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Resumo

Diferentemente de outras espécies domésticas, a maturagdo in vitro (MIV) de o6citos caninos
apresenta sucesso limitado. O objetivo deste estudo foi avaliar o efeito do HEPES na maturacao in
vitro de odcitos caninos obtidos de cadelas em diestro e anestro. Os ovarios foram coletados, isolados
assepticamente e transportados refrigerados a uma temperatura de 4 °C. Os complexos cumulus-
odcito (CCOs), provenientes das duas fases do ciclo estral, foram submetidos a dois tratamentos:
meio TCM-199 com adicéo de 25 mM de HEPES (GT) e meio sem suplementacéo (GC). Depois de
72 horas de maturacdo, os CCOs foram desnudados, fixados e corados com HOESCHT 33342 para
avaliacdo da maturacdo nuclear. Os o0citos obtidos da fase de anestro e diestro do GT demonstraram,
em relacdo ao grupo GC, maior frequéncia de odcitos nos estagios de M-Il (p<0,01). Comparando-se
os diferentes status reprodutivos, observou-se que os 06citos obtidos da fase de diestro apresentaram
indices maiores de QVG e M-Il. Nossos resultados demonstraram que o HEPES preserva a
viabilidade e morfologia oocitaria, indispensaveis para a aquisicdo da competéncia meiotica,
potencializando as taxas de M-I, e que os odcitos obtidos da fase de diestro estdo mais aptos a
completarem a maturacdo oocitéria.

Palavras-chave: meio de cultivo; biotécnicas; ciclo estral; competéncia meiética; cadelas.

Abstract

Unlike other domestic animals, in vitro maturation (IVM) of canine oocytes still has limited success.
The aim of this study was to evaluate the effect of HEPES on the in vitro maturation of dog oocytes
in anestrus and diestrus. Ovaries were collected, aseptically isolated and transported refrigerated at a
temperature of 4°C. Cumulus-oocyte complexe (COCs) from the two phases of estrous cycle were
subjected to two treatments: medium TCM-199 with addition of 25 mM HEPES (TG) and medium
without supplementation (CG). After 72 h of maturation, COCs were denuded, fixed and stained with
Hoechst 33342 to assess nuclear maturation. The oocytes obtained from the anestrus and diestrus
phases of the TG showed a higher frequency of oocytes in metaphase Il (M-Il) (p <0.01)
stage.Comparing the different reproductive status, it was observed that the oocytes obtained from the
diestrus phase presented higher rates of GVBD (germinal vesicle breakdown) and M-I11. Our results
showed that HEPES preserves the viability and oocyte morphology essential for the acquisition of
meiotic competence, increasing the M-I rates and that the oocytes obtained from the diestrus phase
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are better able to complete oocyte maturation.
Keywords: culture medium, biotechniques, estrous cycle, meiotic competence, bitches.
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Introducéo

A maturacdo in vitro (MIV) é uma etapa crucial para a producdo in vitro (PIV) de embrides em
diversas espécies. De acordo com Byskov et al.), ao ser removido do ambiente folicular, o complexo
cumulus-odcito (CCO) perde seu contato com as células foliculares e, devido a interrupcdo da
transferéncia de fatores que inibem a quebra da vesicula germinativa (QVG), a meiose € reiniciada.
Em cdes domésticos, independente das condi¢bes de cultivo adotadas, a parcela de odcitos que
permanecem no estagio de vesicula germinativa (VG) é alta. Os resultados ndo sdo promissores,
apresentando indices de 0 a 58% para retomada da meiose e em média 20% para metafase 11 (M-11)@
4. Na Medicina Veterinaria, a MIV pode oferecer diferentes alternativas para preservar a fertilidade
e diversidade genética de individuos de alto valor genético que falharam em se reproduzir
naturalmente ou precisaram submeter-se a ovario-histerectomia devido a razdes médicas e para a
preservacdo de espécies ameacadas de extincio®.

A maioria dos meios utilizados na espécie canina é adaptada de protocolos padronizados para outras
espécies, como bovinos e suinos, ndo considerando as particularidades reprodutivas da cadela. Desta
forma, a elaboracdo de um meio de cultivo especifico para canideos é de suma importancia para
preservar a viabilidade e a morfologia oocitéria, indispensaveis para a aquisicdo da competéncia
meidtica®. Em cadelas, os meios mais utilizados para a MIV s&o o SOF (Synthetic Oviduct Fluid)
e principalmente 0 TCM-199 (Tissue Culture Medium 199)®, suplementados com proteinas,
hormdnios, antioxidantes e fatores de crescimento. O meio TCM-199 tamponado com HEPES [N-
(2-hydroxyethyl)-piperazine-N’-(2-ethanesulphonic acid)] é usado comumente como meio de
preservacio®, transporte de odcitos®®, assim como para a lavagem dos CCOsY. Entretanto, em
outras espécies, 0 HEPES vem sendo empregado, com resultados eficazes, no cultivo de embriGes
em bovinos®?, coelhos® e suinos®. De acordo com Vajta et al.*», um fator preponderante para
alcancar bons resultados na PIV de embriGes, com relacdo a quantidade e qualidade de embriGes, é a
menor amplitude de variacdo do pH dos meios. A varia¢do do pH esta associada com a retomada da
meiose e alteragdes podem influenciar no potencial de desenvolvimento oocitario. Nesse cenario, 0
HEPES ¢ utilizado como tampéo para evitar essas alteracdes nos meios de maturagdo e cultivo
embrionario®®,

Apesar de varias pesquisas®3*4 utilizarem o HEPES no sistema de PIV de embrides de diferentes
espécies, ndo ha estudos sobre os efeitos desse meio na MIV de odcitos caninos. O objetivo deste
estudo foi avaliar o efeito do meio TCM-199 tamponado com HEPES na MIV de o6citos caninos
obtidos da fase de diestro e anestro. NOs hipotetizamos que o meio HEPES, por ter um pH
diferenciado dos meios utilizados rotineiramente na MIV de od6citos caninos, pode proporcionar
melhores indices de metéfase | e 1l nessa espécie.

Material e métodos

Os ovarios utilizados foram coletados de 40 cadelas saudaveis (1-6 anos de idade), por meio de
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campanhas de castragdo realizadas no municipio de Sdo Manuel, Estado de S&o Paulo, Brasil. O uso
das gbnadas dos animais desta pesquisa teve a aprovagdo do comité de ética da Faculdade de Medicina
Veterinaria e Zootecnia (FMVZ-UNESP), com o nimero de referéncia 84/2015. Os ovarios foram
isolados assepticamente, imersos em solucéo fisioldgica (NaCl 0,9%) e transportados a 4 °C. Feito
isso, foram transferidos para placa de Petri contendo tampao fosfato salina (PBS), pH 7,2 adicionado
de 10% de soro fetal bovino (SFB). A identificacdo da fase do ciclo estral foi baseada na classificacao
proposta por Otoi et al.18) da fase de anestro (ovarios com auséncia de foliculos ou corpo liteo) e
diestro (ovéarios com a presenca de um ou mais corpos lUteos).

Os ovarios foram seccionados com laminas de bisturi ao longo do seu comprimento e largura para a
liberagdo dos CCOs, identificados sob lupa estereomicroscopica (Leica® MZ 12,5) e classificados
conforme a homogeneidade, coloracdo do citoplasma e nimero de camadas das células do cumulus,
segundo os critérios morfoldgicos adotados por Hewitt e England®”. Apenas os CCOs grau 1 foram
utilizados neste estudo. Os CCOs foram lavados trés vezes em meio TCM-199 suplementado com
100U/mL de penicilina com 100 mg/mL estreptomicina, 0,2 mM de piruvato, 20 mM de HEPES e 5
mM de bicarbonato de sodio.

Os CCOs grau 1 foram submetidos a8 MIV em placas de cultivo de quatro pogos, contendo 500 pL. de
meio de maturacéo e divididos em dois grupos, denominados grupo controle (GC) e grupo tratamento
(GT). No GC, os CCOs foram cultivados em meio TCM-199 acrescido de 100 U/mL de penicilina
com 100 mg/mL estreptomicina, 26 mM de bicarbonato de sédio, 1,5 mM de piruvato de sédio, 2,9
mM lactato de sddio pentahidratado, 0,6 mM de cisteina, 0,03 UI/mL de hCG, 0,5 pg/mL de FSH,
20 pg/mL de E2 e 10 ng/mL do fator de crescimento epidermal (EGF), em estufa umida a 38 °C, 5%
de CO2 por um periodo de 72 horas. Ja no GT, os CCOs foram cultivados no mesmo meio de
maturacdo, suplementado com 25 mM de HEPES. Apos esse periodo de cultivo, os CCOs foram
colocados em solucdo de hialuronidase 0,2%, para a remocdo das células do cumulus e transferidos
para solucdo de PBS, suplementada com paraformaldeido 3,7%. Posteriormente, os odcitos foram
lavados novamente no PBS, corados com 10 pg/mL de Hoechst 33342, colocados entre lamina e
laminula, e avaliados pelo microscopio de luz e fluorescéncia Leica® DFC 310 FX para avaliacéo da
maturacdo nuclear. Os odcitos foram classificados de acordo com a morfologia do DNA em cinco
estagios: vesicula germinativa (VG), quebra de vesicula germinativa (QVG), metafase | (M-I),
metafase Il (M-I1) e degenerados, ou ndo passiveis de identificacdo.

As analises estatisticas foram realizadas através do programa estatistico SAS® (Statistical Analysis
System, 2009). O teste de Fisher foi empregado para avaliar a associagdo do meio HEPES com a
maturagdo nuclear dos odcitos obtidos das fases de anestro e diestro. O grau de significancia utilizado
para rejeitar a hipétese de nulidade foi de 5%, ou seja, foram consideradas estatisticamente
significativas proporg¢des menores que 0,05.

Resultados

Foram isolados 456 odcitos grau 1 (246 odcitos obtidos de ovarios na fase de anestro e 210 o0citos
obtidos de ovarios na fase de diestro), que foram caracterizados e utilizados para avaliacdo da
maturagdo nuclear. Os o6citos do GT obtidos da fase de diestro demonstraram, em relagdo ao grupo
GC, diferenca altamente significativa (p<0,01) de odcitos nos estagios M-Il (Tabela 1).
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Tabela 1. Efeito da suplementacdo com HEPES na maturagdo in vifro de odcitos caninos obtidos da
fase de diestro, Botucatu, 2015

Estagios da maturacio nuclear

Grupos N° (%) de VG QVG M-I M-I DEG
odcitos n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)
Controle (C) 98 (100) 09(9,00F 252597 16(169) Ol (1,1)* 49 (47,1)
Tratamento (T)  112(100) 09 (7,8  22(20,0)* 21(18,9)* 24 (2L.1)* 36 (31,7)
Total 210 (100) 18(8.6)  47(22.0) 37(17.6) 25(11.9) 85 (40.4)

Valores com letras iguais sobrescritas mintisculas na mesma coluna nio diferem entre si estatisticamente com nivel de significincia 5% pelo teste de Fisher. VIG: vesicula
germinativa, QVG: quebra de vesicula germinativa; M-1: metatase-I, M-1I: metafase 11, DEG: degenerados ou nio passiveis de classificacio.

Os oocitos do GT obtidos da fase de anestro também apresentaram, em relacdo ao GC, alto indice de
odcitos no estagio de M-I1 (p<0,05) (Tabela 2).

Tabela 2. Efeito da suplementacdo com HEPES na maturacg@o in vitro de odcitos caninos obtidos da
fase de anestro, Botucatu, 2015

Estagios da maturacio nuclear

Grupos N° (%) de VG QVG M-I M-II DEG

odcitos n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)
Controle (C) 116 (100) 13 (11,1)* 30(25.8)* 16(13,2)* 05(4,7)* 52(45,3)2
Tratamento (T) 130 (100) 07 (6,1)* 04 (3,1)® 27(20,4)* 15(11,2)°> 77 (59,2)2
Total 246 27(11,00  25(0,1) 43(175) 22(9,0)  129(524)

Valores com letras iguais sobrescritas mintdsculas na mesma coluna nio diferem entre si estatisticamente com nivel de significincia 5% pelo teste de Fisher.

VG: vesicula germinativa, QVG: quebra de vesicula germinativa; M-I: metafase-1, M-I1: metafase 11, DEG: degenerados ou nio passiveis de classificacio.

Comparando-se os diferentes status reprodutivos, os o6citos obtidos da fase de diestro demonstraram
diferenca significativa (p<0,05) de odcitos nos estagios M-11 e QVG (Tabela 3), quando comparados
aos odcitos obtidos da fase de anestro.
Tabela 3. Efeito da suplementacio com HEPES na maturacio in vitro de odcitos caninos obtidos das
fases de anestro e diestro, Botucatu, 2015

Estagios da maturacio nuclear

Grupos N° (%) VG QVG M-I M-I DEG

de odcitos n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)
Diestro 112(100) 09 (7.8)* 22(20,0)* 21(189)% 24 (2117 36 (31,7)
Anestro 130 (100) 07 (6,1 04 (3.1)) 27(204)* 15(112)° 77 (59,2)
Total

Valores com letras iguais sobrescritas minisculas na mesma coluna nfio diferem entre si estatisticamente com nivel de significincia 5% pelo teste de Fisher.

W vesicula germinativa; QVG: quebra de vesicula germinativa; M-1: metafase-1, M-11: metafase 1, DEG: degenerados ou nio passiveis de classificagio.

Discussao

Diversos protocolos envolvendo a MIV vém sendo desenvolvidos buscando a elaboragéo de um meio
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de cultivo ideal que simule as condic¢Ges in vivo do cdo doméstico e, consequentemente, que
incremente as taxas de maturacdo nuclear. No entanto, os resultados ainda ndo sdo promissores, o que
representa um entrave para o desenvolvimento de técnicas de reproducéo assistida. Na tentativa de
promover melhor aquisicdo da competéncia meidtica, examinamos a influéncia do HEPES no cultivo
in vitro de o6citos caninos obtidos das fases de diestro e anestro. Esta é a primeira vez que o0 meio
HEPES ¢é avaliado associado a aquisicdo da competéncia meidtica de odcitos caninos e este estudo
demonstrou que a utilizacdo do HEPES potencializa os indices de M-1l, independentemente da fase
do ciclo estral em que o odcito é obtido, quando comparado ao meio TCM-199 sem essa
suplementacao.

A maioria dos estudos envolvendo a MIV no cdo doméstico utiliza 0 meio TCM-199, modificado ou
n&o, sob condigdes de temperatura e umidade variaveis®”. O meio TCM-199, além de modificado,
pode ter a adicdo de esteroides e outros fatores que possibilitem o desenvolvimento oocitario, como
o soro fetal bovino (SFB) e a albumina sérica bovina (BSA). De acordo com Bolamba et al.*?, o uso
dessas substancias aumenta a sobrevivéncia dos odcitos no meio de cultivo, ja que previne alteracdes
desfavoraveis da zona pellcida e favorece a aderéncia das células do cumulus ao oécito, favorecendo,
dessa forma, a progressdo da maturacao e, consequentemente, a fecundacao.

Em cées, diversas concentracGes de soro foram acrescidas ao meio TCM-199, como 10% de soro de
cadela em estro e 5% de SFB e 0,3% de BSA("). Neste estudo, foi utilizada suplementacéo de 10%
do SFB em meio TCM-199, tamponado com 25 mM de HEPES durante a selecéo e lavagem dos
odcitos. Em nossa rotina laboratorial observamos que, durante a classificacdo dos odcitos que seriam
utilizados para MIV, a suplementacdo com o SFB no meio com HEPES promoveu melhor
preservacao da morfologia oocitaria. Com base nessas observacdes, pode-se afirmar que a habilidade
da competéncia oocitaria é afetada antes mesmo do cultivo in vitro. O odcito, ao ser retirado do
ambiente intrafolicular, necessita de condicGes in vitro que possam simular da forma mais fidedigna
possivel o ambiente folicular in vivo em que se encontrava. Dessa forma, é essencial a elaboracéo de
um meio com base nas necessidades enddcrinas da cadela, ja que essa espécie apresenta fisiologia
reprodutiva Unica, e que seja apropriado para as diversas etapas de manipulacdo, desde o transporte
dos ovarios, até a selecdo, lavagem e maturacdo dos odcitos. Nesse sentido, como demonstrado no
presente estudo, 0 HEPES é um meio benéfico na preservacao dos o6citos caninos, especialmente na
manipulacdo destes em ar atmosférico, ja que esse meio associado ao bicarbonato de s6dio mantém
o pH em equilibrio, contribuindo na preservacdo dos odcitos durante as diferentes etapas da MIV.

De acordo com Silva et al.1%9, o meio utilizado para o transporte dos docitos € um dos fatores que
mais exerce influéncia na producéo de embrides. Segundo esses autores, 0 uso de meios adequados
de transporte € fundamental para o posterior desenvolvimento embrionario, pois possibilita aos
odcitos condicBes adequadas de maturagdo, mesmo durante o transporte, auxiliando no processo de
capacitacdo oocitaria. O HEPES é um agente tamponante que evita grandes variacdes de pH nos
meios de transporte, maturacdo e cultivo embrionario, ndo sendo dependente de CO: e, portanto, é
ideal para ser utilizado no transporte e maturagio de o6citos sem atmosfera gasosa®®. Neste estudo
foram demonstrados os efeitos do HEPES na MIV canina para progressdo nuclear. Esse tampao
também foi utilizado para a preservacao de oocitos durante a selecdo e observou-se que a adigéo do
HEPES promove menor degeneracdo oocitaria devido a capacidade de proporcionar menor variagcao
de pH no meio. Nossa rotina laboratorial demonstrou que, no mesmo periodo de tempo de selecdo e
classificacdo oocitaria, oocitos mantidos no meio HEPES mantinham-se viaveis a longo prazo. Um
alto indice de oo6citos que foram mantidos apenas no meio TCM-199 desintegraram-se na
manipulacdo ou apresentaram alteracdo morfologica.

Kurtz-Filho et al.?® observaram alta taxa de clivagem em embrides bovinos e esse sucesso foi
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atribuido ao uso da suplementagdo de 25 mM de HEPES no meio de cultivo in vitro. Segundo esses
autores, a adicdo desse tampéo possivelmente minimizou mudancas de pH, possibilitando maior
competéncia na maturacdo e desenvolvimento embrionario. No presente estudo, foi identificado que
0 meio TCM-199 suplementado com HEPES proporciona melhores condi¢des de progressdo da
maturacgdo nuclear em odcitos de cadelas, sendo 0 HEPES essencial para a aquisi¢do da competéncia
meidtica destes odcitos, fato representado pelos indices de M-II, que foram observados nos 06citos
coletados nas diferentes fases reprodutivas. A limitagdo no cultivo in vitro de odcitos caninos pode
ser atribuida a adaptacdo de protocolos adotados in vitro com éxito para espécies como bovinos e
suinos. Entretanto, eles ndo podem ser aplicados para cadela, ja que ela apresenta particularidades em
sua biologia reprodutiva que a diferencia das outras espécies domésticas. Enquanto na maioria dos
mamiferos domésticos 0s 00citos sdo expostos as secre¢des do oviduto durante 3-4 dias, nos canideos
eles permanecem durante um longo periodo de tempo (8,5-9 dias), demonstrando que esse ambiente
parece ser crucial para a habilidade de transicdo do o6cito para o estagio de M-I1. Assim, a adi¢do do
HEPES no meio de cultivo, evitando alteracfes de pH, pode ter refletido de forma mais fidedigna o
ambiente enddcrino e bioguimico do oviduto, possibilitando, dessa forma, que 0s odcitos tornem-se
mais capacitados meioticamente.

Estudos desenvolvidos em embrides humanos demonstraram que os fusos mei6ticos e mitoticos sao
estruturas sensiveis as oscilacdes de temperatura e pH durante o cultivo de gametas e embrides,
podendo os microtubulos sofrerem despolimerizacéo diante de uma situacdo de estresse causada por
essas oscilagBes e, consequentemente, resultar em embrides cromossomicamente anormais??. Dessa
forma, a utilizagdo do HEPES, atuando como agente tamponante que evita essas oscilagdes, pode ter
contribuido para a correta divisdo das células, potencializando os indices de odcitos aptos a
completarem seu desenvolvimento mei6tico. Neste estudo, observou-se nos o6citos obtidos da fase
de anestro que, apesar do meio TCM-199 proporcionar alto indice de retomada da meiose (QVG)
(p<0,05), a suplementagdo com o HEPES possibilitou que completassem seu desenvolvimento
atingindo o estagio de M-II.

A influéncia do ciclo estral vem sendo associada a progressao da maturacao, porém nao ha consenso
na literatura sobre seus beneficios na capacidade de desenvolvimento oocitéario. Luvoni et al.®
demonstraram que os o6citos advindos de animais em anestro nao teriam capacidade para atingir a
M-I1. Em estudos prévios, Luvoni et al.?!) reportaram que ha influéncia do ciclo estral sobre o
funcionamento das jun¢des gap entre as células do cumulus e os 06citos. De acordo com esses autores,
enquanto os CCOs advindos de cadelas em anestro apresentam as jun¢des GAP fechadas, os CCOs
provenientes de cadelas no final do proestro possuem 89% dessas comunicag0es abertas, podendo ser
uma das causas das baixas taxas de MIV observadas na espécie canina. Hewitt e England”
demonstraram que ndo houve diferenca na taxa de maturacdo oocitaria entre odcitos coletados de
cadelas nas fases de anestro e diestro. Segundo Willingham-Rocky et al.®®), o estagio do ciclo estral
da doadora ¢ fator-chave no critério de selecdo para odcitos caninos meioticamente competentes.
Neste estudo demonstramos que 0s odcitos obtidos da fase de anestro estdo aptos a alcancarem os
estagios finais da maturacdo nuclear, como demonstrado pelos altos indices de M-II. Entretanto,
comparando-se os diferentes status reprodutivos, os odcitos obtidos da fase de diestro apresentaram-
se mais competentes meioticamente, fato este representado pelo maior indice de 00citos nos estagios
de QVG e M-I (p<0,05). Esses dados corroboram os resultados observados em experimentos prévios,
ja que as chances de se encontrar um odcito no estagio de M-11 foram 1,9 (1,04-3,46) vezes maiores
em odcitos obtidos da fase de diestro (p<0,05)®. Um dos fatores responsaveis pelos o6citos obtidos
da fase de diestro serem mais aptos a completarem a maturacao pode ter sido pelo efeito das variacfes
nas concentracdes basais de gonadotrofinas, como ocorre em outras espécies. Essa variacao ja foi
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relatada em odcitos obtidos da fase de anestro e diestro nas cadelas®® e novos conhecimentos acerca
dessas alteracGes precisam ser melhor elucidados.

O desenvolvimento oocitario durante a maturacdo in vitro, independentemente da fase do ciclo estral,
é influenciada pelo pH mantido nas solug¢Ges. A manutencdo do pH é preponderante para a eficiéncia
de vérias reac¢Ges bioquimicas que envolvem o equilibrio &cido-basico e se ele sofrer alteracdes pode
causar efeitos deletérios na viabilidade celular. Dessa forma, o uso de tamp®&es no meio de cultivo é
essencial para evitar as variagdes de pH no meio, devendo permanecer entre 7,3 e 7,5 durante a
maturacdo dos odcitos e cultivo dos embrides. Geralmente, a MIV € realizada sob atmosfera de 5%
CO2, com a utilizacdo de meio tamponado com bicarbonato de sodio para a manutencao do pH em
7,4. O meio HEPES proporciona a manutencdo do pH do meio de forma mais eficiente quando
comparado ao uso Unico de bicarbonato, sendo o sistema tampao organico de eleicdo para o cultivo
de tecidos e células animais. O HEPES, quando utilizado por curto periodo de tempo, se mostra
vantajoso. Entretanto, estudos demonstraram que o HEPES pode diminuir o pH intracelular ou causar
uma diferenca na incorporacao de substratos carbono no RNA e/ou DNA, resultando, dessa forma,
na alteracdo no desenvolvimento da competéncia dos odcitos preservados®®. Com base nisso, pode-
se observar que os resultados da utilizacdo do HEPES podem variar de acordo com a espécie estudada,
0 que demonstra necessidades diferentes que dependem da fisiologia reprodutiva de cada animal. No
caso dos canideos, esse meio pode ser considerado uma alternativa eficaz para potencializar o indice
de retomada da meiose, j& que parcela significativa desses odcitos permanece no estagio de vesicula
germinativa mesmo apds dias de cultivo.

Em conclusédo, nossos dados sugerem que a adi¢cdo do HEPES conseguiu preservar a viabilidade e
morfologia oocitéria, indispensaveis para a aquisi¢cdo da competéncia meidtica, incrementando as
taxas de M-I1 na espécie canina.
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