados de acordo com a mor-
fologia do DNA em cinco estagios: vesicula germina-
tiva (VG), quebra de vesicula germinativa (QVG),
metafase I (M-I) metafase II (M-II) e degenerados
ou ndo passiveis de identificagdo. Foram isolados 345
o0citos (186 odcitos obtidos de ovarios em anestro e
159 odcitos em diestro), que foram classificados como
grau I e utilizados para avaliacdo da maturagao nucle-
ar. Os odcitos selecionados foram divididos em dois
grupos conforme a temperatura de transporte dos
ovarios (4°C ou 37°C).

A avaliagdo da maturac¢do nuclear dos odcitos ob-

tidos dos ovarios em fase de anestro, transportados



a 37°C, revelou que catorze (11,1%) se apresenta-
ram em VG, trinta e trés (26%) em QVG, dezessete
(13,4%) em MI, seis (4,7%) em MII e trinta e nove
(50%) eram degenerados ou nao passiveis de identifi-
ca¢do. Enquanto nos odcitos obtidos dos ovarios em
diestro, transportados na mesma temperatura, oito
(9%) estavam em VG, vinte e trés (25,9%) em QVG,
quinze (16,9%) em ML, um (1,1%) em MII e trinta e
dois (47,2%) eram degenerados ou nao passiveis de
identificagdo. Os odcitos obtidos de ovérios na fase de
diestro apresentaram diferenca significativa (p < 0,05)
com relagao ao estagio de MII quando comparados
aos odcitos obtidos de ovarios na fase de anestro (Ta-
bela 1), demonstrando melhor desenvolvimento mei-
6tico, quando transportados na temperatura de 37°C.

Na avaliagdo da maturagdo nuclear dos o6citos ob-
tidos de ovarios na fase de anestro transportados a
4°C, seis (6,1%) apresentaram-se em VG, trés (3%)
em QVG, vinte (20,2%) em MI, onze (11,2%) em
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MII e trinta e sete (44,6%) eram degenerados ou niao
passiveis de identificagdo. Enquanto nos odcitos obti-
dos dos ovarios em diestro transportados na mesma
temperatura, foram observados sete (7,8%) em VG,
dezoito (20%) em QVG, dezessete (18,9%) em MI,
dezenove (23%) em MII e dezenove (32,2%) degene-
rados ou nao passiveis de identificagao. Houve dife-
renga significativa (p < 0,05) entre as diferentes fases
reprodutivas com relagdo aos estagios de QVG e MII
(Tabela 2). De forma similar, ao transporte na tempe-
ratura de 37°C, os odcitos obtidos de ovarios na fase
de diestro apresentaram maior indice de retomada da
meiose e progressdo da maturagdo nuclear.
Comparando-se o efeito de diferentes temperaturas
(4°C ou 37°C) na maturacao de odcitos obtidos de
ovarios em diestro, foi constatado que a temperatura
de transporte a 4°C possibilitou maior porcentagem
(p < 0,05) de odcitos no estagio de MII (21,1%) que
a temperatura de 37°C (1,1%) (Tabela 3). O transpor-

Tabela 1 - Influéncia do estagio reprodutivo (anestro e diestro) na maturagdo de odcitos caninos obtidos de ovarios trans-

portados a 37°C - Botucatu - 2014

Grupo Odcitos avaliados (n/%)

VG QVG M-1 M-I1 DEG
Anestro 14 (11,1)* 33 (26,0)* 17 (13,4)* 06 (4,7)* 39 (50)*
Diestro 08 (9,0)* 23 (25,9)* 15(16,9)* 01 (1,1)° 32 (47,2)*

Letras diferentes dentro da mesma coluna evidenciam diferenga significativa, p < 0,05

Tabela 2 — Influéncia do estdgio reprodutivo (anestro e diestro) na maturagdo de odcitos caninos obtidos de ovarios trans-

portados a 4°C - Botucatu - 2014

Grupo Odcitos avaliados (n/%)

VG QVG M-I M-I1 DEG
Anestro 06 (6,1)* 3(3,1) 20 (20,2)* 11(11,2)* 37 (44,6)*
Diestro 07 (7,8) 18 (20,0)° 17 (18,9)* 19 (23,0)° 19 (32,2)°

Letras diferentes dentro da mesma coluna evidenciam diferenga significativa, p < 0,05

Tabela 3 - Efeito de diferentes temperaturas (4°C e 37°C) na maturagdo in vitro de odcitos caninos obtidos das fases de

diestro — Botucatu - 2014

Grupo Qdcitos avaliados (n/%)

VG QVG M-I M-I1 DEG
4°C 07 (7,8)* 18 (20,0)* 17 (18,9)* 19 (21,1)* 19 (32,2)°
37°C 08 (9,0)* 23 (25,9)* 15 (16,9)* 01 (1,1)° 32 (47,2)°

Letras diferentes dentro da mesma coluna evidenciam diferenca significativa, p < 0,05
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te de ovarios em anestro a 4°C também possibilitou
maior frequéncia de odcitos nos estagios de QVG e
MII (p < 0,05) (Tabela 4).

Discussao

O desenvolvimento de biotecnologias reprodutivas
na espécie canina é essencial para o avango de progra-
mas visando a conservacdo de animais ameagados de
extingdo. Entretanto, muitas etapas da MIV de o06ci-
tos caninos ainda ndo foram padronizadas e o pouco
conhecimento acerca dos fatores que influenciam a
competéncia oocitaria resulta nos baixos indices de
retomada da meiose nessa espécie. Diversos fatores
podem afetar o desenvolvimento oocitario, tais como:
a técnica de obten¢do dos odcitos, o meio de cultivo
utilizado, o didmetro e a morfologia do odcito, a fase
do ciclo estral da doadora, ou até mesmo a tempera-
tura de transporte do local de coleta até o laboratdrio.
Com o objetivo de promover o aumento dos indices
de maturagdo na espécie canina, diversas suplemen-
tacdes no meio de cultivo vém sendo adotadas, entre-
tanto, independentemente das condigdes de cultivo, a
porcentagem de odcitos que permanecem no estagio
de vesicula germinativa (VG) ¢é alta (PEREIRA; BER-
SANO; LOPES, 2013). Esses dados sugerem que a
qualidade do odcito pode ser afetada antes mesmo da
MIV, resultando em comprometimento da sua habili-
dade para se desenvolver e atingir os estdgios finais da
maturac¢do nuclear.

A disponibilidade limitada de ovarios de cadelas
para a realizacdo de estudos acerca de biotecnologias
nessa espécie requer, muitas vezes, o seu transporte de

longas distancias. Esse tempo requerido para o trans-

porte aliado as condi¢bes variadas de temperatura
acaba gerando efeitos deletérios para o odcito, fato
que tem sido comprovado pelas altas taxas de degene-
racao rotineiramente presenciadas na MIV de odcitos

caninos.

Bolamba et al. (2002) verificaram que o transporte e
armazenamento dos ovarios caninos, seja por duas a
quatro horas, ou 24 horas, a uma temperatura de 4°C,
possui efeito positivo, e ndo sao afetados os indices de
matura¢do nuclear. Evecen et al. (2010) constataram
que o transporte de ovarios a temperatura de 4°C foi
mais positivo para a progressdo da meiose, com taxas
mais altas de M-I e M-II quando comparado ao trans-
porte efetuado a temperatura de 37°C. No presente
trabalho, foi observado que a temperatura de trans-
porte a 4°C apresentou efeitos positivos na maturagao
nuclear quando comparada a de 37°C, independente-
mente da condigdo reprodutiva da fémea. Esse fato foi
comprovado pela diferenca significativa (p < 0,05) nas
taxas de M-II dos odcitos obtidos de ovarios nas fases

de anestro e diestro.

Lee, Yin e Kong (2006) observaram auséncia de di-
ferenca significativa na viabilidade dos odcitos trans-
portados, durante duas a quatro horas, sob as tem-
peraturas de 4°C e 38°C, antes da MIV. Entretanto,
na avaliacdo dos odcitos apos 48h de maturagao foi
encontrada diferenca significativa entre as tempera-
turas de 4°C (13,2%) e 38°C (77,8%). Admitiram que,
baixas temperaturas apresentavam efeitos nocivos aos
lipideos da membrana plasmatica de odcitos caninos.
Contudo, os resultados obtidos no presente trabalho
sao contraditdrios aos achados de Lee, Yin e Kong

(2006), pois apds 72 horas de cultivo foi constatada

Tabela 4 - Efeito de diferentes temperaturas (4°C e 37°C) na maturagéo in vitro de odcitos caninos obtidos das fases de

anestro — Botucatu - 2014

Grupo Odcitos avaliados (n/%)

VG QvVG M-I M-II DEG
4°C 06 (6,1) 3(3,1)" 20(20,2) 11 (11,2)* 37 (44,6)
37°C 14 (11,1 33(26) 17(13,4)* 06 (4,7) 39 (50,0)

Letras diferentes dentro da mesma coluna evidenciam diferenca significativa, p < 0,05
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diferenga significativa (p < 0,05) entre as temperatu-
ras, e o transporte a 4°C foi mais benéfico a matura-
¢do nuclear dos odcitos. De fato, no presente trabalho,
as melhores taxas de M-I foram obtidas nos odcitos
coletados de ovarios em diestro (21,1%) e anestro
(11,2%) transportados a 4°C enquanto a 37°C os valo-
res observados foram, respectivamente, 1,1% e 4,7%.
O transporte de ovarios a 4°C possibilitou a preserva-
¢ao dos odcitos, especialmente dos obtidos da fase de
diestro, devido aos altos indices de M-II encontrados
nesta fase do ciclo estral.

Lucci et al. (2004) observaram que os ovarios de va-
cas zebuinas puderam ser armazenados com sucesso
na temperatura de 4°C por até 18 horas, sem ocasionar
danos morfolédgicos aos foliculos pré-antrais. Entre-
tanto, na temperatura de 20°C, esses ovarios so pude-
ram ser estocados por seis horas. Os resultados ob-
tidos no presente trabalho demonstraram que baixas
temperaturas de transporte possibilitaram a melhor
preservagdo da viabilidade e qualidade dos odcitos,
ampliando a sua habilidade para completar os esta-
gios finais da maturagao nuclear. Esses achados sdo
comprovados pelas altas taxas de MI-MII dos odcitos
obtidos da fase de diestro transportados a 4°C (40%)
quando comparadas as observadas nos odcitos trans-
portados a 37°C (18%). Os odcitos obtidos da fase de
anestro transportados a 4°C também apresentaram
melhores indices de MI-MII (31,3%) quando compa-
rados aos odcitos transportados a 37°C (18,1%). Com
base nessas contradi¢cdes encontradas na literatura,
pode-se inferir que a temperatura de transporte é pre-
ponderante para garantir a viabilidade dos odcitos até
a sua manipulagio, especialmente quando os ovarios
sao transportados a grandes distancias ou por longos
periodos de tempo. Entretanto, outros fatores sao es-
senciais nesse processo, tais como o meio que sera uti-
lizado no transporte e no cultivo desses odcitos, assim
como a qualidade dos odcitos que serdo selecionados
paraa MIV.

McEvoy et al. (2000) afirmaram que em suinos a

sensibilidade ao resfriamento deve-se a grande quan-
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tidade de lipideo presente nos odcitos desta espécie.
Os odcitos provenientes de cadelas sdo caracterizados
morfologicamente pela grande quantidade de lipideo
em seu interior, o que lhes confere um aspecto escu-
ro e esta associado a sua qualidade e maturidade. No
presente trabalho, foi constatado que a temperatura
de transporte e estocagem dos odcitos a 4°C foi a que
proporcionou melhores condi¢oes de desenvolvimen-
to na MIV de odcitos caninos. Desse modo, na espé-
cie canina, a presenca de alto contetdo lipidico parece
nao influenciar a viabilidade desse odcitos.

Variados fatores podem exercer danos ao odcito,
especialmente o tempo de transporte dos ovarios e o
meio utilizado para a sua estocagem. Apds o resfria-
mento, hd a necessidade de o odcito ser transferido
para um meio aquecido que seja rico em nutrientes,
necessario para o restabelecimento adequado da sua
atividade metabolica e para que se torne apto a de-
senvolver-se de forma eficaz durante a MIV. Aman e
Parks (1994) verificaram que o retorno dos odcitos
resfriados a temperatura fisioldgica normal, apos o
resfriamento, proporcionou uma nova organiza¢ao
e polimerizagao das estruturas do fuso celular. Des-
sa maneira, o emprego de um meio bem definido é
essencial para que a reestruturagdo ocorra de forma
eficiente, minimizando possiveis danos causados a
estrutura das células. No presente trabalho, foi pro-
porcionado esse meio adequado com a adi¢ao do soro
fetal bovino no PBS aquecido a 37°C. O soro fetal bo-
vino é um suplemento proteico amplamente utilizado
no cultivo in vitro e é composto por diversas subs-
tancias, como proteinas, carboidratos, aminoacidos,
fatores de crescimento e hormoénios (PICTON et al,,
2008). Desse modo, a suplementa¢do com o soro no
momento de liberagao dos COCs dos ovarios propi-
ciou ambiente apropriado, garantindo a viabilidade e
o desenvolvimento oocitario.

Em diversas espécies de animais, como bovinos, sui-
nos e caprinos, diversas técnicas de transporte de ova-
rios tém sido utilizadas, com os mais variados meios.

Lucci et al. (2007) constataram que para a preservacao
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de foliculos pré-antrais de suinos, a temperatura de
4°C foi a que se mostrou mais satisfatdria, permitin-
do boa preservacao por 18 ou 24 horas, enquanto na
temperatura de 20°C os limites de tempo observados
foram de quatro a seis horas, ndo afetando a habili-
dade para posterior desenvolvimento in vitro. Dessa
maneira, a temperatura de 4°C, como demonstrado
no presente trabalho, é a escolha mais favoravel para o
transporte mais demorado. Como a obtengédo de odci-
tos de cadelas competentes para a maturagdo in vitro
¢ escassa, geralmente busca-se a coleta de ovarios de
campanhas de castracdo realizadas em municipios,
muitas vezes distantes. Desse modo, a escolha de um
meio apropriado e de uma temperatura ideal, que
proporcione ambiente adequado para o armazena-
mento desses ovarios por um longo espago de tempo,
¢ de grande importancia para a garantia do sucesso da
MIV. Santos et al. (2004) ressaltaram que o objetivo da
preservagao dos odcitos é o de garantir que as células
permanegam com uma baixa taxa metabolica duran-
te o periodo de estocagem, permitindo o seu resgate
para continuar o desenvolvimento in vitro.
Wongsrikeao et al. (2005) ressaltaram que durante
o transporte de ovarios para o laboratdrio, a falta de
aporte vascular impede o suprimento de oxigénio e de
energia para os ovdrios. Essa privagdo acarreta uma
alteracdo do metabolismo aerébio para anaerébio,
sendo o acido latico o produto principal acumulado
dentro da célula, resultando, assim, em uma reduc¢io
do pH. A isquemia pode resultar em alterages na
permeabilidade da membrana celular e estas modifi-
cagdes podem ocasionar o aumento de agua intrace-
lular e do volume celular, vacuoliza¢ao citoplasmatica
e, consequentemente, degeneracao (BARROS; HER-
MOSILLA; CASTRO, 2001). Assim, visando a dimi-
nuigdo desses efeitos, a hipotermia causada por baixas
temperaturas (4°C e 20°C) ocasiona uma redu¢iao no

metabolismo celular, minimizando as necessidades
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metabdlicas e aumentando a resisténcia de foliculos
a reducdo de nutrientes e oxigénio durante a preser-
vacdo in vitro (SILVA et al., 2003). Deve ser ressaltado
que o transporte de ovarios com a presenca da bursa,
como realizado no presente trabalho, é um fator que
pode promover a prote¢ao dos odcitos conservando-
-se a sua temperatura resfriada.

Celestino et al. (2007) verificaram que o metabo-
lismo fisiolégico (39°C) associado a baixa tensdo de
oxigénio in vitro provoca a degeneragao folicular.
Essas afirmagdes podem explicar os valores encon-
trados no presente trabalho das altas taxas de dege-
neracdo oocitaria observadas em odcitos obtidos nas
fases de anestro e diestro do ciclo estral. De fato, fo-
ram encontradas altas taxas de degeneragdo na fase
de diestro (47,2%), nos ovarios transportados a 37°C
quando comparados com os odcitos transportados a
4°C (32,2%) (p < 0,05). Nos odcitos obtidos da fase de
anestro também foram comprovados altos indices de
degeneracdo oocitaria, entretanto, nao houve diferen-
¢a significativa (p > 0,05) entre as diferentes tempera-
turas de transporte. Dessa maneira, pode-se observar
que a temperatura de transporte é um fator que pode
ocasionar sérios danos aos o6citos comprometendo, a
sua habilidade para completar a maturagdo nuclear, e
que a temperatura de 4°C é a mais indicada para pro-

porcionar o desenvolvimento oocitario.

Conclusao

Concluiu-se que a temperatura de transporte in-
fluencia os resultados de viabilidade oocitaria canina
e a maturagdo in vitro, independentemente do estagio

reprodutivo da fémea.
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