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Objetivou-se avaliar a adigdo do fator de crescimento
recombinante IGF-I na concentragdo de 100ng/mL em
500uL de meio TCM 199 na maturag@o in vitro de oocitos
caninos. Avaliou-se, com isso, o grau de maturagao
citoplasmatica e nuclear por meio de coloragdo com
isotiocianato de fluoresceina (Lens cullinaris) ¢ Hoeschst
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ABSTRACT

RESUMO

33342, respectivamente, em microscopio epifluorescente
filtro FITC: excitagdo 490nm ¢ emissdo 520nm. Como
resultado, verificou-se que ndo houve diferencas estatisticas
entre os grupos controle e tratamento na maturagao in vitro,
citoplasmatica e nuclear, de odcitos caninos pelo teste
Kruskal-Wallis com nivel de significancia 5%.

EVALUATION OF THE GROWTH FACTOR IGF-I IN THE /N VITRO MATURATION OF CANINE OOCYTES IN
THE TCM 199 MEDIUM

The aim was to evaluate the supplementation of
recombinant IGF-I growth factor at concentration of
100ng/mL in 500uL of TCM 199 medium in the in vitro
maturation of canine oocytes. The oocytes were stained with
isotiocianate of fluorescein (Lens cullinaris) and Hoeschst
33342 for nuclear and cytoplasmatic assessment using an
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INTRODUCAO

As biotécnicas da reproducdo possuem
atualmente importancia primordial no manejo
reprodutivo assistido, pois sdo ferramentas
inovadoras no controle de mecanismos fisioldgicos,
além de auxiliar o estudo da reproducdo em
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epifluorescence microscope (filter FITC: excitement 490nm
and emission 520nm). There were no statistical differences
between control and supplemented groups regarding
cytoplasmatic and nuclear maturation when using Kruskal-
Wallis test, p<0,05.

diferentes espécies animais (VANNUCCHI, 2003).
O conhecimento das biotécnicas da reproducao,
em canideos e felideos, ¢ de fundamental
importancia para a preservagdo de espécies
ameacadas de extingdo dessas familias. O cdo e o
gato doméstico sdo os modelos experimentais mais
utilizados para realizacdo e padroniza¢ao dessas
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biotécnicas, antes de coloca-las em pratica com
animais selvagens.

Na maioria das espécies, o 00cito em
estagio de vesicula germinativa (profase I) sofre
meiose nas etapas finais da maturacao folicular
e ¢ ovulado em estagio de metafase II (ja com o
primeiro corpusculo polar expulso). A segunda
divisao meidtica completa-se durante a penetragao
do espermatozoide (CONCANNON et al., 1989;
GUERIN, 1998). Os cées (Canis familiaris),
diferentemente das outras espécies, possuem
peculiaridades em sua fisiologia reprodutiva. O
odcito canino, no momento da ovulacdo, ¢ imaturo
e se encontra em estagio de vesicula germinativa
e, para seu completo desenvolvimento in vivo,
necessita de um periodo de 48 a 72 horas para
retomada da meiose e metafase I1 (M II), passando
pela maturagdo e fertilizacdo dentro da tuba
uterina (TSUTSUI, 1989; YAMADA et al., 1992).
As concentragdes hormonais sdao diferenciadas,
pois ocorre luteinizagcdo pré-ovulatoria, ou seja,
a maturacdo oocitdria da-se em concentragdes
crescentes de progesterona (CONCANNON et
al., 1989; GUERIN, 1998).

Os protocolos de fecundacado in vitro
preveem duas técnicas para obten¢do de oocitos.
Uma delas, e a mais utilizada, se da a partir de
ovarios provenientes de cadelas submetidas a
ovariectomia ou a ovario-histerectomia. Isso
porque a localizacdo do foliculo no tecido
ovariano da cadela ¢ cortical, o que dificulta
a punc¢ao folicular, esta a segunda técnica
preconizada (HEWITT et al., 1998; OTOI et al.,
2000). A técnica de fatiamento permite obter
oocitos de foliculos em diferentes estagios de
desenvolvimento ou até em atresia (HEWITT &
ENGLAND, 1997a), porém o processo pode ser
responsavel pela baixa obtengdo de oocitos de
adequada qualidade (HEWITT et al., 1998).

Os odcitos obtidos, independente do
processo de obtencao empregado, sao classificados
de acordo com o nimero de camadas de células
da granulosa pelas quais o gameta esta envolvido
(DURRANT et al., 1998). Uma das fungdes das
células do cumulus € transferir aporte nutricional
ao odcito, mecanismo este de fundamental
importancia para a espécie canina, pois as c€lulas

do cumulus mantém-se ligadas ao embrido até
o estagio de moérula (NICKSON et al., 1993).
A classificacdo dos complexos cumulus-o6citos
(COC) se da por trés grupos distintos: Grau I —
pigmentacdo escura, € com uma ou mais camadas
de células do cumulus; Grau II — pigmentagado
clara, com camadas incompletas de células do
cumulus; Grau I1I — coloragao palida, sem formato
definido e auséncia de células do cumulus aderidas,
odcitos considerados degenerados (HEWITT &
ENGLAND, 1997a).

Atualmente, existem diversos protocolos
de maturacao e fecundagao in vitro, MIV e FIV
respectivamente, porém pesquisas com a espeécie
canina utilizam adaptagdes minimas quando
comparadas as outras espécies (VANNUCCHI,
2003). Dentre os meios de maturacdo podem
ser citados: o tissue culture medium 199 (TCM
199), suplementado com albumina sérica bovina
(BSA), ou soro fetal bovino (SFB) sob diversas
condi¢des de temperatura e umidade (HEWITT &
ENGLAND, 1999); o meio de solugao de Krebs —
Ringer bicarbonato modificado (TYH) (YAMADA
et al., 1992); o meio tampao Tyrode modificado
(TALP) (HAY et al., 1997); e o meio Briggers —
Whitten — Whittingham (BWW) (BOLAMBA et
al., 1998).

O meio TCM 199, além de modificado,
pode ser suplementado com esteroides e outras
substancias favoraveis ao desenvolvimento
oocitario, tais como SFB e BSA. O emprego
dessas substancias aumenta a sobrevivéncia dos
obcitos em cultura, pois suporta a maturagao e
a consequente fecunda¢do, na medida em que
previne alteracdes desfavoraveis da zona peltcida
e favorece a aderéncia das células do cumulus
ao oocito (HEWITT et al., 1998). Substancias
encontradas no liquido folicular e acrescidas ao
meio de maturagdo como mucopolissacarideos,
proteoglicanos, glicosaminoglicanos, FSH,
LH, andrégenos, estrogenos, inibina, ocitocina,
vasopressina, fatores de crescimento como
o fator de crescimento semelhante a insulina
(IGF), fator de crescimento epidérmico (EGF),
IGF-I e II desempenham um papel adjuvante,
amplificador ou sinérgico dos fatores cléssicos
da maturagdo odcitaria (FORTUNATO, 2005).
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Estudos sugerem que o IGF-I induz a expansao
das células do cumulus, melhorando, assim, sua
taxa de maturacao (SIROTKIN et al., 1998).

O grau de maturagdo nuclear oocitaria ¢
preconizado de acordo com o seguinte padrao:

- estagio de vesicula germinal (VG): nucleo
vesicular com nucléolo distinto circundado por
filamentos finos de cromatina;

- quebra de vesicula germinativa
(QVGQG): reinicio da meiose com algum grau de
descondensacdo da cromatina e desaparecimento
da vesicula nuclear. O nucléolo € corado fracamente
€ 0s cromossomos sao facilmente visiveis (longos
e finos) agrupados ao redor do nucléolo;

- estagio entre reinicio da meiose e final
da metafase I (M I, A I, M II) — cromossomos
enrolam-se, adquirem espessura menos delgada
e ndo sao mais distinguiveis, formando pares
bivalentes de cromossomos:

- metafase I (M I): formacao de pares de
Cromossomos;

- anafase I (AT): dois grupos de cromossomos
(afastamento dos pares e movimentos em diregoes
opostas a regido equatorial);

- metafase II (M II): grupos densos de
cromossomos, formando o primeiro corpusculo
polar e outro grupo afastado permitindo a
visualizacao individual dos cromossomos
(HEWITT & ENGLAND, 1997b).

Ja o padrao de maturacao do citoplasma
¢ realizado pela disposi¢do dos granulos
citoplasmaticos (HYTTEL & MADSEN, 2000).

O objetivo do presente estudo foi avaliar
o efeito da adicdo de 100ng/mL do fator de
crescimento recombinante IGF-I, no meio TCM
199, na maturagao in vitro de odcitos caninos.

MATERIAL E METODOS

Submeteram-se cadelas de diferentes
racas, com idades variando entre um e quatro
anos, sem identifica¢do da fase do ciclo estral, a
ovario-histerectomia pelo Servigo de Obstetricia
Veterinaria da FCAV/Unesp. Os ovarios foram
acondicionados e transportados em solucao de
cloreto de sodio 0,9% a 38°C, sendo fatiados
em solucdo aquecida de PBS + 10% de soro
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fetal bovino (SFB), lavados e selecionados em
meio TCM 199 HEPES, acrescido de sulfato de
amicacina, solu¢do de piruvato sodico (Sigma-
Aldrich, P-4562) e SFB. Os COCs selecionados
para maturagao possuiam grau [ e tamanho acima
de 100pum, sendo alocados em placas de cultura
tipo Nunc com quatro cavidades, contendo 500uL
do meio de maturagdo TCM 199 acrescidos de
sulfato de amicacina, piruvato sodico, SFB (50uL),
FSH (0,5uL), LH (5uL) e estrogeno (0,5ul).
Dividiram-se os COCs selecionados e lavados
entre os grupos-controle (C) e tratamento (T). O
meio de maturacdo do grupo T foi acrescido de
100mg/mL do fator de crescimento recombinante
IGF-I (Sigma—Aldrich, [-127, MO, USA).

Apb6s 72 horas, mantidos em estufa a 5%
de CO, + 95% de umidade, os COCs foram
colocados em solucdo de hialuronidase 0,2%
por dez minutos para retirada das células do
cumulus (aspiragdes repetidas). Colocaram-se os
oo6citos dos grupos C e T (n =40) em solugdo de
paraformaldeido 3% para avaliagdo da maturagdo
nuclear com 10pg/mL de Hoeschst 33342 (Sigma-
Aldrich, B-2261, MO, USA) conservado em
glicerol + PBS, formando, assim, os grupos C (n)
(controle — avaliagdo nuclear) e T (n) (tratamento
— avaliag¢do nuclear). Colocaram-se os odcitos
desnudos (n = 136) em solucdo de proteinase
(Sigma-Aldrich, P-1512, MO, USA) 0,5% por
cinco minutos e, logo em seguida, em solucao
tirodes-acida para remocdo da zona pelucida.
Foram lavados, fixados em paraformaldeido 3%
por trinta minutos e colocados em solu¢do de
bloqueio (PBS, BSA, glicina e 4zida de s6dio) por
24 horas em temperatura 4°C. Posteriormente,
foram corados com 10pug/mL de isotiocianato de
fluoresceina (Lens cullinaris) (Sigma—Aldrich,
L-9262, MO, USA) por vinte minutos para
avaliacdo citoplasmatica, sendo lavados em
solu¢ao de bloqueio e corados com 10ug/mL
de Hoeschst 33342 (Sigma-Aldrich, B-2261,
MO, USA) conservado em glicerol + PBS para
avaliagdo nuclear, formando, assim, o grupo
C (ctn) e T (ctn). Colocados entre lamina e
laminula, os odcitos corados foram avaliados
sob microscopio epifluorescente filtro FITC:
excitacdo 490nm e emissao 520nm.
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Outros COCs (n= 82) foram selecionados
para compor o grupo MO (COCs corados no
mesmo dia da colheita), para avaliagao do seu grau
de maturagdo nuclear no momento da colheita.

A analise estatistica foi realizada por meio
do teste de comparacao de médias Kruskal-Wallis
com nivel de significancia 5%.

RESULTADOS

Coletaram-se 534 COCs Grau I, provenientes
de nove cadelas, que foram divididos nos grupo
C e T e colocados no processo de maturacao.
Completaram o final da maturagdo e processo
de coloracao 176 odcitos, correspondendo a uma
perda de 67,05% entre o inicio do processo de
maturacao até a confec¢ao das laminas.

O grupo MO foi constituido por 82 odcitos
que chegaram ao final do processo de coloragdo
nuclear. A avaliagcdo nuclear mostrou que 35
(42,68%) apresentaram-se em VG (Figura 1-A),
vinte (24,39%), em QVG (Figura 1-B), sete
(8,53%), em M I (Figura 1-C) e vinte (23,17%)
em estado degenerativo ou ndo passivel de
identificagdo do material nuclear (Figura 1-D).

Houve uma frequéncia de 92,31% (n=72)
dos od6citos do grupo C que apresentaram
citoplasma imaturo (Figura 2-A) contra 7,69%

C

(n= 6) de odcitos com maturagdo citoplasmatica
evidente (Figura 2-B). Na avaliagdo nuclear, no
grupo C(c+n), foram encontrados um (1,28%)
obcito em VG, sete (8,97%) em QVG, quatro
(5,12%) em M I, zero (0%) em M 11 e 66 (84,60%)
degenerados ou ndo passiveis de identificacdo
do material nuclear (Tabela 1). No grupo C (n),
encontraram-se um (7,14%) oocito em VG, dois
(14,28%) em QVG, um (7,14%) em M 1, zero
(0%) em M 1I e dez (71,42%) degenerados ou
nao passiveis de identificagdo do material nuclear
(Tabela 1)

As amostras alocadas no grupo T
apresentaram maturacao citoplasmatica em nove
(18,36%) observagdes contra 49 (81,64%) oocitos
imaturos dos 58 odcitos que fizeram parte deste
grupo. Na avalia¢do nuclear do grupo T(c+n)
houve observacao de dois (3,44%) oocitos em VG,
dois (3,44%) em QVG, cinco (8,62%) em M I,
dois (3,44%)em M 11 e 47 (81,03%) degenerados
ou ndo passiveis de identificagdo do material
nuclear (Tabela 1). No grupo T(n), as frequéncias
encontradas foram de zero (0%) odcitos em VG,
seis (23,07%) em QVG, dois (7,69%) em M 1, zero
(0%) em M II e dezoito (69,23%) degenerados ou
nao passiveis de identificagdo do material nuclear
(Tabela 1).

D

FIGURA 1. Fotomicrografia de odcitos caninos em estagio de vesicula germinativa (A), quebra de vesicula germinativa

(B), anafase I (C) e ndo passivel de identificagdo nuclear (D).
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FIGURA 2. Fotomicrografia de odcitos caninos imaturos citoplasmaticamente (A) e citoplasma maturado evidenciando
granulos corticais na periferia (B).

TABELA 1. Numero absoluto e porcentagem de odcitos de cadelas nas avaliagdes citoplasmaticas e nucleares, nos
momento MO (momento de colheita) e apds 72 horas de maturacao in vitro nos grupos controle e tratamento (Jaboticabal,
SP, 2006)

Avaliagao citoplasmatica C(c+n) T (c+n)

Maturado (granulos na periferia) 6/78 (7,69%) 9/58 (18,36%)

Imaturo 72/78 (92,31%) 49/58 (81,64%)

Avaligao nuclear MO C (ctn) C(n) T(ctn) T(n)

VG 35/82 (42,68%) 1/78 (1,38%) 1/11 (7,11%) 2/58 (3,44%) 0/26 (0%)
QVG 20/82 (24,39%) 7/78 (8,97%) 2/14 (14,28%) 2/58 (3,44%) 6/26 (23,07%)
MI 7/82 (8,53%) 4/78 (5,12%) 1/14 (7,14%) 5/58 (8,62%) 2/26 (7,69%)
MII 0/82 (0%) 0/78 (0%) 0/14 (0%) 2/58 (3,44%) 0/26 (0%)
Degenerado 20/82 (23,17%)  66/78 (84,60%) 10/14 (71,42%)  47/58 (81,03%) 18/26 (69,23%)

" Letras iguais na mesma linha nao diferem entre si estatisticamente com nivel de significancia 5% pelo teste de Kruskal-Wallis.
** VG (vesicula germinativa), QVG (quebra de vesicula germinativa), M I (metafase I), M II (metafase II).

DISCUSSAO

A MIV ¢ utilizada rotineiramente na
biotecnologia da reproducdo humana e em
diferentes espécies de animais domésticos. Na
espécie canina os resultados sao bastante limitados
tanto na maturacao quanto na fertilizagao in vitro
de embrides (YAMADA et al., 1992). O estudo
da MIV e da FIV na espécie canina doméstica
tem como principal motivo o estabelecimento de
programas de preservacao de gametas em canideos
com risco de extingdo (HEWITT & ENGLAND,
1997a).

O TCM 199 foi inicialmente desenvolvido
como meio de cultivo de diversos tecidos
biologicos, porém suplementado com uma fonte
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proteica (SFB, BSA, entre outros) e hormdnios
(FSH, LH, estrégeno) tem sido largamente
utilizado, com resultados satisfatorios, como meio
de maturagdo de gametas femininos em diferentes
espécies domésticas, incluindo a canina (HEWITT
& ENGLAND, 1999). Os bons resultados obtidos
por diversos autores ¢ a facil aquisi¢ao do meio
foram fatores determinantes para a utilizagao deste
no presente estudo.

Estudos semelhantes a este, realizados
por VANNUCCHI (2003) e PIRES (2006),
revelaram uma taxa de perda oocitaria no
processo de maturacdo e coloragdo nuclear de
22,09% e 34,60%, respectivamente. A grande
perda encontrada neste estudo (67,05%) pode
ser justificada pelo fato de a maioria dos o6citos
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analisados terem passado por dois processos
de coloracdo: a citoplasmatica e a nuclear.
A avaliacdo citoplasmatica requer 24 horas
a mais de processamento (retirada da zona
pelucida, lavagens e permanéncia em solugdo de
bloqueio) que a avaliagdo nuclear, o que deixa os
odcitos mais frageis e rompendo-se facilmente.
Este fato pode ser corroborado pelos estudos de
APPARICIO (2006), que também realizou as
duas coloragdes e obteve uma perda de 49%.

Neste estudo ndo se encontraram diferengas
estatisticas entre os grupos C e T com adi¢do de
100ng/mL do fator de crescimento recombinante
IGF-I, concordando com estudos realizados
por GULER et al. (2000), que suplementaram
o meio TCM 199 com IGF-I e ndo obtiveram
melhora nas taxas de maturagao citoplasmatica
ou nuclear em oocitos de ovelhas. Na MIV
canina, o Unico relato de suplementagdo do fator
de crescimento recombinante IGF-I ocorreu no
meio de maturagdo SOF, em estudo realizado
por MACHADO et al. (2007), que também nao
encontraram melhora nas taxas de maturagao.
Porém, discordando dos resultados deste estudo,
em pesquisa semelhante com MIV de odcitos
da espécie suina, no qual o meio de maturagao
TCM 199 foi suplementado com fatores
de crescimento como IGF-I, IGF-II e EGF,
separadamente, houve um acréscimo na taxa
de maturagao in vitro dos odcitos (SIROTKIN
et al., 2000). A adi¢do do fator de crescimento
recombinante IGF-I, em diversos meios de
maturacdo oocitaria, foi testada em bovinos
por LORENZO et al. (1994,1995), em coelhas
por LORENZO et al. (1996) e YOSHIMURA
et al. (1996), em bubalinos por KUMAR &
PUROHIT (2004), em equinos por CARNEIRO
etal. (2001) e em gatas por KITTYANANT et al.
(2003), e em todas essas espécies os resultados
obtidos mostraram uma melhora na taxa de
maturacao odcitaria.

Mesmo nao havendo diferencas estatisticas
entre os grupos C e T, percentualmente,
observou-se uma melhora no retorno a atividade
meidtica dos odcitos do grupo T, ja que apenas
neste grupo foram observados oo6citos em
estagio M II.

CONCLUSAO

De acordo com os resultados desta pesquisa,
pode-se concluir que o acréscimo de 100ng/mL
do fator de crescimento recombinante IGF-I, na
maturagao in vitro de o6citos caninos, em meio
TCM 199, ndo resultou em melhora na taxa de
maturacdo. Porém esses resultados sugerem a
necessidade de novas pesquisas com diferentes
dilui¢des do fator de crescimento e acréscimo de
novos componentes ao meio TCM 199.
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