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Este estudo teve como objetivo determinar a maturagéo
nuclear in vitro e a morte celular por apoptose em odcitos
caprinos. Os ovérios de cabras foram coletados nos
periodos seco (outubro a margo) e chuvoso (abril a
setembro), em abatedouros, e transportados ao
Laboratério de Biotécnicas da Reproducdo da UFRPE.
Foram realizadas 12 repeticBes e os complexos cumulus
oophorus foram colhidos de foliculos entre 2 a 6 mm de
didmetro pela técnica de “slicing” e selecionados com
base na morfologia. O experimento continha dois grupos:
Grupo-1 (ndo maturados), avaliados logo ap6s a colheita,
e Grupo-2 (maturados in vitro), avaliados apds a
maturacdo de 24 horas em incubadora de CO,, na qual 25
odcitos foram colocados por gota em meio basico de
maturacdo (MBM). Apo6s a coleta dos odcitos do G-1 e G-

RESUMO

2, foi determinada a qualidade, por meio dos testes de
atividade das enzimas caspases € 0 de fragmentacdo de
DNA (TUNEL), com reagente PhiPhiLux-G;D, sendo
que no grupo G-2 a qualidade s6 foi determinada apds
maturacdo nuclear. Avaliou-se durante os estadios de
maturacdo nuclear as fases de wvesicula germinativa,
rompimento da vesicula germinativa, metafase | e Il, ndo
havendo diferenca significativa (P > 0,05). Também néo
foi encontrada diferenca significativa (P > 0,05) na
atividade das enzimas caspases e na fragmentagcdo do
DNA dos o6citos ndo maturados e maturados in vitro.
Com base nos dados obtidos, conclui-se que os periodos
seco e chuvoso ndo exercem influéncia na maturacdo
nuclear in vitro e na apoptose de odcitos da espécie
caprina.
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IN VITRO NUCLEAR MATURATION AND CELL DEATH BY APOPTOSIS IN GOATS
OOCYTES IN RAINY AND DRY PERIODS

This study aimed to determine the in vitro nuclear
maturation and cell death by apoptosis in goat oocytes.
The ovaries of goats were collected during the dry
(October-March) and rainy (April-September) seasons in
slaughterhouses and transported to the Laboratory of
Reproductive  Biotechniques of UFRPE. Twelve
repetitions were performed and cumulus oophorus were
collected from follicles of 2-6 mm diameter using the
technique of "slicing" and selected based on morphology.
The experiment contained two groups: Group-1 (not
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ABSTRACT

matured), evaluated immediately after collection, and
Group-2 (matured in vitro), assessed after 24 hours of
maturation in a CO, incubator, in which 25 oocytes per
drop were placed in alkaline maturation (MBM). After
collecting the oocytes from G-1 and G-2, the quality was
determined by testing the enzyme activity of caspases and
DNA fragmentation (TUNEL), using PhiPhiLux-G;D,
reagent, and in group G-2 the quality was only determined
after nuclear maturation. During nuclear maturation
stages, germinal vesicle, germinal vesicle breakdown and
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metaphase | and Il were evaluated and no significant
differences were found (P> 0.05). There was also no
significant difference (P> 0.05) in enzymes activity of
caspase and DNA fragmentation of oocytes matured and
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not matured in vitro. Based on the data obtained, it was
concluded that rainy and dry seasons have no effect on in
vitro nuclear maturation and apoptosis of goat oocytes.

KEYWORDS: Apoptosis; caspases; cumulus oophorus complexes; follicles; TUNEL test.

INTRODUCAO

A caprinocultura é hoje uma atividade do
setor primario com expressivo potencial sdcio-
econdmico em todas as regides do Brasil,
estimulando o desenvolvimento e criando novas
possibilidades de agronegdcio e de inclusdo social.
No entanto, a baixa produtividade e a falta de
organizacdo do sistema de producdo limitam o
aproveitamento dessa atividade no pais (COSTA et
al., 2008). A baixa produtividade dos rebanhos tem
sido contornada por meio da importacdo de racas
exdticas. Nesse contexto, o fator climatico deve ser
levado em consideracao, devido ao estresse causado
pela alta temperatura e umidade do ar (JORDAN,
2003).

Em oocitos bovinos maturados in vitro, a
susceptibilidade a alta temperatura pode ser
constatada tanto durante a fase de vesicula
germinativa (VG) como durante o periodo de
maturacdo oocitaria (AL-KATANANI et al., 2002).
Quando odcitos na fase de VG foram colhidos de
vacas Holandesas expostas ao estresse térmico e
submetidos a fecundagdo in vitro (FIV), houve
reducdo no desenvolvimento embrionario até o
estadio de blastocisto (ROCHA et al., 1998; AL-
KATANANI et al., 2002). O estresse térmico entre o
estro e a inseminacdo artificial (IA) de novilhas
(periodo de maturacdo oocitaria) aumentou a
propor¢do de embrides com desenvolvimento
retardado (PUTNEY et al., 1989).

A susceptibilidade dos odcitos bovinos aos
efeitos diretos da temperatura elevada durante a
maturagdo in vitro (MIV) reduziu a maturagdo
nuclear, a fecundacdo (ROTH & HANSEN, 2005) e
0 desenvolvimento embrionario até o estddio de
blastocisto (ROTH & HANSEN, 2004a). A
exposicdo de odcitos bovinos & temperatura severa
de 42-43°C (EDWARDS & HANSEN, 1996; ROTH
& HANSEN, 2004b) ou a temperatura elevada de
40-41°C durante as primeiras 12 horas de MIV
blogueou ou reduziu o desenvolvimento embrionario
(EDWARDS & HANSEN, 1996; ROTH &
HANSEN, 2004a).

A apoptose é um processo que utiliza ATP
como fonte de energia no qual células danificadas

sdo eliminadas de maneira a ndo causar danos ao
tecido. O mecanismo de apoptose pode ser ativado
de diversas maneiras, por meio de sinais
extracelulares ou intracelulares gerados pela propria
célula, sendo seu principal componente um grupo de
enzimas proteoliticas conhecidas como caspases
(MARTIN & GREEN, 1995; NICHOLSON &
THORNBERRY, 1997; PEREZ et al., 1997).
Morfologicamente, a apoptose caracteriza-se por
agregacdo e condensacdo da cromatina (forma de
meia-lua ou ferradura), condensacédo e fragmentagéo
do ndcleo, contracdo e condensacdo do citoplasma,
protrusdes da membrana plasmatica, contracdo das
organelas, formacdo de vacutolos citoplasmaticos,
colapso da estrutura da célula, fragmentacédo celular
sem extravasamento do conteldo intracelular e
formacdo de corpos apoptéticos (BROKER et al.,
2005).

Recentemente, ROTH & HANSEN, 2004a e
ROTH & HANSEN, 2005, demonstraram o efeito do
estresse térmico sobre a apoptose oocitaria. A
exposicdo de odcitos ao estresse térmico durante as
primeiras 12 horas de maturacdo aumentou a
propor¢do de od6citos positivos para apoptose. O
bloqueio da apoptose oocitaria com inibidor de
caspases (z-DEVD-fmk) (ROTH & HANSEN,
2004a) ou com esfingolipidio (esfingosina-1-fosfato)
resgatou os indices de clivagem e de
desenvolvimento até o estadio de blastocisto (ROTH
& HANSEN, 2004b; MORITA et al., 2000).

Dessa forma, a caracterizacdo e a
manipulacdo dos mecanismos envolvidos na indugao
de apoptose oocitaria ap6s o estresse caldrico
representam alternativas para minimizar os efeitos
negativos da temperatura elevada sobre a capacidade
reprodutiva de fémeas bovinas (ROTH & HANSEN,
2004a, ROTH & HANSEN, 2004b), o que pode se
repetir em outra espécie como caprina. Diante do
exposto, objetivou-se com este estudo determinar a
maturagdo nuclear in vitro e a morte celular por
apoptose em oécitos de caprinos comparando oS
periodos seco e chuvoso.

MATERIAL E METODOS

Foi utilizado o modelo de estresse térmico

Ci. Anim. Bras., Goiania, v.12, n.4, p. 593 - 601, out./dez. 2011



Maturag&o nuclear in vitro e morte celular por apoptose em odcitos caprinos...

calorico descrito por AL-KATANANI et al. (2002)
para demonstrar os efeitos dos periodos do ano na
capacidade de desenvolvimento dos od6citos. Os
ovéarios foram colhidos de cabras no periodo seco
(outubro a margo) e chuvoso (abril a setembro). Os
indices de temperatura e umidade do ar de cada més
foram obtidos com base nos dados climaticos das
estacBes metereoldgicas estaduais (INMET, 2009).

Foram utilizados 1116 ovarios de cabras
SRD com idade variando de 12 a 46 meses, com
escore de condicdo corporal (ECC) variando de 2,5 -
3,5 (escala de 1-5), adquiridas na regido do semi-
arido pernambucano e abatidas no abatedouro
Suimax, localizado na cidade de lgarassu, Regido
Metropolitana do Recife-PE (latitude 08° 03' 14" S,
longitude 34° 52' 52" W). A temperatura ambiente
minima e maxima no periodo seco (outubro/2007 a
mar¢o/2008) foi de 23 e 33°C e no chuvoso (abril a
setembro/2008) de 18 e 31°C, respectivamente. A
umidade relativa média do ar foi de 71% no periodo
seco e 85% no periodo chuvoso (INMET, 2009).

Em um periodo méaximo de uma hora, 0s
ovarios foram transportados para o Laboratério de
Biotécnicas da Reproducdo do Departamento de
Medicina Veterinaria da Universidade Federal Rural
de Pernambuco, em garrafa térmica contendo
solucdo fisioldgica em temperatura de 30°C
acrescida de 30 pg/mL de sulfato de gentamicina
(meio de transporte).

Os complexos cumulus oophorus (CCOs)
foram colhidos pela técnica de fatiamento, “slicing”,
(producdo de pequenas incisdes simultaneas
multiplas na superficie do ovario com auxilio de um
escarificador) dos foliculos ovarianos que mediam de
2 a 6 mm de didmetro. O liquido folicular foi
depositado em placa de Petri contendo o meio de
coleta (MC) constituido por 8,0 mg de bicarbonato
de sédio, 45,0 mg de glucose, 5,6 mg de piruvato de
sodio, 11,9 mg de HEPES, 2,5 mg de sulfato de
gentamicina e 20,0 mg de alcool polivinilico em 50
mL de TALP.

Os CCOs foram selecionados
morfologicamente de acordo com a classificacdo
descrita por GONCALVES et al. (2008) em

Qualidade | (ooplasma homogéneo, cumulus
compacto, contendo mais de trés camadas de
células), Qualidade 1l (ooplasma homogéneo,

cumulus compacto parcialmente presente em volta
do odcito ou rodeando completamente o odcito, com
menos de trés camadas celulares), Qualidade IlI
(ooplasma homogéneo, cumulus presente, com
apenas uma camada de célula ou auséncia de camada
de célula do cumulus - desnudos) e Qualidade IV
(ooplasma com vacuolos e ou células do cumulus em
regressdo) e lavados trés vezes no meio de coleta.
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Em seguida, grupos de 20-25 CCOs foram
maturados em gotas de 100 uL, no meio bésico de
maturagdo [MBM: TCM-199 suplementado com 50
ug/mL de piruvato de sodio, 2,6 mg/mL de
bicarbonato de sodio, 10% de soro fetal bovino
(SFB), 50 ug/mL de sulfato de gentamicina, 20
ng/mL de FSH/LH (Pluset®) e 1 mg/mL de alcool
polivinilico] sob 6leo de parafina estéril, em estufa a
39°C, com atmosfera umida contendo 5% de CO,
durante 24 horas.

Foram realizadas 12 repeticdes em cada
periodo do ano. No periodo seco foram colhidos
2914 oo6citos (média de 231 por repeticdo) e no
chuvoso, 2831 odcitos (média de 214 por repeticdo)
de 554 e 562 ovarios, respectivamente. Em cada
repeticdo os CCOs foram divididos em dois grupos:
no Grupo-1 os CCOs foram avaliados imediatamente
ap6s a colheita e no Grupo-2 os CCOs foram
avaliados apds a maturacdo in vitro (MIV).

No Grupo-1 os CCOs recém colhidos foram
desnudados e inicialmente processados para
determinacdo da atividade das enzimas caspases do
grupo Il com  reagente  PhiPhiLux-G;D,
(Oncoimmunin®). Para realizacéo deste
procedimento, as amostras foram lavadas trés vezes
em gotas de 100 pL de Phosphate-Buffered Saline
(PBS) + 1 mg/mL de Polivinilpirrolidona (PVP) e
incubadas em gotas de 25 pL de PBS-PVP contendo
5 uM de PhiPhiLux-G;D, por 40 minutos a 39°C
protegido da luz. Em seguida as amostras foram
lavadas em PBS-PVP e a atividade enzimatica
caspase foi determinada com microscopio de
fluorescéncia.

Apéls realizada a avaliacdo das enzimas
caspases, outros odcitos foram fixados em uma
solucdo de 4% de paraformaldeido por uma hora e
armazenados em solucdo de 100 uL de Phosphate-
Buffered Saline (PBS) + 1 mg/mL de
polivinilpirrolidona (PVP) a 4°C até a realizacdo do
ensaio de TUNEL (terminal deoxynucleotidyl
transferase-mediated dUTP nick end labeling). No
dia do teste de TUNEL as amostras foram lavadas
trés vezes em gotas de 100 L PBS-PVP e incubadas
em 15 pL da mistura de TUNEL por uma hora a
37°C. Em seguida, as amostras foram lavadas em
PBS-PVP, incubadas com o corante de DNA DAPI
por 15 minutos, lavadas em gotas de 100 pL de PBS-
PVP, transferidas para laminas e cobertas com
laminula e avaliadas em microscépio de
fluorescéncia. Neste ensaio, o grupo 3’-OH do DNA
fragmentado foi marcado com fluoresceina (FITC)
por meio da reacdo enzimatica mediada pela enzima
deoxinucleotidil transferase (Tdt), a qual catalisa a
polimerizacdo de nucleotideos modificados no
terminal 3’-OH, como preconizaram PAULA-
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LOPES & HANSEN (2002) e ROTH & HANSEN
(2004a).

No Grupo-2 (OMIV), os od6citos foram
maturados in vitro. Apdés a maturacdo, foram
desnudados no agitador mecanico Vortex®, em meio
mDM durante trés minutos a velocidade “7” (escala
1-10), para determinagdo da atividade das enzimas
caspases do grupo Il (PhiPhiLux-G;D;) e
fragmentacdo de DNA (TUNEL) como descritos
anteriormente para o Grupo-1.

Apo6s a maturacao, outra parte dos odcitos foi
desnudada no agitador mecanico Vortex®, colocados
entre lamina e laminula e fixados em etanol e acido
acético (3:1) por 12 horas e, posteriormente corados
com orceina acética a 1%, observando-os sob
microscopia  Optica de  imersdo  (1000x).
Imediatamente ap0s a coloragdo, foram classificados
como nao definido (ND) odcitos em que ndo era
possivel identificar a fase da meiose devido a
presenca de células do cumulus ou da corona radiata
(falha no processo de desnudamento); degenerado
(DEG), odcitos que se apresentavam vacuolizados,
nao sendo possivel a visualizagdo dos cromossomos;
vesicula germinativa (VG), nucleo definido, com ou
sem nucléolo, sem condensacdo da cromatina;
rompimento da vesicula germinativa (GVBD -
Germinative Vesicle Break-Down), final da profase |
com condensagdo da cromatina (Diacinese);
metafase | (MI), cromossomos ja condensados
formando a placa equatorial ou inicio da formacédo da
mesma; anafase | (Al), inicio da migracdo dos
cromossomos para os polos da célula com fibras do
fuso aparentes; tel6fase | (T1), cromossomos ja nos
polos, com fibras do fuso aparentes e metafase Il
(MI1), cromossomos formando a placa equatorial
com o primeiro corpusculo polar exteriorizado.
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Para a estatistica foi realizada analise de
variancia. Os resultados foram expressos em média e
desvio padrdo (analise de variancia entre grupos).
Considerando também as medidas tratadas em
percentuais procedeu-se aos seguintes testes,
primeiro uma comparacao de variancias, teste F para
variancias com nivel de significancia de 5% (P <
0,05). Depois um teste t para comparacgao de médias,
a 5% de significancia, para variancias equivalentes
ou variancias distintas, conforme o que foi verificado
no teste F para variancias (SAMPAIQ, 2007).

RESULTADOS

No Grupo-1 ndo houve efeito dos periodos
seco ou chuvoso na qualidade dos odcitos ndo
maturados (Tabela 1). No Grupo-2, quando os
o6citos foram maturados in vitro ndo houve efeito do
periodo do ano na porcentagem de odcitos de
Qualidade I ou Il. No entanto, a propor¢édo de o6citos
com Qualidade 11l foi maior (P < 0,05) no periodo
seco, enquanto que a média e desvio padrdo de
oocitos com Qualidade 1V foi maior (P < 0,05) na
estacdo chuvosa (Tabela 2). N&o foi verificada
diferenca significativa (P > 0,05) quando
comparados média e desvio padrdo da maturacdo in
vitro de odcitos de fémeas abatidas no periodo seco
(64,08 + 6,88) e chuvoso (66,75 £ 9,22) (Tabela 2).

Nos od6citos do Grupo-2, as médias e desvio
padrdo dos odcitos DEG, ND, VG, GVBD, MI, Al e
MII ndo apresentaram diferenca significativa
(P > 0,05) em relacéo ao periodo do ano. No entanto,
as médias e desvio padréo dos odcito na TI foi maior
(P < 0,05) no periodo chuvoso em relacdo ao seco
(Tabela 3).

Tabela 1- Média e desvio padrdo da qualidade de o6citos ndo maturados (Grupo-1) avaliados ap6s colheita
em cabras abatidas na regido Metropolitana do Recife nos periodos seco e chuvoso

Periodo do ano

Qualidade dos oécitos ndo maturados Seco Chuvoso
n/(X %5s) n/(X %5s)
Qualidade I (QI) 199 /16,58 + 3,28 207 /17,25 + 3,46°
Qualidade 11 (QII) 316/ 26,33 +5,22° 325/27,08 +4,81°

Qualidade 11 (QMII)
Qualidade 1V (QIV)

380/31,66 +5,21°
577 /46,08 + 9,65°

339/28,25 + 5,95
494 / 43,16 + 7,35

Total

1472° 1365

Letras mindsculas diferentes nas linhas indicam diferencas significativas (P < 0,05) pelo teste F.
n = ndmero de o6citos ndo maturados, X = média, s = desvio padréo da qualidade os odcitos.
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Tabela 2 - Média e desvio padrdo da qualidade dos odcitos do Grupo-2 avaliados apds maturacgao in vitro
obtidos de cabras abatidas na regido Metropolitana do Recife nos periodos seco e chuvoso

Periodo do ano

Qualidade dos o6citos maturados in vitro Seco Chuvoso
n/(X %s) n/(X %5s)
Qualidade I (QI) 196 /16,33 + 3,08% 173 /14,41 + 3,28°
Qualidade 11 (QII) 288 /24,00 + 4,32° 256 /21,33 +3,62°
Qualidade 11 (QIII) 412 /34,33 +£4,03° 327127,25 + 5,80
Qualidade 1V (QIV) 546 / 45,50 + 9,92° 710 /59,16 + 9,59"
Maturacéo in vitro 841 /64,08 +6,88° 874 /66,75 + 9,22°
Total 1442° 1466°

Letras mindsculas diferentes nas linhas indicam diferencas significativas (P < 0,05) pelo teste F.
n = numero de o6citos maturados in vitro, X = média, s = desvio padrao.

Tabela 3 - Média e desvio padrdo do estadio de maturacdo nuclear dos oécitos de fémeas caprinas abatidas
na regido Metropolitana do Recife em relagdo aos periodos seco e chuvoso

Periodo do ano

Estadio de Maturacdao Nuclear Seco Chuvoso

n/(X %5s) n/(X £5s)
Degenerados (Deg) 56 /7,57 +0,12° 50/6,68 +0,32°
N3o Definido (ND) 476,32 +0,21° 36 /5,45 + 0,14°
Vesicula Germinativa (VG) 27/3,53+0,11° 33/4,12+0,22°
Rompimento da Vesicula Germinativa (GVBD) 89/12,24 +1,43° 84/11,65+1,37°
Metafase | (MI) 63 /8,86 + 0,98 52/7,88 + 1,05
Anéfase | (Al 34/5,32 +0,37° 36 /5,45 + 0,41°
Telofase | (T1) 32/4,92 + 0,45° 55 /7,55 + 0,49°
Metafase 1l (MII) 421/62,43 +£5,98° 455/ 64,41 + 6,76°
Total 769° 801°

Letras mindsculas diferentes nas linhas indicam diferencas significativas (P < 0,05) pelo teste F.
n = nmero de obcitos, X = média, s = desvio padréo da maturacéo nuclear.

A atividade das enzimas caspases ndo foi
afetada pelo periodo do ano (P > 0,05) tanto nos
odcitos do Grupo-1 quanto do Grupo-2 (Figura 1).
Nos o6citos ndo maturados (Grupo-1), a atividade de
caspases foi 9,44% no periodo seco e 8,57% no
chuvoso. Quando avaliada ap6s a maturacéo in vitro,
a atividade enzimatica das caspases foi 11,57% no
periodo seco e 8,73% no chuvoso (Figura 1).

Da mesma forma, a porcentagem dos o6citos
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com fragmentacdo do DNA TUNEL-positivos nédo
foi afetada pelo periodo do ano (P > 0,05), tanto em
odcito do Grupo-1 quanto do Grupo-2 (Figura 2). No
Grupo-1 a propor¢do dos odcitos ndo maturados
TUNEL-positivo foi 10,86% no periodo seco e
9,08% no chuvoso. Nos od6citos do Grupo-2 a
porcentagem dos odcitos TUNEL-positivo foi
11,31% no periodo seco e 9,86% no chuvoso (Figura
2).
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Figura 1 - Porcentagem de odcitos ndo maturados (Grupo-1) e maturados in vitro (Grupo-2)

positivo para atividade das enzimas Caspase do grupo Il na espécie caprina (P < 0,05) pelo teste T
nos periodos seco e chuvoso.
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Figura 2 - Porcentagem de odcitos ndo maturados (Grupo-1) e maturados in vitro (Grupo-2)
TUNEL-positivo (fragmentagdo de DNA) na espécie caprina (P < 0,05) pelo teste T nos
periodos seco e chuvoso.
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DISCUSSAO

Os resultados obtidos na andlise da
maturacdo nuclear in vitro dos odcitos coletados nos
periodos secam e chuvoso estdo préximos aos
obtidos por PAULA et al. (2008) e CARNEIRO
(2008), quanto as médias de maturacdo in vitro. As
taxas de metafase Il obtidas neste estudo explicam-se
pelo fato de que, em cultivo in vitro, uma menor
quantidade de odcitos completa a maturagdo nuclear
devido a pouca quantidade ou auséncia de células do
cumulus. Segundo CECCONI et al. (2007), em
odcitos com qualidade 111 e 1V, foi observada maior
quantidade de odcitos nas fases intermediarias da
meiose como a fase de tel6fase I, mas sem
interferéncia nos resultados da maturacdo nuclear
obtidos para a espécie caprinas.

As médias dos CCOs com qualidade QI e
QI apresentando cumulus compacto com mais de
trés camadas de células foi pequena quando
comparadas com os de qualidade QIlll e QIV, como
encontrado por CHAVES et al. (2010). Esses autores
concluiram que o didmetro folicular ndo exerce
influéncia sobre a qualidade dos CCOs recuperados
de fémeas caprinas, 0 que aumenta a importancia das
células do cumulus. J& CECCONI et al. (2007)
observaram que a qualidade acaba diminuindo a
capacidade de maturacdo nuclear in vitro devido
também a fatores internos da célula, como a
integridade do ooplasma que pode dificultar a
chegada a fase de metéfase Il na espécie caprina,
explicando, possivelvemnte, o nimero reduzido de
odcitos que atingem a metafase Il quando comparado
a bovinos (CARNEIRO, 2008).

Uma adequada sele¢do dos CCOs, conforme
afirmado por CECCONI et al. (2007), permite
aumentar as taxas de maturacdo nuclear in vitro,
diminuindo varia¢bes nos resultados. Com odcitos
cobertos com trés ou mais camadas completas e
aderidas de células do cumulus ou com cumulus
intacto, ooplasma homogéneo, de coloragdo marrom
e sem granulos rugosos, é possivel conseguir
melhores resultados do que com od6citos com
cumulus incompleto ou expandido. Autores como
YANG et al. (1990) e HAZAKEGER &
STUBBINGS (1992) observaram o mesmo. Todavia,
em caprinos, o emprego dos CCOs na maturacao,
ndo obedece a critérios rigidos, variando desde
aqueles com cumulus compacto até os que
apresentam apenas uma camada de células do
cumulus (MARTINO et al., 1994; IZQUIERDO et
al., 1999). Segundo SUTOVSKY et al. (1993), a
expansao in vitro do cumulus é visivel a partir de 12
horas de maturagdo e a presenca consideravel de
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glicosaminoglicanos destas células impede a acéo do
estresse oxidativo dos radicais livres sobre os
o0citos, evitando a reducdo na taxa de maturacdo e
clivagem (LUVONI et al., 1996), e bloqueia do
choque térmico a sintese de proteinas que protegem
0s od6citos durante a maturacdo in vivo e in vitro
(EDWARDS & HANSEN, 1997).

VINOLES et al. (2002), FATEHI et al.
(2005) e CECCONI et al. (2007) demonstraram em
seus estudos que a condicao fisiol6gica da doadora, 0
escore corporal, raca, idade e variacdo individual,
tém merecido grande atencdo, pois esses fatores
interferem diretamente na qualidade dos CCOs
recuperados. Diferente dos resultados aqui obtidos,
RUBIANES & MENCHACA (2003), também
trabalhando com ovarios de cabras de matadouro,
ndo encontraram diferencas na qualidade dos CCOs
entre animais jovens (a partir de 18 meses) e senis
(até 17 anos), embora tenham notado reducdo na
producdo de gametas nos animais mais velhos.

Neste estudo, a idade, a raca e 0 escore
corporal das fémeas foram bastante variados,
aumentando a importdncia dos fatores individuais
das cabras doadoras de odcitos, os quais, quando
produzidos por fémeas em condi¢des nutricionais
diversas, podem interferir diretamente na qualidade
dos CCOs maturados do Grupo-2. Esses fatos
justificam as diferengas observadas nos odcitos que
foram maturados de qualidades 111 e IV, obtidos nos
periodos secos e chuvosos, respectivamente, neste
estudo, j& que a temperatura ambiental ndo teve
grandes variacGes em ambos 0s periodos.

Apenas uma fracdo dos o0citos expostos a
temperaturas do ambiente sofreram apoptose.
Segundo ROTH & HANSEN (2004b), existem
componentes inter e intra-celulares que definem se
um odcito pode reagir a essas agressées naturais do
ambiente. Em suinos, TATEMOTO et al. (2000)
observaram que as células do cumulus parecem ter
um papel fundamental na protegdo dos odcitos contra
apoptose induzida por estresse oxidativo. Devido a
esses e a outros fatores anteriormente citados nédo
foram observadas neste estudo diferengas nos niveis
de apoptose encontrados nos odécitos caprinos em
ambos os periodos. J& EDWARDS & HANSEN
(1996) e KOLLE et al. (2003), concluiram que
células do cumulus fornecem termo-protegdo para
o0citos bovinos e, talvez, a integridade e a fungdo
dos CCOs possam afetar a capacidade de sobreviver
a uma maturagdo oocitaria apos estresse térmico, o
gue pode justificar que o6citos ndo maturados
apresentem menos alteragdes que os maturados in
vitro, observado pelas taxas de maturacdo in vitro
obtidas em caprinos neste experimento, levando-se
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em conta que a maior quantidade dos CCOs
recuperados neste estudo apresentaram qualidade 111
elV.

ROTH & HANSEN (2004b), quando
pesquisaram a competéncia do desenvolvimento e
resisténcia de od6citos bovinos sob condicdes de
estresse térmico, evidenciaram que as altas
temperaturas do ambiente, mesmo que dentro de
intervalos fisioldgicos, podem ser um estimulo a
morte celular programada em odcitos mamiferos. No
presente estudo, as porcentagens de apoptose
permaneceram dentro de padrdes fisioldgicos, nao
sendo observados aumentos também em associa¢do
com a atividade da caspase, ja que as temperaturas
registradas variaram aproximadamente dois a cinco
graus em funcdo do periodo, sendo mais
influenciadas, como explicado por FATEHI et al.
(2005) e CECCONI et al. (2007), por fatores
nutricionais e fisicos. Conforme observado por VAN
BLERKOM & DAVIS (1998), a fragmentacdo do
DNA celular nos oécitos ndo é sempre um resultado
da ativacdo da cascata de caspase e, portanto, é
possivel que pequenas variaces térmicas produzido
pelas temperaturas ambientais associadas aos fatores
acima ndo tenham sido suficientes para induzir
niveis de atividade caspase e fragmentacdo nuclear
para produzir um complemento total de mudancas
associadas a apoptose que possam ser observadas nas
células nessas condi¢Bes, independente da
temperatura e do periodo do ano.

CONCLUSAO

Com base nos dados obtidos, podemos
concluir que os periodos do ano seco e chuvoso ndo
exercem influéncia na maturacdo nuclear in vitro e
na apoptose de odcitos da espécie caprina.
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