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Influéncia das fases de anestro e diestro na competéncia
meidtica oocitaria de cadelas

Influence of anestrus and diestrus stages of oocyte on meiotic competence in bitches

Leda Maria Costa PEREIRA'; Paulo Ricardo de Oliveira BERSANO?3 Alfredo Feio da Maia LIMA*;
José Carlos de Figueiredo PANTOJA?®; Maria Denise LOPES!

! Universidade Estadual Paulista “Jalio de Mesquita Filho”, Faculdade de Medicina Veterindria e Zootecnia,
Departamento de Reprodugido Animal e Radiologia Veterinaria, Botucatu — SP, Brasil
2 Universidade Estadual do Ceard, Faculdade de Veterindria, Fortaleza — CE, Brasil
* Universidade Estadual Paulista “Tulio de Mesquita Filho’, Faculdade de Medicina,
Centro de Estudos em Venenos de Animais Peconhentos, Botucatu — SP, Brasil
* Universidade Estadual Paulista “Jilio de Mesquita Filho”, Faculdade de Medicina Veterindria e Zootecnia,
Departamento de Cirurgia e Anestesiologia Veterinaria, Botucatu — SP, Brasil
5 Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho’, Faculdade de Medicina Veterindria e Zootecnia,
Departamento de Higiene Veterinaria e Satide Puiblica, Botucatu - SP, Brasil

Resumo

A cadela apresenta particularidades reprodutivas que a diferencia de outras espécies. Diversos experimentos tém
sido realizados visando estabelecer protocolos eficientes para a maturagdo, entretanto os resultados mostram-se
insatisfatorios. Nesse aspecto, a fase reprodutiva da fémea doadora deve ser considerada, j4 que pode ser um fator de
variabilidade dos achados até entdo presenciados nessa espécie. O objetivo deste estudo foi avaliar a influéncia das fases
do ciclo estral (anestro e diestro) na maturagao in vitro (MIV) de cadelas. Os ovarios foram transportados em solugdo
de cloreto de s6dio 0,9% e seccionados em solugdo salina fosfato tamponado (PBS) e os complexos cumulus-odcito
(COCs) selecionados em meio de cultura de tecidos (TCM) 199 suplementado com HEPES. Foram obtidos 469 odcitos
grau 1 de cadelas em anestro e diestro. Esses o6citos selecionados foram transferidos para o meio de maturagdo por um
periodo de 72 horas, sendo posteriormente submetidos a solugdo de hialuronidase e corados com HOESCHT 33342
para avaliacdo da configuragdo nuclear. A comparagio das fases de anestro e diestro nio revelou diferenga (p > 0,05)
entre os estagios de maturagdo nuclear. Dessa maneira, a fase do ciclo estral ndo influenciou na maturagao in vitro de
odcitos caninos, incrementando os indices de M-II nesta espécie.

Palavras-chave: Ciclo estral. Maturagao. Fase reprodutiva. Odcito. Cadela.

Abstract

The bitch has reproductive peculiarities that differentiate it from other species. Several experiments have been conducted
to establish efficient protocols for maturation; however, the results appear to be unsatisfactory. In this respect, the
reproductive female donor should be considered, since it can be a factor of variability of findings in this species. The
objective of this study was to evaluate the relationship between the estrous cycle phases — phase diestrus and anestrus
on canine oocyte in vitro maturation (IVM). The ovaries were transported in sodium chloride 0.9% solution, and were
cut into phosphate-buffered saline (PBS) and the cumulus-oocyte complexes (COCs) selected in tissue culture medium
(TCM), supplemented with 199 HEPES. A total of 469 grade 1 oocytes were collected from bitches in anestrus and
diestrus. These selected oocytes were transferred to the maturation medium for a period of 72 hours, then subjected
to hyaluronidase solution and stained with Hoechst 33342 to assess nuclear configuration. The comparison of anestrus
and diestrus phase showed no differences (p > 0.05) between the nuclear maturation stages. Thus, the phase of the
estrous cycle did not influence the in vitro maturation of canine oocytes, increasing the rates of M-II in this species.
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Introducao

A maturagdo oocitéria in vitro (MIV) na espécie ca-
nina visa simular as condi¢des observadas no ambien-
te enddcrino da cadela. Entretanto, a eficiéncia des-
sa biotecnologia reprodutiva é ainda muito limitada
com indices de metafase II (MII) de 20%. Essas baixas
taxas podem ser atribuidas as condigdes subdtimas de
cultivo ou até mesmo a baixa competéncia meiotica
dos odcitos caninos.

A espécie canina apresenta algumas particulari-
dades que merecem destaque. Na cadela, a ovula-
¢do ocorre de 1 a 2 dias apds o pico pré-ovulatdrio
de LH, ainda no inicio da fase de estro e os folicu-
los ovarianos iniciam sua luteinizacdo antes mesmo
da ovulag¢do. Além disso, esses odcitos sdo ovulados
ainda imaturos, no inicio da primeira divisao meio-
tica (M-I) e logo apds hd a quebra da vesicula germi-
nativa. Assim, apds a ovulagdo, os odcitos requerem
de 2 a 5 dias para completar a maturagio (YAMADA
et al., 1992). Desse modo, a maturagao completa e a
fecundagao ocorrem dentro do oviduto e a aquisi¢ao
da competéncia meidtica ocorre em ambiente intra e
extrafolicular (LUVONTI et al., 2005).

Embora seja uma técnica utilizada rotineiramente
e com bons resultados em espécies como bovinos e
felinos, em canideos, o sistema de MIV é considerado
ineficiente. Varios fatores vém sendo apontados como
possiveis influenciadores nesses baixos indices, tais
como as caracteristicas morfologicas dos complexos
cumulus-o0cito, o diAmetro oocitdrio, a fase do ciclo
estral da cadela doadora, a suplementac¢do do meio de
cultivo, assim como as caracteristicas ultraestruturais
do odcito.

A influéncia do ciclo estral da doadora na habili-
dade do odcito em completar a meiose vem sendo
investigada (BOLAMBA et al., 2006; SONGSASEN;
WILDT, 2007; BUTTLER, 2010). Esses autores ava-
liaram a maturac¢do nuclear de odcitos obtidos de ca-
delas em diferentes estagios do ciclo estral e constata-
ram a auséncia de associagdo entre a fase reprodutiva

e a competéncia oocitdria. Dessa maneira, sugeriram
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que o ambiente hormonal na cultura in vitro nao se-
ria um bom marcador de competéncia. Rodrigues e
Rodrigues (2003) referiram que, a maturagdo nuclear
in vitro nao ¢ influenciada pelo estagio do ciclo estral,
sendo a qualidade do odcito o indicador mais confia-
vel do potencial de competéncia meiética.

A associacio das fases de anestro e diestro com a
competéncia oocitaria ainda esta sob investigacdo
e os resultados mostram-se controversos. Hewitt e
England (1997) verificaram a auséncia de diferenca
na taxa de maturacdo oocitdria entre odcitos coleta-
dos de cadelas no periodo de anestro e diestro. No
entanto, relataram que a obten¢ao de odcitos no fi-
nal do proestro e inicio de estro é mais adequada,
pois as concentragdes de progesterona e estrégeno
durante este periodo podem exercer efeito positivo
sobre a matura¢ao. Willingham-Rocky et al. (2003)
afirmaram que o estagio do ciclo estral do doador
¢ o fator chave no critério de sele¢do para odcitos
caninos meioticamente competentes. Nickson et al.
(1993) afirmaram que o numero de odcitos coleta-
dos e a taxa de maturac¢io in vitro sdo influenciados
pela fase do ciclo estral.

Desse modo, a despeito de diversos estudos terem
sido realizados para o estabelecimento de protocolos
eficientes para a maturagdo e posterior FIV na espé-
cie canina, os resultados obtidos foram insatisfatorios.
Nesse aspecto, a fase reprodutiva da fémea doadora
deve ser considerada, ja que pode ser um fator de va-
riabilidade dos achados até entao presenciados nesta
espécie. Assim, o objetivo desse estudo foi comparar
as fases de diestro e anestro do ciclo estral na compe-

téncia meidtica de odcitos caninos.

Material e Métodos

Foram utilizadas 36 cadelas, de diversas racas, com
idade variavel entre seis meses a sete anos, submetidas
a ovariohisterectomia (OHE) eletiva. O trabalho foi
aprovado pela Camara de Etica da FMVZ - UNESP
campus de Botucatu e recebeu o protocolo numero
176/2011.
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Os ovarios foram isolados assepticamente, imersos
em solugdo salina 0,9% e transportados a temperatura
de 4°C para o Laboratério de Reproducdo Animal de
Pequenos Animais e Silvestres, onde foram processa-
dos no prazo maximo de quatro horas apds o procedi-
mento cirdrgico. A identificagdo da fase do ciclo estral
foi baseada na classificagdo proposta por Hewitt e En-
gland (1998) da fase de anestro (ovarios com auséncia
de foliculos ou corpo ldteo) e diestro (ovarios com a
presenga de um ou mais corpos lateos). Posteriormen-
te, os ovarios foram seccionados em fatias finas (“sli-
cing”), em solucao aquecida 37°C de phosphate buffer
solution (PBS) adicionada de 10% de soro fetal bovi-
no (SFB). Apds o processo de sele¢ao, os complexos
cumulus-odcito (COCs) grau 1 foram lavados em meio
de cultura de tecidos 199 (TCM-199) tamponado com
25 mM de HEPES, acrescido de solugdo de 100 Ul/mL
de penicilina e 100 ug/mL de estreptomicina, 0,2 mM
de piruvato e 5 mM de bicarbonato de sddio.

Os COCs grau 1 e com didmetro > 110 pM foram
submetidos @ MIV em placas de cultivo de qua-
tro pogos, contendo 500 pL de meio de maturagdo
TCM-199 suplementado com 25 mM de HEPES, so-
lugdo de 100 UI/mL de penicilina e 100 pg/mL de
estreptomicina, 26 mM de bicarbonato de sodio, 1,5
mM de piruvato de sodio, 2,9 mM lactato de sédio
pentahidratado, 0,6 mM de cisteina, 0,03 UI/mL de
hCG, 0,5 pg/mL de FSH, 20 ug/mL de E2 e 10 ng/mL
do fator de crescimento epidermal (EGF). As placas
foram acondicionadas em estufa imida a 38,5°C em
atmosfera de 5% de CO, em ar por um periodo de 72
horas. Apods esse periodo de cultivo, os COCs foram
colocados em solugdo de hialuronidase 0,2%, por
cinco minutos, para a liberagdo completa das células
do cumulus. A seguir, os odcitos foram transferidos
para uma soluc¢do de PBS suplementada com para-
formaldeido a 3,7%, lavados novamente em PBS e
corados com 10 pg/mL de Hoechst 33342. Os odci-
tos foram colocados entre lamina e laminula, e ava-
liados pelo microscépio de luz e fluorescéncia Leica®

DFC 310 FX para avaliagdo da maturagao nuclear.
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Modelos de regressao logistica (SAS Institute, 2011)
foram construidos para estimar as chances de ser ob-
servado odcitos nos estagios de vesicula germinativa
(VG), quebra de vesicula germinativa (QVG), metafa-
se I (MI), metafase II e degenerado (DEG), nas fases

de anestro e diestro.

Resultados

Os obcitos foram classificados de acordo com a
morfologia do DNA em cinco estagios: vesicula ger-
minativa (VG) (Figura 1A), quebra de vesicula germi-
nativa (QVG) (Figura 1B), metafase I (M-I) (Figura
1C), metéfase II (M-II) (Figura 1D), e degenerados
(DEG) ou ndo passiveis de identificacao (Figura 1E).
Foram isolados 469 odcitos (254 odcitos obtidos de
ovarios na fase de anestro e 215 o0citos em anestro)
(Figuras 2A e 2B, respectivamente) que foram clas-
sificados como grau I e utilizados para avaliacdo da
maturagao nuclear.

As chances de se observar um odcito nos diferentes
estagios de maturagdo nuclear nas fases de anestro e

diestro sdo apresentadas na tabela 1 (Tabela 1).

Discussao

Diversos protocolos envolvendo a maturagdo ooci-
taria vém sendo desenvolvidos buscando simular as
condi¢des in vivo da cadela e incrementar as taxas de
maturagao nuclear. No entanto, os resultados nao sao
promissores, fato este observado nas baixas taxas de
M-I - M-II nesta espécie.

A influéncia do ciclo estral vem sendo associada a
competéncia meidtica, entretanto nido ha consenso
sobre os beneficios acerca da fase reprodutiva da ca-
dela na capacidade de desenvolvimento oocitario, de
modo que esta questdo continua a ser alvo de pesqui-
sas. Ja foi constatado que os odcitos obtidos de folicu-
los pré-ovulatorios e durante a fase folicular (estro e
proestro) completam a maturagao nuclear com mais
sucesso do que aqueles obtidos em outras fases do ci-
clo (SONGSASEN; WILDT, 2007). No presente tra-

balho, foram avaliadas as fases de anestro e diestro ja



269

Tabela 1 - Razdo de chances de se encontrar um odcito nos diferentes estdgios da maturagio nuclear (VG, QVG, M-I, M-11
e DEG) nas fases de anestro e diestro — Botucatu — 2013

Variavel resposta Fase do ciclo estral Razao das chances Intervalo de confian¢a 95%  Valor-P

VG Anestro 1,33 0,67-2,61 0,41
Luteal Referéncia

QVG Anestro 0,91 0,57-1,43 0,67
Luteal Referéncia

M-I Anestro 0,86 0,54-1,39 0,55
Luteal Referéncia

M-II Anestro 0,53 0,29-0,96 0,04
Luteal Referéncia

DEG Anestro 1,37 0,95-1,98 0,09
Luteal Referéncia

Figura 1 - Fotomicrografia digital de odcitos de cadelas em diferentes estagios de maturagdo nuclear apds cultivo in vitro.
Avaliagdo e classificagdo da cromatina. (A): Vesicula Germinativa (VG). (B): Quebra de Vesicula Germinativa
(QVQG), (C): Metéafase I (M-I). (D): Metafase II (M-1I), (E): Degenerado ou néo passivel de identificagdo. Colo-
ragdo Hoescht 33342, comprimento de onda de 330-385 nm. Aumento 200X. Botucatu, 2013.

Fonte: (PEREIRA, 2013)
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Figura 2 - (A) Fotomicrografia de COCs obtidos da fase de anestro antes da MIV. Aumento 40X. (B) Fotomicrografia de
COCs obtidos da fase de diestro antes da MIV. Aumento 40X. Botucatu, 2013

Fonte: (PEREIRA, 2013)

que por razdes praticas a MIV nas cadelas é frequen-
temente realizada com odcitos obtidos destes estagios
do ciclo estral, apds a OHE.

Luvoni et al. (2005) observaram que apesar de odci-
tos advindos de animais em anestro nao apresentarem
capacidade para atingir a M-II, nenhuma conclusao
adicional pode ser obtida com rela¢ao a influéncia do
ciclo estral sobre a competéncia meiética. Com base
nos resultados deste estudo, pode-se inferir que os
odcitos obtidos da fase de anestro sdo aptos a alcanga-
rem os estagios finais de maturagao nuclear. Entretan-
to, as chances de se encontrar um odcito no estagio de
M-II foram 1,9 (1,04-3,46) vezes maiores em odcitos
obtidos de ovarios na fase de diestro (p < 0,05).

Martins et al. (2006) constataram que a alta porcen-
tagem na progressao da meiose observada nos odcitos
obtidos de fémeas durante o estro deve-se provavel-
mente a exposi¢do desses odcitos ao ambiente foli-
cular rico em estradiol, progesterona e outros fatores
ainda desconhecidos. Hewitt e England (1997) verifi-
caram que a suplementa¢ao hormonal nos meios de
cultivo é baseada no fato de que os odcitos caninos
em fase de VG estdo sujeitos, in vivo, 4s concentragoes
decrescentes de estrogeno e crescentes de progestero-
na no foliculo pré-ovulatério. O conhecimento das

necessidades endécrinas da cadela pode possibilitar o
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desenvolvimento de meios de cultivo mais apropria-
dos que permitam que os odcitos adquiram a compe-
téncia meidtica, independentemente da fase do ciclo
estral da doadora.

Pereira, Bersano e Lopes (2013) observaram que
o estagio da configuragdo da cromatina na obten-
¢ao dos oocitos pode influenciar a matura¢io nu-
clear. Constataram a presenca de maior frequéncia
de odcitos nos estagios iniciais de desenvolvimento
(VG-1 e VG-2) em ovarios obtidos da fase de anes-
tro. Enquanto na fase de diestro foi observada uma
proporc¢ao mais elevada de odcitos em estagios mais
avancados de desenvolvimento (VG-3 e VG-4). Es-
ses dados corroboram os resultados encontrados no
presente trabalho ja que os odcitos obtidos de ova-
rios na fase de diestro apresentaram maiores chan-
ces de atingirem a M-II do que os odcitos obtidos da
fase de anestro (p < 0,05).

Hewwit e England (1997), Bolamba et al. (2006) e
Martins et al. (2006) tém tentado aumentar as taxas
de maturagdo por meio de diferentes meios de suple-
mentagoes. No entanto, pode-se observar diante das
baixas taxas de maturagdo de M-I - M-II encontra-
das na cadela, que impossibilitam o desenvolvimento
de biotecnologias como a fecundagao in vitro (FIV) e

produgdo in vitro de embrides (PIV), a inexisténcia de



um meio de cultivo apropriado que permita que o 06-
cito reinicie a meiose e atinja a M-II. Dessa maneira,
torna-se primordial a realizagdo de novos estudos que
possam esclarecer as concentragdes de gonadotrofi-
nas e outros fatores ainda desconhecidos no foliculo
ovariano da cadela, que permitam a simulac¢io in vitro
do que realmente ocorre in vivo com o odcito. Odci-
tos obtidos de diferentes fases do ciclo estral estdo ex-
postos a diferentes concentragdes de gonadotrofinas
e outros fatores ainda desconhecidos. Desse modo, a
suplementacao diferencial dos meios de cultivo pode
permitir que todos os odcitos, independentemente
da fase reprodutiva de sua doadora, sejam capazes de
atingir o estagio de M-II.

Rodrigues e Rodrigues (2003) destacaram que a
matura¢do nuclear in vitro nao ¢ influenciada pelo
estagio reprodutivo, sendo a qualidade do odcito o
indicador mais confiavel do potencial de competén-
cia meidtica. Apesar de ndo ter sido um parametro
avaliado no presente trabalho, observou-se, durante
o processo de sele¢ao, nos odcitos obtidos da fase
de diestro, maior numero de camadas de células do
cumulus, além da presenca de citoplasma mais escuro
e homogéneo (Figura 2B). Ovarios obtidos da fase de
anestro apresentaram popula¢do mais heterogénea
de odcitos, com maior propor¢iao de odcitos graus 2
e 3 (Figura 2A). A quantidade de camadas de células
do cumulus assim como o aspecto do citoplasma sio
fatores indicativos da qualidade oocitaria. Essa dife-
renga na qualidade morfoldgica observada nos 06-
citos obtidos das diferentes fases reprodutivas pode
ter sido um dos fatores que resultou nos melhores
indices de M-II (p < 0,05) apresentados pelos odcitos
advindos da fase de diestro.

Nickson et al. (1993) observaram que o periodo de
diestro ¢ prejudicial ao desenvolvimento oocitario. Os
resultados do presente trabalho contrapéem os acha-
dos desses autores, ja que as chances de ser encontra-
do um odcito no estagio de M-II foram 1,9 (1,04-3,46)
vezes maiores em odcitos obtidos de ovarios na fase

de diestro do que no anestro.
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Luvoni et al. (2001) destacaram a importancia das
comunicagdes das jungdes gap na competéncia mei-
oOtica e mostraram que, enquanto os COCs obtidos
de cadelas em anestro apresentam as jungdes gap
fechadas, os COCs obtidos de cadelas no final do
proestro possuem 89% destas jungdes abertas, fato
que poderia explicar as baixas taxas de matura¢ao de
odcitos obtidos de cadelas em anestro, mesmo apos
um periodo de 72 ou 96 horas de cultivo. Ressalta-
ram, ainda, que os odcitos obtidos da fase de anestro
teriam baixo potencial para atingir a M-I devido a
falta de comunicagdo entre as células somaticas e o
odcito, impossibilitando, desse modo, o transporte
de moléculas entre estes padrdes celulares. A falta
de comunicacio existente nos COCs obtidos da fase
de anestro poderia explicar os indices baixos en-
contrados nesta fase reprodutiva. Pereira, Bersano e
Lopes (2014), utilizando a suplementac¢do do fator
de crescimento epidermal (EGF) observaram que os
odcitos obtidos da fase de diestro foram mais capa-
zes de atingir a M-II (p < 0,05). Os dados obtidos no
presente trabalho comprovam esses achados, ja que
apenas os oocitos obtidos da fase de diestro adqui-
riram habilidade para desenvolver-se até os estagios
finais da maturagdo nuclear (p < 0,05).

Chastant-Maillard et al. (2012) também demons-
traram que odcitos obtidos da fase de anestro nao
foram competentes para retomada da meiose. De
acordo com esses autores, essa baixa competéncia
pode estar associada ao pequeno tamanho dos fo-
liculos dessa fase. Os dados do presente trabalho
corroboram esses achados, ja que os odcitos obtidos
da fase de diestro se mostraram mais competentes
em completar a maturacio meidtica que os da fase
de anestro (p < 0,05). Essa diferenca pode ser devi-
da a diversos fatores como: ao tamanho folicular, a
exposi¢do hormonal, ao estagio de configuracao de
cromatina no momento de obteng¢do dos odcitos, a
abertura das jungdes gap, a falta de uma suplemen-
tacdo adequada do meio de cultivo, ou outros fatores

ainda desconhecidos.
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Conclusao

Com base nos resultados obtidos, pode-se afirmar
que a fase do ciclo estral influencia a maturagio in vi-
tro de odcitos caninos, sendo que os odcitos obtidos
da fase de diestro apresentam maior capacidade de
adquirir a competéncia meidtica. Novos estudos sao

necessarios para que se obtenha a compreensao ade-
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