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RESUMO

ZERLOTINI, Mayra Fonseca, M.Sc., Universidade Fallele Vicosa, fevereiro de 2016.
DESENVOLVIMENTO FOLICULAR EM FRAGMENTOS OVARIANOS D E
CADELAS (Canis lupus familiarisy CULTIVADOS EM MEIOS “MEM’
SUPLEMENTADO COM SORO DE CADELA NO PROESTRO E CADELA
GESTANTE Orientador: Tarcizio Antdnio Rego de Paula.

Avaliou-se o uso de diferentes protocolos de oultiv vitro de fragmentos ovarianos de
cadelas domésticas adultas em anestro, em casulstfirograma de controle populacional de
animais errantes no municipio de Vigcosa MG. ApdGsolheita dos ovarios, foram obtidos
fragmentos da zona parenquimatosa de cada ovamiajos quais foi incluido fresco como
controle, e os demais incubados por 48 horas emsé&tna de 5 % de GO95 % de umidade
relativa e temperatura de 39 °C, em diferenteartrantos: T1: cultivados em Meio Essencial
Minimo (MEM); T2: cultivados em MEM associado a &ate Cadela prenhe (MEM +
SCpre) e T3: cultivados em MEM associado a SorGat#ela no pré-estro (MEM + SCpro).
Todos os fragmentos foram fixados por imersdo dagdo de Karnowisky por até 24 horas e
processados segundo rotina para confeccdo de Karhismlogicas. Estas foram avaliadas
quanto ao desenvolvimento folicular, sob microsoate luz, em aumento de 100 vezes. A
analise estatistica foi feita pelo teste paraneulie comparacdo de médias T Student. Todos
fragmentos cultivados apresentaram aumento na mé@pale foliculos em desenvolvimento,
assim conclui-se que o meio de cultivo utilizadeoag|ado a técnica de cultivia situ foi
suficiente para promover o desenvolvimento foliciden ovarios de cadelas, sendo que a

suplementacao hormonal com SCpro e SCpre nao mtiliam na taxa de desenvolvimento.



ABSTRACT

ZERLOTINI, Mayra Fonseca, M.Sc., Universidade Fatlate Vigosa, Febuary, 2016.
FOLLICULAR DEVELOPMENT IN OVARIAN FRAGMENTS OF FEMA LE DOGS
(Canis lupus familiarisy CULTIVATED IN “MEM” SUPPLEMENTED WITH
PROESTRUS DOG SERUM AND PREGNANT. Adviser: Tarcizio Antdnio Rego de
Paula.

This present study evaluated different protocolfofitro culture from ovarian fragments of
domestic female dog (Canis lupus familiaris) insines. For the study, ovaries from female
dogs were used, obtained from the neutering ofsthey animal population control of the
municipal kennel program/ Veterinary Departmentnivdrsidade Federal de Vigcosa (UFV).
After the ovaries were collected, random fragmefithe ovary parenchymal were obtained,
one of them were used fresh as control, and the wese incubated for 48 hours in 5 % of
CO2 atmosphere, 95 % of relative humidity and 3%t@perature, in different treatments: T1
cultivated in Minimum Essential Medium (MEM); T2 twhted in MEM associated with
pregnant dog serum and T3 cultivated in MEM assediavith proestrus dog serum. Those
ovaries cultivated in treatments T1, T2 and T3,enmered by Karnowisky immersion for up
to 24 hours, and processed following the normal ratiooial procedures for making
histological slides. They were then evaluated uniigiit microscope, using the 100X
objective lens. The statistical analysis was magléhk Student T's parametric comparison
measures test. All fragments of assessed ovariegesha proportional increase of developing
follicles, concluding that the culture medium usasociated to thie situ culture technique,
was enough to promote the follicle development ag’sl ovaries, being that the hormonal
supplementation with proestrus serum and pregraotrsdid not influence the development

rate.
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1. INTRODUCAO

O interesse nos cdes e 0 conhecimento de suasufmitades reprodutivas
aumentaram, pois, além desses animais serem deanbiapséo utilizados como modelos
experimentais para outras espécies de canideaa ® p@mem. Cerca de 10 a 30 anos atras,
0os estudos realizados sobre a reproducdo da espéniea baseavam-se apenas na
transferéncia de conhecimentos em outras espquiedm muitos aspectos da fisiologia
reprodutiva e do desenvolvimento embrionario ems cdiéferem dos modelos classicos
(CONCANNON e VERSTEGEN, 2005).

O interesse pela utilizacdo das biotécnicas deodegéo por parte de criadores e
proprietarios de caes das mais variadas racas, @efiobter progénies de céaes de grande valor
genético ou afetivo, que por alguma eventualidadeorram-se impossibilitados de se
reproduzirem pela monta natural. O aprimorament® tdanicas de producda vitro de
embrides também se faz necessario para atendemmanda do mercado profissional
veterinario de animais de companhia (SANTOS, 2005).

As biotécnicas reprodutivas tém sido desenvolvaagarnivoros domeésticos para a
melhoria do desempenho reprodutivos desses, bermn pama modelos experimentais para
animais silvestres com algum grau de ameaca. ApI[EaS nessa area representam potenciais
contribui¢cBes para o estudo dos mecanismos basimadvidos na maturagéo, conservagao e
na interacdo entre os gametas. O ovario dos mamifawssui grande reserva de ovécitos
inclusos em foliculos pré-antrais que representaia fomte potencial para a utilizacdo desses
na producaon vitro de embrides, transgenia e clonagem, porém, a graraioria desses
foliculos ird involuir pelo processo natural deeata (CELESTINO et al., 2009).

O aprimoramento das técnicas de producéo vitro de embrides caninos
proporcionara incremento no aporte de informacdentificas para projetos na area da
transferéncia nuclear, tornando possivel o nasdomda maior nUmero de animais clone
caninos, a exemplo do que ja ocorre atualmentspéce& bovina e ovina (SANTOS, 2005).

A maturacdo de ovocitosnivitro, tem como objetivo reproduzir as condicdes
fisioldgicas requeridas durante o desenvolvimeméqgvulatorio do foliculo ovariano e na
tuba uterina apos a ovula¢@vo vivo (LUVONI, 2003). Especificamente os estudos em
maturacdo ovocitaria em cadelas apresentam faliongantes peculiares uma vez que as

caracteristicas do ciclo estral desta espécie etitke com a baixa eficiéncia e pouco

1



conhecimento em relagdo aos meios de maturacéitro induzem os indices de maturagéo e
a baixa competéncia meiética (WILLINGHAM-ROCKY dt,&2003). Segundo FARSTAD
(2000) na espécie canina, esta técnica ainda n@avél, devido aos baixos indices de
maturacdo nucleamivitro sendo necessaria a sincronizacdo das fémeas pssibifitar
melhores épocas de realizacao da coleta dos osdn#turados vivo, por laparoscopia.

Uma etapa crucial para a realizagdo da técniceadsferéncia nuclear é a maturagcéo
dos ovacitos em desenvolvimento que servirdo depleisma receptor. Na espécie felina,
trabalhos com maturacan vitro obtiveram em torno de 40% a 60 % de taxa de ngitara
nuclear (JOHNSTON et al., 2001; GOODROWE et al91)9fato que permite a obtencdo de
um numero consideravel de ovdcitos para a recay@irwe banco de germoplasma e
posterior transferéncia destes.

Os canideos séo considerados monoeéstricos ndo saamnaeja, apresentam um ou
dois ciclos estrais por ano, caracterizados poensxt periodo de quiescéncia ovariana
(WILLINGHAM-ROCKY et al., 2003). Nas cadelas domiéas Canis lupus familiarip
essas fases variam de acordo com as racas e idadds,influenciada por fatores ambientais
e genéticos (FELDMAN e NELSON, 2004).

O ciclo reprodutivo da cadela, também denominadoide estral, apresenta quatro
fases bem distintas, denominadas: proestro, estrtaestro/diestro e anestro (ANDERSEN e
SIMPSON, 1973). Essas se caracterizam por altesa¢@@monais que induzem a
transformacdes morfologicas, clinicas e citologicas diferentes segmentos dos Orgaos
genitais femininos (RODRIGUES e RODRIGUES, 2002).

Em cadelas, ocorre luteinizagdo pré-ovulatéria @miulos, e a concentracdo
plasmatica de progesterona aumenta durante o po@SONCANNON et al., 1989),
diferentemente de outras espécies de mamiferos dfioo® nas quais 0 estrogénio
predomina no ambiente folicular pré-ovulatério (FARAD, 2000).

O desenvolvimento do ovécito canino necessita deerodo total de 72 horas para
retomada da meiose e progressdo até metafasel)l (Mlluindo a maturacao e fertilizacao
dentro da tuba uterina, em condicdes fisioldgicavivo (TSUTSUI, 1989; YAMADA,
1992). Cultivosn vitro de ovocitos isolados de cadelas, apresentam taxaseacdo que
variam de zero a 58 % para retomada da meiose) mé&dia 20 % para progressao até
metéfase Il (FARSTAD, 2000).

Esforcos tém sido concentrados em estudos queilnoanin para uma melhor

compreensao dos processos relacionados com o déserento dos foliculos ovarianos,



especialmente na fase inicial. A biotécnica de Malaicdo de Ovdcitos Inclusos em Foliculos

Ovarianos Pré-Antrais (MOIFOPA) surge como uma irtgode ferramenta para esse estudo,

dando suporte necessario para a elucidacédo dosismos envolvidos na foliculogénese.
Esse trabalho teve como objetivo estabelecer qgotuie para cultivos de ovocitas situ

em fragmentos ovarianos de cadelas. Visa a avaliagar meio de quantificacdo e

classificagdo de foliculos primordiais, primariossecundarios, da influéncia do soro de

cadela na fase de pro-estro e cadela gestante tneag@o folicular in situ em fragmentos de

ovarios.

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. O cédo domeéstico

A hipGtese mais aceita sob 0 ponto de vista ewaudi de que o cdo domeéstico
(Canis lupus familiaris tenha se originado como uma sub espécie do IGhaig lupu},
assim, descendente direto do lobo cinzento (WAYNHL&, 2001).

Pesquisas baseadas em achados arqueoldgicos superemcao domeéstico tenha
surgido ha cerca de pelo menos 12.000 anos, cgnexiktem suposicfes que isto tenha
ocorrido de 10.000 a ate 15.000 anos atras. O gsocde domesticagdo provavelmente
ocorreu de forma concomitante ao surgimento dacespgma vez que os fésseis encontrados
destes canideos estiveram na maioria das vezesiaaks® a fosseis de humanos
(GRANDJEAN E VAISSAIRE, 2001; JOHNSTON et al., 20BHELLING et al., 2005).

Dentro da ordem Carnivora, uma das mais destaandiéas € a Canidae a qual se
integram 16 géneros e 36 espécies largamenteodiistais pelo mundo (IUCN, 2004).

2.1.1 Interagcdo homem X cao domeéstico
A populacdo de cdes como animais de estimacdo vestemdo em numero e

importancia afetiva em todo o mundo. Esse crescem¢eesse na criacdo de animais de

estimacao reflete particularmente na cinofilia esgzada (SOUZA et al., 2013).



Na sociedade moderna o termo animal de estimagadntegracdo familiar, com
contato mais préximo ao homem, e o0 cao € a espgéeimais se destaca nesta convivéncia. O
interesse por todas as areas de saude e bem asiaosccresceu substancialmente nos
altimos anos. Porém, a reproducdo dos cédes aindlaam@senta avancos compativeis as
necessidades do mercado, tais como desenvolvindenbiotécnicas reprodutivas (ALVES,
2010).

No Brasil, mais de 31 milhdes de cées e 15 milligegatos fazem a alegria ndo so
de proprietarios, mas também de fabricantes deesagbedicamentos e produtos destinados
ao mercado pet, uma vez que o movimento anual edeste mercado, gira em torno de R$
12,7 bilhdes. O gasto médio de uma familia brasileom seu animal de estimacédo € de
aproximadamente R$ 800,00 por ano (LAMPERT, 20R3ralelo a esta realidade, a
exploracdo desenfreada do meio ambiente com condgeqdestruicdo de ecossistemas esta
entre as principais ameacas as espécies silveptiesipalmente os canideos como o lobo
guard Chrysocyon brachyur(is a raposa-do-campd.y(calopexsp.) e o cachorro vinagre
(Speothos venaticus O aumento populacional desordenado, o desemwehto da
agricultura, a criacdo de gado de corte e a demamideecursos naturais tém desencadeado a
perda e a fragmentacdo dos habitats de inumeraéciesp promovendo assim o
desaparecimento ou o isolamento de populacfes estemies. A destruicdo continua de
uma extensa area, dividindo-a em um ou mais fragpeedesencadeia, dentre varios efeitos
deletérios, a diminuicdo da biodiversidade, umaqez a taxa de extincao se torna maior que
a especiacao (PRIMACK E RODRIGUES, 2002).

2.2. Biotécnicas reprodutivas.

Nos ultimos anos, tem-se observado um crescergesse do mercado cindfilo por
biotécnicas reprodutivas que possibilitem maiooapitamento do material genético de cées
com caracteristicas fenotipicas superiores. O aigedmento dessas técnicas possibilita,
principalmente, aumentar a variabilidade genétied dacas caninas atuais, criadas e
desenvolvidas sob intensa sele¢cdo endogamica, fpaédipos desejaveis, como estético,
comportamental ou habilidades especificas (corpdatoreio e agility) (LEPPANEN et al.,
2000). A consequéncia prejudicial desse endocruz@nmemonstra-se na alta incidéncia de
doencas hereditarias. Mais de 400 doencas geneiitanmerdadas foram observadas em
diversas racas (PATTERSON, 1993).



Ha necessidade de estudos de biotécnicas reprasiygara otimizar a reproducéo

destes animais devido a caréncia de informacdes.

2.3. Fisiologia da cadela

Entre os animais domésticos, 0 cdo apresenta urt@giai reprodutiva incomum. A
cadela é monoéstrica, ndo sazonal, ovulando somente a duas vezes ao ano, com
intervalos de 5 a 12 meses e possui um periodmelstra de 120 dias, sendo submetida a
longos periodos de influéncia progestacional (JOHDIS et al., 2001).

O ciclo estral é uma sequéncia coordenada de @tesavarianas, Utero- vaginais e
comportamentais que ocorre nos mamiferos para @sseg acasalamento, a producéo e a
fertilizacdo de gametas e o desenvolvimento irgrand do concepto (JEFFCOAT, 1998).
Animais poliestrais continuos e ndo sazonais ratorao estro a cada trés ou quatro semanas
gquando ndo gestantes, mas na ocorréncia da gedtacéion substancial prolongamento
devido as necessidades do crescimento intrautéetab (JEFFCOAT, 1998). Ja na espécie
canina a duracdo dos eventos ciclicos reprodutpraticamente ndo se alteram com a
presenca da gestacdo pois 0s niveis de progestaimoiea continuam altos durante o terco
inicial da gestacdo (CONCANNON et al., 1989).

De acordo com Concannon (1989) o ciclo estraladaelas é dividido em fases
distintas e estas se caracterizam por mudancasoc@mentais, fisioldgicas e hormonais. As
fases podem ser identificadas por meio de avakacdemportamentais e analise
colpocitolégica.

* Anestro compreende um periodo de dois a dez mesesuséncia de atividade
reprodutiva, considerando aspectos clinicos, corapmntais e endocrinolégicos;

» Pro - estro é caracterizado pelo evidente aumergaadncentracdes de estrogeno no
sangue, incluindo caracteristicas externas, tai¢catracado pelo macho, progressivo
aumento e turgidez da vulva e do perineo, desca@gigais de sangue originadas
pela diapedese do Utero, esse periodo pode sbre@® quanto trés dias ou tdo longo
guanto trés semanas, o tempo médio € uma semana;

» Estro é caracterizado por comportamento sexuaptig#oeao macho, com reflexo de
desvio de cauda e perimindo a monta, este periode @orar dois ou trés dias ou

pode persistir por trés semanas ou mais.



* Metaestro e o0 diestro sdo periodos apds o0 estroegtéo sob influéncia da
progesterona e sua definicdo ainda ndo é um cansne 0s autores pois alguns
definem o periodo inicial pés estro como sendo taestro (EVANS e COLE, 1931;
ANDERSEN E SIMPSON, 1973) e outros definem todase fprogesterdnica como
diestro (MCDONALD, 1969; HOLST e PHEMISTER, 1974).

A fase Iutea ou progesterbnica, na cadela prenmming com o parto.
(CONCANNON et al., 1989). Esta forma de apresemtagélica e o periodo interestro de
cinco a 12 meses fazem com que a fémea caninaedejanciada na literatura como uma
espécie monoéstrica ndo estacional, com ovulagdwencio, portanto, apenas uma ou duas
vezes ao ano, entretanto, a interrupcado do anestsoalteracdes enddcrinas relacionadas sao
eventos ainda nao totalmente esclarecidos (CONCANMNCaI., 1989; KOOISTRA, 1999).

Sugere-se que o desenvolvimento consideravel dwsilfis nesta espécie inicia-se
aproximadamente 30 dias antes da ocorréncia dagial com ondas foliculares anteriores
ao proestro (ENGLAND e HEWITT, 1999). Ao final doopstro, a queda da concentracéo de
estradiol ocorre concomitantemente a elevagédo deeotracdo plasmatica de progesterona,
refletindo a maturacao e luteinizacdo foliculariagdias antes da ovulacdo (FELDMANN e
NELSON, 1997). A dominancia da progesterona no antbi folicular pré-ovulatério é
caracteristica peculiar e diferencia grandementeangleos de outros mamiferos domeésticos
(LEAVITT et al., 1971; FARSTAD, 2000).

Durante o ciclo estral, no periodo de transicaguestro e estro, ha uma queda
acentuada nas concentracfes séricas de estroganmento gradativo nas concentracfes
séricas de progesterona, o que desencadeia umalerida de 20 a 40 vezes em relagcéao as
concentragdes prévias, sendo este 0 evento ma@tange do ciclo reprodutivo da cadela,
considerado como referéncia para os demais evED@NCANNON et al., 1977).

A realizacdo de swabs citologicos seriados, desmhécm do proestro até o estro,
pode facilitar a determinacédo da onda pré-ovulatde hormaonio luteinizante (LH) e segundo
Feldman e Nelson (2004), uma contagem de 80 % Hdgasésuperficiais determina a
concentracdo maxima de estrogeno (dia -2 do cgtlale A combinacdo das concentragfes
de progesterona, do LH, a analise das células déliepraginal e a endoscopia vaginal sao
essenciais para facilitar a determinacdo da ovolaig uma forma mais confiavel e a
mudanca abrupta dos tipos celulares resultando &mabasais e intermediarias indica o

primeiro dia do diestro, correspondente ao dia e €idlo estral (dia +7 em relagdo a onda



pré-ovulatoria de LH). O exame citologico é delfégalizacdo, porém ndo determina o dia da
ovulacdo (ENGLAND e CONCANNON, 2002).

Na espécie canina, a particular ciclicidade repigdub longo periodo de ovulacao,
a ovulacdo de ovocitos ndao maduros e sob influédeiacrescentes concentracdes de
progesterona e a maturagdo ovocitaria intratubasi&a citados como alguns dos aspectos
relacionados a fisiologia que podem ser referensiabmo obstaculos para a reproduigéo

vitro nesta espécie.

2.4. Ovogénese e desenvolvimento folicular

O foliculo ovariano é considerado a unidade morfofonal dos ovarios dos
mamiferos, responsavel por promover um ambientguadi® para o crescimento e maturacao
do ovocito (GOSDEN et al., 1993).

O ovacito dos canideos é Unico em suas caractaddstie desenvolvimento, quando
comparado as diferentes espécies animais, atuanesttidadas. Sob aspectos gerais, 0S
ovocitos imaturos sao células diploides que inicaprocesso de mitose quando migram do
saco vitelinico embrionario para o local de deskmv@nto gonadal, onde sdo denominados
ovogonias (WASSARMAN e ALBERTINI, 1994).

Em caninos, a formacao da ovogobnia pode ser recmzhem fetos com 42 dias
(p6s-coito). Durante a fase final da gestacdo osld8be corddes corticais ovarianos séo
compostos exclusivamente por ovogonias e célulasupsoras das células foliculares, e ao
nascimento (63 dias apos a fecundacdo) é comuneserma de ovogbnias em mitose e
ovogonias em degeneracéo (JEFFCOAT, 1998).

Os ovacitos primarios séao circundados por uma cardadha 8 células foliculares,
de formato pavimentoso, formando os foliculos prufies, iniciando assim a foliculogénese
(FIGUEIREDO et al., 2008). Ap6s a formacédo doscidbhs primordiais, alguns podem ser
estimulados a crescer imediatamente ou, na malegtes, as células foliculares param de se
multiplicar e entram num periodo de quiescénciaetéberem sinais para entrar no pool de
crescimento (McGEE e HSUEH, 2000). Os ovdcitos grios inclusos nesses foliculos
encontram-se na fase de profase | da meiose. Arga®dip da divisdo meidtica ocorre
somente na puberdade, com a liberacdo do pico piétévio de FSH e LH, originando

assim os ovécitos secundarios ocorrendo uma noea@ada meiose na fase de metafase I. A



meiose sera retomada somente apds a penetracaddt @elo espermatozoide, originando
0 zigoto fecundado, marcando assim o fim da ovag(flGUEIREDO et al., 2008).

O desenvolvimento dos foliculos pré - antras caracterizado pela fase de
crescimento, recrutamento, selecdo e dominanci&lémulo pré-ovulatério. Os ciclos de
recrutamento ocorrem em ondas e sdo acompanhadsmeddo dos foliculos pré - antrais
variando entre animais e de acordo com a espégéil @EN HURK e ZHAO, 2005).

Em cadela, ovocitos ovulados medem 82,4 +0v6 e apresentam-se em estado
imaturo, na préfase da meiose |, ainda em estadwed&ula germinativa (VG), sendo
também denominados ovoécitos primarios, ndo podengartanto, ser fecundados
imediatamente apés sua liberacdo (ENGLAND e CONCANIN2002).

A ativacdo do crescimento dos foliculos em bovi@asaracterizada pela aquisicéo
de uma camada completa de 11 a 20 células cubdaeganulosa, em torno do ovadcito
(FAIR, 2003). Na transicéo de foliculos primordiaté secundarios, os fatores derivados dos
ovacitos (Ex.: Activina, Proteina morfogenéticaazas$BUKOVSKY et al., 2005), Fatores de
crescimento de fibroblasto, epidermal, diferen(Y@DSHINAGA et al., 1993) e semelhante a
IGF - 1 (MOORE e PERSAUD, 2008) e das células dmwgosa (Ex.: Neurotrofina (FAIR,
2003), Andrégenos, Fator esteroidogénico (MOORE ER$AUD, 2008), Fator de
crescimento neural, semelhante a insulina (MOOREERSAUD, 2008) e epidermal) séo
responsaveis pela inducdo ou inibicdo do desemaehio dos foliculos/ovdcitos. Os
mecanismos responsaveis pelo crescimento dos osbdiliculos pré-antrais sdo ainda
pouco conhecidos (FAIR, 2003; McNATTY et al., 19898;NATTY et al., 2000; VAN DEN
HURKE ZHAO, 2005).

O ovdcito em estagio de vesicula germinativa (V@ngleta a primeira divisdo
meidtica no periodo de 48 a 72 horas apés a owlagéermanece apto a fecundacéo por
aproximadamente 108 horas (YAMADA, 1992). Os otaxiem estagio de VG, apos a
ovulacdo requerem de dois a cinco dias para cean@enaturagcéo (OTOI et al., 2000).

Os foliculos antrais sé@o caracterizados pela foimag uma cavidade, o antro, que
acumula liquido folicular no interior das multicasaa de células da granulosa. A producéo
deste liquido folicular é intensificada com aumettotamanho dos foliculos. Esse liquido
serve como fonte importante de moléculas reguladoc@mo as gonadotrofinas, o0s
esteroides, os fatores de crescimento, as enzangspteoglicanas e as lipoproteinas que séo
derivadas do sangue e das células que integramiculéol(VAN DEN HURK E ZHAO,
2005).



2.4.1. Foliculos poliovulares ou multi ovocitos (M€)

Tradicionalmente, o foliculo do ovéario é uma unidad®fofuncional contendo uma
célula germinal, € rodeado pelas células somaticgsostas em uma uUnica ou multiplas
camadas, de acordo com estagio de desenvolvimentolidalo. Na maioria dos casos,
foliculos ovarianos contém apenas uma célula getrpovafoliculo, e esta é a regra para 0s
grandes foliculos de animais domésticos. Folicd®svadcitos multi ovulares eram referidos
como foliculos poliovular, foram relatados ocorrern cadelas, coelhas e gatas, embora de
significado ainda obscuro. De acordo com relatasremmes, MOFs sdo mais frequentemente
observadas em recém-nascidos e em animais jovegselem animais adultos. (PAYAN-
CARREIRA et al., 2008)

A origem de MOF é desconhecida. Tem sido propogepmpde derivar a partir de
falha desagregacédo de células germinativas dueanfases iniciais de foliculogeneses, ou
que a sua taxa de desenvolvimento é mais rapidaela diferenciacdo das células somaticas
circundantes, por conseguinte, resultando em aséol de varias células germinativas no
interior de um foliculo (BRISTOL-GOULD e WOODRUFEQQ6).

Na regido externa do cortex do ovario, grande nander foliculos primordiais se
apresentam dispostos em ninhos ou estruturas emafde corddo e menor nimero de
foliculos primarios e secundarios, e MOFs séo ifaaiite perceptiveis (McDOUGALL et al.,
1997). A prevaléncia MOFs mostra uma tendénciaméndir com a idade, como reportadas
pelos autores McDougall et al., (1997) e Bristo(& e Woodruff (2006), isso parece ser
particularmente verdade para animais idosos coms d&i8 anos de idade. Frequentemente
encontra-se um animal que mostra diferentes tipdgl@Fs, que pode conter de dois a cinco
ou mais ovacitos por foliculo. Adicionalmente, MOiesam retirados em ambos 0s ovarios.
De acordo com Telfer e Gosden (1987) a probabiiddel observar MOF pré-antrais com
mais do que cinco células germinais é remota, empamagdo com a probabilidade de
encontrar MOFs contendo dois a trés odcitos. A bg®té de que exista relagdo entre o
potencial de prevaléncia MOF e a prolificidade, wea que a frequéncia de ocorréncia é

particularmente elevada em cadelas mesticas, gugesalmente muito mais férteis.



2.5. Utilizag&o de hormonios

O uso de dosagens hormonais para reconhecimemmeuticéo € bastante discutido.
As gonadotrofinas nas cadelas s&@o secretadas dea fpulsatil, e esses pulsos sao
coincidentes, assim, a onda pré-ovulatéria do LH esecre¢cdo do horménio foliculo
estimulante (FSH) estdo intimamente relacionadagsc@réncia da ovulacdo, porém a
correlacdo entre essas gonadotrofinas € complaxgug ocorre regulacdo diferencial da
secrecdo de FSH e LH nas cadelas (REYNAUD et@D5R

De acordo com Kooistra e Okkens, (2001) a progoesigdanestro é associada a
crescente secrecdo de FSH, juntamente a secredde, dais fatos mostram que o aumento
do FSH circulante pode ser considerado um eveftioacpara a ocorréncia da foliculogénese
ovariana e para o término do anestro.

A dosagem de LH nas cadelas ndo é uma pratica iratimmwis é dispendiosa e
consome tempo, o0 que explica o fato de muitos pesdores e clinicos optarem pela
mensuracdo das concentracdes de progesterona fEéca ovulatéria. Concentracao
plasmatica de progesterona de 2ng/ml (16 nmol/Liesponde ao dia 0 do ciclo estral ou ao
surgimento da onda pré-ovulatéria de LH, portantconhecimento das concentracdes de
progesterona assume papel preponderante no mamejoberturas naturais controladas ou
nas inseminacoes artificiais (KUSTRITZ, 2001; REYWIA et al.,, 2005; GIER, 2006).
Segundo Lévye Fontbonne (2007) a concentracaocdggtierona no momento da ovulacéo é
praticamente constante e por volta de 6,26 = 1g&®mIn.

A inducdo do cio na cadela em anestro sdo praixadgenas que tentam mimetizar
as condi¢Bes requeridas para o inicio do desemweito folicular, assim essas técnicas
deram resultados promissores mas a aplicacdoaliiac mesmas € limitada, outra alternativa
disponivel € a combinacdo de um composto estrogédietilestilbestrol (DES) e uma
gonadotrofina (BOUCHARD et al.,, 1993). Combinacéde ®ietilestilbestrol (DES),
Horménio Luteinizante (LH) e Horménio Foliculo Hstilante (FSH) apresentou bastante
éxito em induzir o estro em cadelas de corrida eqaslas da raca Greyhound (MOSES e
SHILLE, 1988). Infelizmente, o composto LH ndo asigd@is disponivel e os resultados foram
desanimadores quando a gonadotrofina coribnica hamfi substituida pelo LH.
Previamente, uma combinagdo de DES e FSH foi alzalean fémeas mesticas com ciclo
mistos com resultados modestos (BOUCHARD et aB1190 FSH tem acéo farmacologica

prolongada que pode interferir com o processo decéml do estro. Esse tem sido apontado
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como hormonio fundamental no meio de cultivo, @aresentar atividades como a regulagéo
da expresséao de diversos fatores de crescimeni@qusua vez, participam da ativagéo e do
crescimento folicular. Todos esses eventos saoesoprdiveis para a obtencédo de ovdécitos
competentes durante o cultivovitro. Além disso, esse hormdnio promove a proliferakzo

células da granulosa, a formacgéo do antro e a;éohila atresia folicular (CALIMAN, 2014).

2.6. Classificacdo e desenvolvimento dos foliculos

A classificacdo dos foliculos baseia-se nas camddastlulas da granulosa, pelas
quais o ovocito encontra-se envolvido (YAMADA, 199ICKSON, 1993 e DURRANT,
1998). Os foliculos primordiais possuem ovocitoswidados por uma camada de células da
granulosa pavimentosa ou pavimentosa - cuboidalol@silos primarios possuem uma unica
camada de células da granulosa, cuboidal ao remla@vdcito. Ja os foliculos secundarios
apresentam duas ou mais camadas de células ddogancuboidais ao redor do ovocito,
esses sdo considerados foliculos préantrais, paishaaformacdo do antro (HULSHOF,
1994).

Uma das fun¢des das células do cumulus é transigoite nutricional ao ovocito,
mecanismo este de fundamental importancia parpéiescanina, pois as células do cumulus
mantém-se ligadas ao zigoto até o estagio de momeeter as camadas de células do
cumulus é vital para o desenvolvimento dos ovo@tasturos embrides caninos (NICKSON,
1993).

Hewitt e England (1997) relataram que também éipelsslassificar os complexos
cumulus ovécitos (CCO) em trés graus distintosgamgrau | apresenta pigmentacao escura
e com uma ou mais camadas de células do cumubus;ligapresenta pigmentacéo clara com
camada incompleta de células do cumulus e graaptidsenta coloracédo palida, sem formato
definido e sem células do cumulus aderidas, saddarasios ovécitos degenerados.

A primeira funcdo dos fatores de transcricdo deogado ovocito € coordenar o
desenvolvimento do foliculo primordial. A influéaailo ovacito nas células da granulosa dos
foliculos pré-antrais pode estabelecer o programra  desenvolvimento dos foliculos
antrais, a medida que os hormonios gonadotrofigescem seus efeitos mais decisivos sobre
os foliculos (EPPI et al., 2002).
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O fator de crescimento dos nervos (NGF) faz partdadzilia de proteinas das
neurotrofinas (NT) (FAIR 2003; ALBERTS et al., 2QG4AFEZ 2004) que estédo envolvidas
na sobrevivéncia e diferenciacdo dos neurdniosistensa nervoso central e periférico. A
sintese de NGF nas células da granulosa sugei fontgdo para as proteinas neurotrofinas
no sistema enddcrino reprodutivo. O NGF estd emdolno crescimento dos foliculos
primordiais, independentemente das gonadotrofinpsfiarias (DISSEN et al., 2001). A
expressao do receptor do horménio foliculo estimteldFSHr) parece ser iniciada a partir
dos foliculos primarios, os quais sdo responsieds%®H, embora os receptores do FSH sejam
variaveis neste estadio de desenvolvimento (OKTA¥le 1997; VAN DEN HURK et al.,
1997).

A expressdo do NGF (NT-4) nas células da granutesa acdo regulatoria no
desenvolvimento dos ovocitos de mamiferos, porratuanos receptores da tirosina quinase
B, bem como no desenvolvimento do estroma ovaripetg interacdo com o receptor de
neurotrofinas (ANDERSON et al., 2002). O silenciatoedo gene que codifica o0 NGF
resulta na deficiéncia do desenvolvimento do ovamamlucdo do numero de foliculos e
aumento de ovécitos desnudos. O NGF também pode @8 células da teca que expressam
0S receptores tirosina quinase A, aumentando sobfepacdo horas antes da ovulacao
(DISSEN et al., 2000; DISSEN et al., 2001).

Fatores que influenciam o desenvolvimento dos dtw& secundarios e terciarios
podem ser derivados dos ovocitos (Ex.: Proteindagenética 6ssea (BUKOVSKY et al.,
2005), Fator de crescimento diferencial (YOSHINA@#al., 1993) e Conexina (YOUNG e
McNEILLY, 2010), das células da granulosa (Ex.:ofate crescimento epidermal, Activina,
Folistatina, Inibina) e das células da teca (ExtoF de crescimento epidermal, Proteinas
morfogenética 0ssea e Fator de crescimento sentelhansulina 1) (VAN DEN HURK e
ZHAO, 2005).

Os foliculos secundéarios sdo responsivos aos haos\@onadotroficos e podem
progredir para o estadio seguinte do desenvolvionantral, com uma circulacdo minima de
FSH, mas o horménio luteinizante (LH) parece seisrmaportante para o crescimento dos
foliculos neste estadio do desenvolvimento, provaeete porque as células da granulosa
apresentam receptores para FSH pouco receptivis/éstdos receptores de LH nas células
da teca, o horménio desencadeia o processo ddriass de androgenos tecais que podem

estimular a formacédo de novos receptores de FSHdélatas da granulosa. Deste modo o
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FSH pode amplificar seu efeito sobre os foliculesuadarios (McGEE e HSUEH, 2000;
VAN DEN HURK e ZHAO, 2005; YOUNG e McNEILLY, 2010).

2.7. Cultivo ovocitario

As pesquisas estao direcionadas para a otimizagéaxd de maturacao vitro que
se assemelham ao ambiente endocrino de maturagdaditoin vivo (HEWITT et al., 1998;
HEWITT e ENGLAND, 1999; BOLAMBA et al.,, 2002). Decardo com OTOI e
colaboradores (1999) quando comparado o uso dedsocadela no estro como componente
do meio de cultivo, este, mostrou ser mais efiei@m proporcionar maturacfovitro até o
estadio de metafase Il em relacdo ao uso de saradida em anestro e diestro.

O objetivo principal da maturacéo vitro de foliculo ovariano pré-antral (FOPA) é
permitir o desenvolvimento folicular asseguranderescimento e maturacdo dos odcitos,
bem como a multiplicacdo e posterior diferenciagas células da granulosa inclusas nesses
foliculos (FIGUEREDO e FREITAS, 2002). O cultivo dearios tem sido usado para avaliar
a importancia da vascularizacdo (FORTUNE et al.020@&poptose (FLAWS et al., 2001) e
fatores de crescimento (ERICKSON, 2001) para dedeimento de foliculos primordiais
(O'BRIEN et al., 2003).

Em roedores, a pequena dimenséo dos ovarios giiasibcultivo do érgéo inteiro,

0 que tem sido util para o estudo da foliculogéneseial em pequenos mamiferos
(FORTUNE, 2003). Em animais domésticos de médiaamde porte, devido as grandes
dimensdes dos ovarios, ndo € possivel utilizar ess#elo. Para esses animais, o cultivo é
realizado utilizando-se pequenos fragmentos dexantariano, rico em foliculos primordiais
para avaliar a ativacdo e crescimento de folicplosarios caprinos (SILVA et al., 2004),
bovinos (BRAW-TAL e YOSSEFI, 1997) e humanos (SCC8tTal., 2004; ZHANG et al.,
2004).

O cultivo de pequenos fragmentos do cOrtex ovariano a vantagem de manter a
integridade estrutural folicular, as interacdeseeat células e células do estroma, facilitando
a perfusédo do meio para o tecido ovariano (TELFERG; ABIR et al., 2006).

A composicao do meio de cultivo € um importanterfglara o sucesso do cultiiro
vitro de foliculos ovarianos e pode ser influenciada @elicdo de diferentes substancias,

incluindo antibidticos, tampdes, substratos nuiriais (lipideos, proteinas, aminoacidos,
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acidos nucleicos, vitaminas, monossacarideos)redifes fontes proteicas, antioxidantes e
diversos fatores de crescimento (FIGUEREDO et28I08). Dentre os meios de cultivo de
base comumente utilizados para foliculos preantdgistacam-se o Meio Essencial Minimo
(MEM) simples (MATOS et al., 2007) ou alfa modifttza (SILVA et al., 2011), o Meio de
Cultivo Tecidual 199 (RAJARAJAN et al., 2006) e MO¥'’s (TELFER et al., 2008).

2.8. Estado atual do cultivo e perspectivas futuras

O estado atual do cultivim vitro de foliculos pré-antrais encontra-se em notavel
progresso em varias espeécies. Em Gatas (JEWGENOWT@LTE, 1996), Gambas
(BUTCHER e ULLMAN, 1996) e Macacas (FORTUNE et dl998) ja foi observado o
crescimento de foliculos pré-antrais isolados apégsltivoin vitro, porém sem a formacao de
antro. Nas espécies bovina (GUTIERREZ et al., 2000CAFFERY et al., 2000), ovina
(CECCONI et al., 1999), caprina (HUAMIN e YONG, Z)C humana (ROY e TREACY,
1993), foliculos pré-antrais isolados foram culliesin vitro e se desenvolveram até o
estadio antral. Em suinos, foliculos secundariesoidosin vitro chegaram até a ovulagéo e
tiveram seus odcitos fecundadasvitro (HIRAO et al., 1994), com desenvolvimento até o
estadio de blastocisto (WU et al., 2001).

Apesar do grande avanco no cultisovitro de foliculos pré- antrais com as referidas
espécies, 0s resultados mais satisfatorios tém atidervados em animais de laboratorio
(Eppig e O’Brien, 1996). Os mesmos autores obtmepanascimento de um camundongo a
partir de foliculos primordiais crescidos, maturadogecundadosn vitro. Entretanto, o
rendimento referente a producéo de odcitos mawptir de foliculos pré-antrais € baixo e
variavel devido a inadequacéo dos meios de cutlisjponiveis.

O avanco das biotecnologias de reproducéo asststida@espertado grande interesse
da comunidade cientifica no que concerne a pres@ovde espécies carnivoras ameacadas de
extincgdo. O desenvolvimento de biotecnologias azatildo animais domésticos
filogeneticamente préximos, como modelo experinetden ganhado grande destaque. Neste
cenario, o cao doméstico vem desempenhando imperfapel, permitindo a pesquisa, 0
aprimoramento e a aplicabilidade dessas tecnologgmsespécies silvestres ameacadas
(LUVONI et al., 2003). A perspectiva é de que estasicas possam ser facilmente aplicadas

em programas de manejo e conservacdo de espébiestres como o lobo Guara

14



(Chrysocyon brachyurgisa Raposa-do-campbycalopexsp.), o Cachorro vinagr&peothos
venaticuy e o Cachorro-do-mato-de-orelhas-curt@#delocynus microtjs (GOBELLO e
CORRADA, 2003; LUVONI et al., 2005).

3. MATERIAL E METODOS

3.1. Local de execucao e coleta de material

O experimento foi conduzido no Canil Municipal lbzado no Departamento de
Medicina Veterinaria, no Campus da UniversidadeeFadde Vigcosa, no municipio de
Vicosa, Minas Gerais. Foram utilizados ovarios ele sadelas adultas, saudaveis, na fase de
anestro e provenientes de castracbes do programeordeole populacional de animais
errantes do Canil Municipal/ DVT — UFWhediante a autorizacio da Comissédo de Etica para
0 Uso de Animais da UFV (CEUA) protocolo 94/201dravado em 05/03/2015.

O processamento e as andlises das amostras acanteo® Laboratorio de
Biotecnologia da Reproducdo de Pequenos Animaisim#s Silvestres (REPAAS), e as
analises histolégicas foram feitas no Laboratérid-tologia Vegetal no Departamento de
Biologia Vegetal, na Universidade Federal de Vicdsaamostras de sangue de cadelas no
proestro e cadelas gestantes foram coletadas h@iarda casuistica de recebimento do Canil

Municipal/ DVT — UFV.Os procedimentos clinicos e cirdrgicos foram deseidas

3.2. Protocolo experimental

Imediatamente apds a colheita cirdrgica, os ovéigoam lavados com solugédo
salina a 0,9 % previamente a manipulacdo em amebestéril em capela de fluxo laminar.

Cada ovario foi seccionado com bisturi circuladdem para obtencdo de quatro fragmentos
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da regido parenquimatosa. Um dos fragmentos foiaremhado imediatamente para
processamento histolégico e utilizado como contrdls demais fragmentos foram
encaminhados para incubagcédo em ambiente estédi8iooras em atmosfera de 5 % de CO2,
95 % de umidade relativa e 39, em trés diferentes tratamentos: T1: cultivadnss60 pL

de Meio Essencial Minimo (MEM); T2: cultivados eri05uL de Meio Essencial Minimo
associado a 150 pL de Soro de Cadela gestante (MERpre) e T3: cultivados em 500 pL
de Meio Essencial Minimo associado a 150 puL de SercCadela no proestro (MEM +
SCpro). Apos o cultivo os fragmentos foram encamidnbao processamento histoldgico.

Os soros foram obtidos por meio de centrifugacdandestras de sangue, coletados
por venopuncao da veia cefalica de cadelas adskaslaveis, provenientes da casuistica de
atendimento no Canil Municipal/ DVT — UFV. Estasgaram por uma triagem e as cadelas
que foram identificadas na fase de proestro ouagtst foram selecionadas para colheita de
sangue. A identificacdo da fase do ciclo estralrdailizada por meio de swab intravaginal,

exame fisico, histérico do animal e palpacao tradsainal.

3.3. Processamento e analise histolégica ovariana

Os fragmentos destinados a histologia foram fixaoms imersdo em solucdo de
Karnowisky por até 24 horas. O material fixadodesidratado em passagens sucessivas em
solucdes de alcool em concentracdes crescenté®,(80 %, 90 %, absoluto) por 2 horas, e
infiltrados em banhos de resina glicol metacrilatposteriormente incluidos por adicdo de
catalisador. Foram obtidos cortes histolégicos cbnum de espessura em micrétomo
Spencer® com navalha de ago e corados por imersacoeante azul de toluidina por 20
segundos. Com o auxilio do microscoépio Optico emenio de 10x, foram contabilizados um
total de 100 foliculos, integros e com presencanlgdeo visivel, nos estagios primordial,

primario e secundario, em area continua da cortexiana. Para isso foi utilizada a
16



classificacdo histologica preconizada por Hulshd994), em que foliculo primordial

apresenta uma camada de célula da granulosa de fpawimentosa ou pavimentosa
cuboidal; foliculos primarios possuem uma Unicaadende células da granulosa cuboidal ao
redor do ovdcito e o foliculo secundario apresehtas ou mais camadas de células da

granulosa, cuboidais ao redor do ovocito.

3.4. Andlise estatistica

O numero de foliculos nos diferentes estadios eserd@lvimento e primordial
foram analisados quanto a média, desvio padraofeieoée de variacdo, sendo comparadas
entre os diferentes tratamentos pelo teste parmmée comparacdo de médias T Student. Os

resultados foram considerados significativamerfezehtes a 5 % de probabilidade de erro.

4. RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1. Aspectos descritivos

Apos o processamento histolégico foram examinadosneroscopio de luz. A
estruturacdo histologica ovariana da cadela apmsecaracteristicas comuns a outras
espécies, como a distribuicdo parenquimatosa em aameada cortical contendo foliculos
ovarianos e uma medular ricamente vascularizadanasmo estruturagdes singulares como
a presenca de corddes de células epitelioides,odeatestroma ovariano, descrito apenas em
carnivoros domeésticos (BACHA et al., 2003) (FIGUBH. A quantidade volumétrica destas
estruturas variou entre os fragmentos de ovariadisaglos. Segundo Zachary e McGavin
(2013), os corddes de células epitelioides podendesgominados glandulas intersticiais por

apresentar caracteristicas do tipo enddécrino.
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Figura 1: A pota da seta indica os Cordfes de células edides dentrc

do estroma ovarno de cadela:

Também, de foria singular, foram observadas a presencfoliculos poliovular ol
multi ovécitos (MOFs) n cértex ovariana na maioria dos animaiudados (FIGUA 02).
Estes MOFs sao formas por dois ou mais pequenos od0citos adas por camadas
células da granulosa culdes e finas, foram também descritas emas e coelhalPAYAN-
CARREIRA et al., 2008)Estes autores descrevem que a ocorréde MOFs € mar em
animais jovens decrescio significativamente com o avancar dade, e é definida nc
primeiros estagios de dznvolvimento folicular, a partir de falhaa separacdo de célu
germinativas ou ainda e a taxa de desenvolvimento destas ceé € mes rapida que a
diferenciacdo das célulesomaticas circundantes, resultando naiséo de varias céluli
germinativas no interiore um foliculo. A presenca das MOFs pm afetar o nimero
ovécitos recuperados dinte aspiracao folicular ou influencias axas de ovulacdo e
protocolos de reproducaissistidaPAYAN-CARREIRA et al., 2008).
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Figura 02. Foliclos poliovular ou multi ovécitos (MOFsna corte»

ovariana de cade

No parénquimavariano foram observadas a presencaliculos em diferens
estagios de desenvolviento, sendo que foliculos primordiais, marios e secundaric
frequentemente ocupav. posicdo mais superficial em relagdo foliculos terciarios
antrais (FIGURA 03). A artir do desenvolvimento do foliculo securio para teliario estes
acumulam o liquido inrsticial, passando a ser consideradosno antrais. Barnett
colaboradores (2006) reionam o evento de formacdo antral a nizacao das células
granulosa na producdo um fluido folicular contendo agua, eletns, proteinas séricas e
alta concentragdo de hconios esteroides. A sintese destes horrs resulta na comple)
regulacdo do desenvolento folicular SKINNER, 2009. Assim todo 0 processo (
desenvolvimento folicule pode ser dividido em uma fase -artral, que é subdividida el
ativacao dos foliculos pnordiais e crescimento de foliculos primé e secundarios, e ur
fase antral, subdividida 1 crescimento inicial e terminal dos folics terciarios e formagé

do foliculo préevulatério SILVA et al., 2004a).
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Figura 03. Foliculo rimordial (A) e foliculo terciario (B) emovérios de
cadela

4.2. Aspectos quntitativo:

ApoOs as 48 has de cultivoin situ, todos fragmentos Je ovérios avaliados
apresentaram desenvolento folicular, ou seja, o numero de folicc em desenvolvimen
(foliculos primérios e scundarios) aumentaram significativamerem relacdo ao grug
controle (TABELA 1).

A metodologia nais emprgada para o desenvolvimento icitario em condi¢cOe
laboratoriais é o cultivin vitro de ovoécitos removidos de ovariosm animais domesticc
esta pratica é bastantefundida, com resultados variados, vistae varios fatores, gt
incluem a adicdo ou remdo de componentes do meio, como :inas, gonadotropine
hormonios e fatores deescimento, fluido e/ou células de oviduassim como a sele¢
ovocitaria com base naise do ciclo estral da fémea no momeda remocao ovarian
constituem aspectosxgorados diferentemente para a maiorias; animais doméstice
(RODRIGUES, 2003).

Os meios empredos na maturagin vitro de ovocitos de wnideos sdo adaptact
daqueles empregados p outros mamiferos e tém falhado na conac¢éo de requeriment
espeificos, que diferen consideravelmente do modelo gerHEWITT et al., 199).
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Diversos autores buscam avaliar o efeito dos eseatmlocrinos pré- ovulatoriaa vivo
sobre os ovdcitos da cadela e sua subsequenténoifuna maturagéo vitro (HEWITT e
ENGLAND 1997; LUVONI, 2000; OTOI et al., 2001; RODRJUES e RODRIGUES, 2002;
SONGSASEN et al., 2002; WILLINGHAM-ROCKY et al., @8).

A eficacia de um meio de cultivo esta vinculada anatencdo da morfologia
(FIGUEIREDO et al., 2002); a preservacao da vidade (JEWGENOW e PITRA, 1993);
ao teor de DNA e a expanséao do ovocito submetidmbivo (NUTTINCK et al., 1996).

ApoOs longo periodo no interior do foliculo, o owdcdeve adquirir competéncia a
fecundacdo, denominada maturacéo, processo caédstipor um conjunto de modificacbes
morfoldgicas, bioquimicas e fisioldégicas (SCRIBAN99). De acordo com 0 mesmo autor,
podem-se distinguir trés tipos de maturacdo: agamctjue corresponde ao reinicio da meiose
e expulsdo do primeiro corpusculo polar pelo nudeoovdcito; a citoplasmatica, que é
caracterizada pela capacidade do citoplasma desgsad o nucleo do espermatozoide e
transformé-lo em pré-nicleo masculino, e a maturad® membrana que permite a zona
pelicida do ovocito reconhecer 0s espermatozoidessuh espécie. Mimetizar essa
experiéncian vitro, com a reconstituicdo de todas as etapas quevema maturacam
vivo dentro do ambiente laboratorial, € um objetivo aom e uma das metodologias
recentemente desenvolvidas, visa 0 desenvolvimevaitario in situ, ou seja cultivo de
fragmentos ovarianos que poderiam fornecer os datonecessarios para 0 pleno
desenvolvimento folicular e ovocitario.

De acordo com Silva et al., (2006) o cultivo degfn@ntos ovarianas situ, € uma
estratégia viavel para promover o crescimento déulos primordiais de espécies
domésticas e primatas, inclusive a cadela, embhaaafisiologia reprodutiva apresenta-se
bastante diferente, dificultando a utilizacdo ddosmele cultivos ja pré estabelecidos com
sucesso em outras especies.

Observou-se uma evolugédo do processo de desenesitorfolicular, que consistiu
na diminuicdo do numero de foliculos primordiaismcconsequente aumento do niumero de
foliculos em desenvolvimento. Assim, na Tabela tlepge observar que o nimero médio de
foliculos primordiais no grupo controle (67,62) reduem 65,6, 79,8 e 92,6 % em relacao
respectivamente aos tratamentos T1, T2 e T3 e emide foliculos em desenvolvimento no
grupo controle aumentou 136, 166,7 e 193,4 % eatgdel aos tratamentos T1, T2 e T3
respectivamente. Porém nenhuma variacdo signifecafibi observada entre os valores
meédios obtidos nos tratamentos T1, T2 e T3 reseunente (TABELA 1).
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Tabela 1. Médias, desvios padrdo e coeficiente d@g@ da percentagem de foliculos
primordiais e em desenvolvimento (foliculos primb&isecundario) em fragmentos ovarianos

de cadelas, em diferentes meios de cultivo.

Tratamento Primordial CV (%) Em desenvolvimento CV (%)
Controle 67,62 +£10,84° 16,09 32,37+ 10,88° 33,61
T1 23,25 £15,74% 67,5 76,66 +15,74° 20,53
T2 13,65+8,92° 65,41 86,34 +8,93° 10,34
T3 502+442° 88,05 94,97 +4,42° 4,66

Letras diferentes na mesma coluna representam sé&idgnificativamente diferentes
(p<0,05).

Quando se avalia os diferentes tipos de foliculosdesenvolvimento observa-se
qgue o numero médio de foliculos secundarios nogogricultivados, embora apresente
aumento numérico em relacdo ao grupo controle feidabservada diferenca (p>0,05). Ja o
namero medio de foliculos primarios nos gruposiadios, aumentou significativamente em
relacdo ao grupo controle (TABELA 2). Assim, as H@as observadas de cultivo foram
suficientes para que grande numero de foliculosm@udiais iniciassem o0 seu

desenvolvimento independente do meio de cultiMzatlo.

Tabela 2 Médias, desvios padrdo e coeficiente de variacdgpetaentagem de
foliculos primordiais, primario e secundario emgfrentos ovarianos de cadelas, em

diferentes meios de cultivo.

Tratamento Primordial CV (%) Primario CV (%) Secundario CV (%)
Controle 67,62+ 10,84° 16,09 153+599°¢ 39,15 17,06+ 11,13° 65,22
Tl 2325+ 15,74° 675 436+ 1385° 31,74 3301t 1280° 3,78
T2 13,65£892° 65,41 539+11,19" 20,76 R4 428° 132
T3 502+442° 88,05 474+1681° 3547 47541957° 4,15

Letras diferentes na mesma coluna representam amésignificativamente diferentes
(p<0,05).

O meio Minimum Essential EagleMEM) foi suficiente para o cultivan situ e
desenvolvimento inicial de foliculos primordiais. MIEM é composto por 21 aminoacidos
essenciais, complexos de vitaminas B, vitaminas [T e sais inorganicos. Porém, sabe-se
que a composicdo do meio é um fator de suma impnédara o sucessno vitro durante

cultura de foliculos pré-antrais, e diversos fagredem ser acrescido ao meio para favorecer
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este desenvolvimento (CALIMAN et al.,, 2014). A umséo de hormbnios nos meios de
cultivo tem como objetivo principal mimetizar o miambiente ao qual o odcito esta
submetido durante o periodo de maturagaovo (UCHIVA, 2003).

Segundo CALIMAN et al., 2014 o Horménio Foliculdiesilante humano (hFSH)
€ capaz de promover a ativacdo de foliculos prirazr@ manter a integridade ultraestrutural
de foliculos pré-antrais caprinos cultivadiositu por até sete dias. O FSH tem sido apontado
como um horménio fundamental no meio de cultivoy ppresentar atividades como a
regulacdo da expressao de diversos fatores deimeggo que, por sua vez, participam da
ativacdo e do crescimento folicular. Todos esteategesdo imprescindiveis para a obtencéo
de ovocitos competentes durante o cultiwvovitro, além disso, este horménio promove a
proliferacdo das células da granulosa, a formagéantro e a inibicdo da atresia folicular
(CALIMAN 2014). De acordo com o mesmo autor, a adigde Fator de crescimento
semelhante a insulina | (IGF- I) ao meio cultivivatos foliculos em desenvolvimento com
um dia de cultivo. Além disso, a utilizacdo de Tinax (T4) € eficaz na manutencdo da
sobrevivéncia, ativacdo e crescimento de folicekysrinos cultivado$n situ, durante sete
dias, sendo que a algumas combinacfes destessfanreacréscimo ao meio MEM de
cultivo, favorecem os aspectos de desenvolvimaticufar e ovocitarian situ.

Betteridge et al., (1989) em estudo de cultivovitro de ovocitos de bovinos e
Magalhdes et al., (2009) em estudositro com cabras, também observaram que a adi¢do de
FSH a partir de um dia de cultura promove a atiwdgBcular, diminuindo a percentagem de
foliculos primordiais em comparacao com o controle.

Como é sabido, o LH é indispenséavel para o crestorfanal dos foliculos e para a
maturacdo completa dos odcitos, na fase antral MEtLal., 2004). Contudo, seu papel na
fase inicial (foliculos pré-antrais) nao esta aiaeate definida (SALVETTI et al., 2007).

O papel estabelecido pelo estrogénio em iniciatentar a foliculogenese na cadela
foi sugerido por Richards (1980). O estradiol, aptgmente, habilita o FSH a induzir
receptores de LH nas células da granulosa, o gudtaeem uma maior responsividade para
as concentracdes basais de LH, promovendo um rresm adicional folicular e producao
adicional de estradiol. Em ultima analise, o deskmwento dos foliculos pré-ovulatorios é
sincronizado com a onda de LH por meio do aumeattdimuo de estradiol resultante na
ovulacéo (RICHARDS, 1980).

O acréscimo de soro de cadela no pro estro (SCpsgu a suplementacdo de

estrogenos que poderiam influenciar o desencaddarderdesenvolvimento foliculam situ,
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porém, sem a suplementacdo adicional de FSH e EH, foram observadas diferencas
significativas nas médias de foliculos em desenw@wito em relacdo ao tratamento ndo
suplementado. Hormoénios esteroides participam vafetente do processo de maturacéo
nuclear ovocitaria na medida em que promovem nuadifies bioquimicas diretas no o0cito
ou na tuba uterina, esta constatacao foi iniciatendascrita por NICKSON et al., (1993) que
observaram efeito positivo da adigdo do soro delaadem estro ao meio de maturagdo em
cultivos de ovécitosn vitro. OTOI et al., (1999) comparam os efeitos da supléagéio com
soro de cadelas em estro, metaestro e anestraofiearam que um namero significativo de
odcitos atingiu os estagios de metafase | e Il dauracdo nuclear em meio contendo soro de
fémeas em estro.

Sabe-se que na cadela, o principal hormonio edegivolvido nos mecanismos da
ovulacdo, maturacéo ovocitaria e fertilizacdo éag@sterona, assim, a maturacao ovocitaria
in vivo ocorre sob altas concentragcdes de progesteronamremicroambiente (tuba uterina)
previamente modificado por agdes estrogénicas (VBH2003),

A progesterona exerce um efeito estimulador solsit@se de um fator promotor
de maturacédo (MPF) no odcito, responsavel pelarguddbvesicula germinativa (SALUSTRI
et al., 1993). Evidencia-se, assim, um efeito heaéa progesterona principalmente nos
periodos mais avancados de maturagadtro (UCHIVA, 2003).

De acordo com Concannon, Hansel e McEntee (19&7Yynha relacdo intrinseca
entre as concentracdes de estrogeno e progestduosuate o ciclo estral na cadela, pois a
queda brusca da relacdo estrégeno - progesteropaepser a principal responsavel pela
liberagdo pré-ovulatéria de LH. Desta maneira, mergismo existente entre este dois
esteroides no meio de maturacdo ovocitario poderibairttanto para o estimulo direto a
célula germinativa como para criar condicdes prapi@a atuacdo do LH nas células da
granulosa (UCHIVA, 2003).

De acordo com Vanucchi (2003) o cultivo de ovécittes cadelain vitro com
suplementacdo de progesterona isoladamente fofibter@ématuracdo nuclear até o estagio
de metéafase Il nas primeiras 48 horas de avali®&d@ioe-se que a sintese de progesterona na
cadela ocorre mesmo anteriormente a ovulacéo, miortap soro de cadelas em estro
apresenta concentracdes elevadas de progesterprapa@cionou os melhores indices de
maturacdo nuclear apos 72 horas de cultivo (OTGCil.et1999). E possivel inferir que a

progesterona pode acelerar o processo de matunacéEar dos odcitos de cadela, pois, em
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meios de maturacdo sem horménios, também foi pelsgérificar odcitos em estagio de
metafase Il porém, somente apds 96 horas (UCHIV@BRO0

O acréscimo de soro de cadela prenhe (SCpre), \@ssuplementacdo do meio
MEM, com progesterona, para observar o comportamelot desenvolvimento inicial
folicular in situ, ndo havendo diferenca significativa do desencadat ou inibicdo do
desenvolvimento folicular na cadela em relacdo am suplementado com soro de cadela no

pré estro ou no meio MEM.

5. CONCLUSAO

Pode ser concluido que o meio de cultivo utilizadsociado a técnica de cultivo
situ foi suficiente para promover o desencadeamento donwddsemento folicular em
ovarios de cadelas, sendo que a suplementacdo harcaon soro de cadela no pro estro
(SCpro) e soro de cadela prenhe (SCpre) nao irdflaem na taxa de desenvolvimento.
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