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Resumo: A taxa de maturacao in vitro (MIV) de odcitos caninos € considerada baixa, com menos de
20 % de retomada meidtica, sendo a qualidade oocitaria um fator determinante. O presente trabalho
teve como objetivo avaliar a qualidade oocitaria de cadelas saudaveis, utilizando a viabilidade das
células do cumulus (CCs), a verificacdo das espécies reativas de oxigénio (EROs) e a morfometria
dos odcitos. Doze cadelas, com idade média de 2,3 (+ 1,3) anos e com peso médio de 9,4 (+ 5,2)
kg, foram submetidas a ovariosalpingohisterectomia (OSH) para coleta dos oécitos. Posteriormente,
foram realizados a classificagdo morfoldgica e o teste de viabilidade com Azul Cresil Brilhante (ACB)
do complexo cumulus-oophorus (CCOs). Os CCOs viaveis foram separados em grupos de acordo
com sua classificagcdo morfolégica (Gl, Gll ou GllII). Foi utilizada a sonda H2DCFDA para a avaliagdo
do nivel de EROs intracelular e as sondas Hoechst 33342 e lodeto de Propideo para a avaliagdo das
CCs viaveis e apoptéticas. Na morfometria, foram avaliados o didmetro total do odcito, o didmetro do
citoplasma, a espessura da zona pelucida, o raio e o perimetro. Foi utilizada a analise de variancia
para a analise dos dados. O grupo Gl apresentou o maior percentual de odcitos viaveis, as maiores
médias dos pardmetros morfométricos e o menor nivel de EROS intracelular. Nao houve diferenca
entre os grupos Gl e Gll em relagéo ao percentual de CCs viaveis. Em conclusao, torna-se necessario
realizar maiores investigacdes para determinar os niveis de EROs aceitaveis para a selegcao de
oocitos que serao utilizados para MIV em cadelas.

Palavras-chave: selegao de odcitos; competéncia meiodtica; avaliagao oocitaria; células do cumulus;
maturagao in vitro.

Abstract: The in vitro maturation (IVM) rate of canine oocytes is generally considered low, with less
than 20 % achieving meiotic resumption, and oocyte quality being a determining factor. This study
was performed to evaluate the oocyte quality of healthy bitches using cumulus cell (CC) viability,
reactive oxygen species (ROS) analysis, and oocyte morphometry. Twelve bitches, with a mean
age of 2.3 £ 1.3 years and mean weight of 9.4 + 5.2 kg, underwent ovariosalpingohysterectomy
for oocyte collection. Morphological classification and viability testing of the cumulus—oophorus
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complex (COCs) with Brilliant Cresyl Blue were subsequently performed. Viable COCs were divided
into groups according to their morphological classification (Gl, GlI or GlIlI). An H2DCFDA probe was
used to evaluate ROS levels in the oocytes, while Hoechst 33342 and propidium iodide probes were
used to assess viable and apoptotic CCs, respectively. For morphometry, the total oocyte diameter,
cytoplasmic diameter, zona pellucida thickness, radius, and perimeter were measured. Data were
analysed using analysis of variance. The Gl group had the highest percentage of viable oocytes, the
greatest mean values for morphometric parameters, and the lowest levels of intracellular ROS. No
difference was observed between the Gl and Gll groups in terms of the percentage of viable CCs. In
conclusion, further investigation is required to establish acceptable ROS levels for selecting oocytes
intended for IVM in bitches.

Keywords: Oocyte selection; meiotic competence; oocyte evaluation; cumulus cells; in vitro
maturation.

1. Introducéo

No mundo, 38 espécies da familia dos canideos correm risco de extingao, com duas delas
ja consideradas extintas. Dentre estas, seis espécies sdo nativas e/ou encontradas no Brasil:
a raposa-do-campo (Lycalopex vetulus) (Y, o cachorro-do-mato-de-orelhas-curtas (Atelocynus
microtis) @, o lobo-guara (Chrysocyon brachyurus) ®, o graxaim-do-campo (Lycalopex
gymnocercus) ¥, o cachorro-vinagre (Speothos venaticus) © e o cachorro-do-mato (Cerdocyon
thous) ©. As principais ameagas a essas espécies estio relacionadas a destruicdo de seu habitat
e a outras atividades humanas, como caga, introdugao de espécies domésticas, disseminagao de
doengas e atropelamentos, que tém efeitos negativos diretos e indiretos.

A utilizagao de técnicas de reproducao assistida (TRAs) é fundamental para programas
de preservagao de espécies. O cao doméstico (Canis lupus familiaris) € o principal modelo
experimental para a familia dos canideos. No entanto, as particularidades fisiolégicas reprodutivas
da espécie ainda sdo um obstaculo para os procedimentos de maturacao in vitro (MIV) e
subsequente fecundagao in vitro (FIV), que sao pontos cruciais das TRAs. Muitos autores relatam
resultados pouco satisfatérios, com menos de 20 % de competéncia meiética dos odcitos e, até
em 2007, ainda nao tinha sido registrada progénie nascida por meio de MIV e FIV em caninos
™, No entanto, vém sendo alcangados avangos na técnica ao longo dos anos: em um trabalho
realizado por Qin et al. ®, testando diferentes concentragdes de progesterona (P4) na MIV de
odcitos caninos, obteve-se uma taxa de maturagao de 29,7 %, além do nascimento dos primeiros
filhotes vivos de caes utilizando MIV e FIV.

A competéncia meidtica do odcito canino durante a MIV esta relacionada com varios
aspectos morfoldgicos do complexo cumulus-oophorus (CCOs). E preconizada a utilizagao
de odcitos de boa qualidade que apresentem o citoplasma de coloragdo escura e de aspecto
homogéneo, com didmetro maior que 100 um (excluindo a zona pelucida) e rodeado por duas
ou mais camadas de células do cumulus (CCs) ©. O teste com corante Azul Cresil Brilhante
(ACB) também é uma ferramenta amplamente utilizada, que possibilita a selegdo de odcitos que
finalizaram sua fase de desenvolvimento e, dessa forma, sdo mais viaveis para o processo de
MIV (19 No entanto, esses critérios ndo tém sido suficientes para a selecéo de odcitos totalmente
competentes para MIV, tornando necessarias maiores investigagdes sobre critérios de selegcéo
de odcitos.

Ciéncia Animal Brasileira | Brazilian Animal Science, v.27, 80766P, 2026.



Rodrigues AL S et al., 2026.

Uma vez que ja sdo conhecidos a influéncia da taxa de apoptose das CCs na capacidade
de desenvolvimentos dos odcitos (" e os efeitos deletérios de altos niveis de espécies reativas
de oxigénio (EROs) intracelular na qualidade do odcito, torna-se necessaria a verificagdo dessas
caracteristicas especificas em cadelas. Dessa forma, o presente trabalho teve como obijetivo
realizar um estudo comparativo de odcitos de diferentes Graus de qualidade de cadelas, levando
em consideracgao sua classificacado morfolégica, morfometria, teste de ACB, taxa de viabilidade de
CCs e nivel de EROs intracelular.

2. Material e métodos

2.1 Aspectos éticos e animais utilizados no estudo

Os dados foram obtidos a partir dos procedimentos de ovariosalpingohisterectomia (OSH)
eletiva, realizados no Hospital Veterinario Prof. Sylvio Barbosa Cardoso (HVSBC), localizado
em Fortaleza (CE), durante o periodo de maio a julho de 2024. O projeto foi submetido ao
Comité de Etica de Uso de Animais (CEUA — UECE) com o seguinte n° de protocolo: NUP
31032.003854/2024-80. Todos os procedimentos foram realizados de acordo com as diretrizes de
cuidados com animais. Foram coletados ovarios de doze cadelas comprovadamente saudaveis
por meio de exames clinicos e laboratoriais, de ragas variadas, entre um e cinco anos de idade.

2.2 Coleta dos CCOs

Apds o procedimento cirurgico, os ovarios foram transportados em tubos Falcon de 50
mL a 5 °C em uma solugao tampao-fosfato (PBS). A coleta dos CCOs foi realizada por meio da
técnica de slicing. Resumidamente, os ovarios foram isolados da bursa ovariana e delicadamente
fatiados em camadas de 1 a 2 mm de espessura, com o auxilio de uma pinca anatdémica “dente
de rato” 14 cm e lamina de bisturi n® 22, sobre a superficie de uma placa de Petri, contendo
meio PBS, de forma que os CCOs presentes no cértex ovariano fossem liberados. Por meio da
visualizagao em uma lupa estereomicroscopica (Zeiss Stemi 305, Jena, Alemanha), os COCs
foram coletados e transferidos para gotas de 200 uL de PBS para que fossem realizadas a
contagem e a classificagao.

2.3 Classificacdo dos CCOs

Primeiramente, os CCOs foram classificados morfologicamente de acordo com a
metodologia proposta por Hewitt & England ('?. Essa avaliagao foi realizada por uma s6 pessoa
no intuito de evitar a variabilidade entre operadores. Resumidamente, os CCOs com o citoplasma
homogéneo, fortemente pigmentado e completamente cercado por duas ou mais camadas de
células da granulosa, foram classificados como Grau | (Gl); os citoplasmas com pigmentagao
clara e com camadas incompletas de células da granulosa foram classificados como Grau Il
(GlI); e os que apresentaram o citoplasma fracamente pigmentado, sem células do cumulus
aderidas, sem formato definido, foram classificados como Grau Il (Glll), sendo considerados
degenerados. Apés a classificagdo, os CCOs foram separados em grupos, de acordo com seu
Grau de classificagao (Gl, Gll e Glll), em gotas contendo 200 yl de PBS. Posteriormente, os
COCs foram corados com 90 pl de Azul Cresil Brilhante (ACB) por um periodo de 60 minutos,
nas condigGes de 38,5 °C de temperatura, atmosfera de 5 % de CO, e 100 % de umidade relativa
do ar. Por fim, foram realizadas duas lavagens em gotas de PBS para facilitar a visualizagéo e a
selecdo dos odécitos ACB+, ou seja, aqueles em que o citoplasma estava fortemente corado em
azul, como é exemplificado na Figura 1.
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Figura 1. Odcitos caninos imaturos de Grau |, corados com o marcador Azul Cresil Brilhante (ACB),
visualizados em lupa estereomicroscopica com magnitude de 50x. Nota-se que a maior parte dos CCOs
possuem odcito de formato regular, zona pelucida integra e trés ou mais camadas de CCs. Os odcitos com
o citoplasma homogéneo e fortemente corado de azul sdo considerados viaveis no teste de ACB.

2.4 Morfometria dos odcitos

Apos a separagao dos odcitos em gotas de acordo com seu Grau de classificagao, foram
capturadas imagens dos grupos de odcitos por meio de microscopia 6ptica (Nikon E400, Toquio,
Japao) com aumento de 40x. As medidas foram feitas utilizando o software Image J. Foram
utilizados os paradmetros de didmetro total (TD) (incluindo a zona pelucida), didmetro do odcito
(OD) (excluindo a zona pelucida) e espessura da zona pelucida (ZP), com uma escala de ym
(Figura 2). O raio (R) do odcito foi obtido por meio da divisdo por dois do TD e o perimetro do
odcito (OP) foi obtido utilizando o valor de R, com a equagao P = 2 Tir.

Figura 2. Odcito canino imaturo de Grau |, visualizado em microscopia 6ptica no aumento de 10x (b).
Nas setas, estdo demonstradas a forma de definicdo e de mensuracéo dos didmetros utilizados para os
parametros morfométricos (a). Diametro total (TD), didmetro do odcito (CD) e espessura da zona pelucida

(ZP).
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2.5 Estresse oxidativo e viabilidade das CCs

Os CCOs foram marcados utilizando a sonda 2',7'-diclorodihidrofluoresceina diacetato
(H2DCFDA), conforme descrito anteriormente por Shi et al. ("®, para avaliagcdo do estresse
oxidativo (Figura 3).

Figura 3. Odcitos caninos imaturos de Grau | (a), de Grau Il (b) e de Grau Il (c), visualizados por meio de
microscopia de fluorescéncia no aumento de 10x, utilizando a sonda fluorescente H,DCFDA e um marcador
de nivel EROs intracelular. A intensidade de fluorescéncia foi medida utilizando o software Image J. Quanto
maior a intensidade, maior o nivel de EROs.

Primeiramente, os CCOs passaram por processo de desnudamento, transferindo-os para
gotas de PBS contendo hialuronidase (1 mg/mL TCM199) (Sigma-Aldrich, St. Louis EUA) por 1
minuto; subsequentemente, as CCs foram removidas por meio de pipetagem suave, utilizando
uma micropipeta automatica. Para marcagao, os odcitos foram incubados, utilizando 10 uM da
sonda H,DCFDAa 38,5 °C com 5 % de CO, por 20 minutos. Em seguida, os odcitos foram lavados
trés vezes em gotas de 100 pl contendo PBS, transferidos para visualizagdo em um microscépio
de fluorescéncia (Nikon E400, Toquio, Japao) e, entdo, foram obtidas imagens para posterior
avaliacao da intensidade de fluorescéncia. Foi utilizado um filtro de fluorescéncia com excitagao
de 497 nm e emissado de 518 nm. As CCs, obtidas apds o processo de desnudamento, foram
centrifugadas por 3 minutos a 600 g. Para facilitar a visualiza¢do, foram acrescentados 100 ul de
TCM-Hepes e a mistura foi homogeneizada. Em seguida, 10 pl da amostra foram adicionados a
20 pl de Hoechst 33342 (10 pg/ml; Sigma-Aldrich, Cidade, EUA), seguidos de 50 ul de lodeto de
Propideo (1 pyg/ml; Sigma-Aldrich, Cidade, EUA). A solugao foi incubada por 10 minutos, protegida
da luz e mantida a 37 °C. Posteriormente, uma aliquota foi colocada entre 1amina e laminula e
observada em um microscopio de fluorescéncia (Nikon E400, Téquio, Japao), utilizando filtros
de emisséo de 617 nm para o iodeto de propideo e de 430 nm para o Hoechst. Para a obtengao
da taxa de viabilidade, 200 células foram avaliadas em cinco campos distintos e classificadas
em células mortas coradas exclusivamente em vermelho ou viaveis coradas de azul (Figura 4),
pois o lodetoo de Propidio ndo consegue atravessar a membrana de uma célula viavel. Todas as
imagens obtidas pela microscopia confocal foram avaliadas utilizando o software Image J.
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Figura 4. Imagens de células do cumulus de odécitos caninos de Grau | visualizados por meio de microscopia
de fluorescéncia no aumento de 4x. As células foram incubadas com as sondas fluorescentes Hoechst
33342 (a) e lodedo de Propidio (b). As células coradas em vermelho s&o aquelas marcadas pelo lodedo de

Propidio, e sao consideradas apoptoticas.

2.6 Analise estatistica

Para a analise dos dados, foi utilizado o programa estatistico JMP (4., Primeiramente, para
a confirmacao da normalidade dos dados, foi utilizado o teste de Shapiro-Wilk. Confirmada essa
condicao, utilizou-se a Analise de Variancia (ANOVA), seguida do teste de Tukey HSD. Os dados
em percentuais foram analisados pelo uso do %2

3. Resultados
3.1 Classificagao morfoldgica dos CCOs e viabilidade oocitaria

Foram recuperados um total de 642 CCOs, dos quais 439 foram classificados como
Gl, 140 como Gll e 61 como Glll. A distribuicdo entre oécitos ACB+ e ACB- esta apresentada
na Tabela 1. Assim, foi possivel selecionar os CCOs que continham odcitos competentes para
desenvolvimento. O grupo Gl teve uma maior porcentagem de odcitos ACB+ (84,5 %), seguido
pelo grupo GllII (72,12 %) e Gl (63,57 %). O percentual de odcitos ACB- ndo apresentou diferenca
significativa entre os grupos.

Tabela 1. Distribuicdo de odcitos caninos com diferentes Graus de qualidade (Gl a Glll) e conforme a
coloragéo de ACB.

Graus de qualidade dos odcitos

Total de

Oécitos Gl Gll Glll
N % N % N %
ACB+ 504 371 84,5° 89 63,6° 44 72,1°
ACB- 138 68 15,52 51 36,4° 17 27,9°

Letras minusculas diferentes na mesma linha indicam diferencga estatistica (p < 0,05).
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3.2 Morfometria dos odcitos, viabilidade das células do cumulus (CCs) e nivel intracelular de

espécies reativas de oxigénio (EROs)

A Tabela 2 demonstra que o grupo Gl obteve as maiores médias das avaliagbes
morfométrica, sobretudo com as variaveis de didmetro total (TD), de raio (R) e de perimetro (OP),
as quais mostraram diferengas estatisticas quando comparadas aos oécitos Gll e GllI.

No que se refere a avaliagdo da viabilidade das CCs dos grupos Gl e Gll, nao foi observada
diferenca significativa entre os grupos (Tabela 3).

Tabela 2. Média (+ DP) dos parametros utilizados na morfometria de odcitos caninos, de acordo com sua
classificagdo morfoldgica dos odcitos. Os parametros utilizados foram o didmetro total (TD) (incluindo a
zona pelucida), didametro do odcito (OD) (excluindo a zona peldcida), espessura da zona pelucida (ZP), raio
(R) do odécito e o perimetro do odcito (OP).

Parametros morfométricos
Classificagao

dos odcitos

TD oD R ZP OoP
Gl 120,78+ 0,842 89,61+ 4,122 60,35 + 0,422 16,50+ 2,312 378,98+ 2,63°
Gl 108,9 £ 3,27° 84,55+ 4,522 54,45+ 1,64° 14,91+ 1,512 341,95+ 10,28°
Glil 89,25 £ 6,77° 63,54+ 4,47° 44,63+ 3,38° 12,12+ 1,65° 280,25+ 21,25°

Letras diferentes na mesma coluna indicam diferenga estatistica (p < 0,001).

Tabela 3. Média (+ DP) do numero de células do cumulus marcadas com as sondas fluorescentes Hoechst
33342 e lodedo de Propidio nos grupos Gl e Gll, determinados de acordo com o Grau de classificagao
morfolégica dos odécitos.

N° de células

Classificagao do oodcito

HO IP
Gl 157,00 £ 9,177 43,00 + 9,172
Gl 145,67+ 8,082 54,33 + 8,08°

Letras diferentes na mesma coluna indicam diferenga estatistica (p < 0,05).

Por outro lado, os grupos apresentaram comportamentos diferentes quanto ao nivel de
EROs intracelular. Os o6citos Gl apresentaram intensidade de fluorescéncia significativamente
menor, seguidos pelos grupos Gll e GllIl, como pode ser observado na Tabela 4 e na Figura 5.
Tabela 4. Média (+ DP) do nivel de espécies reativas de oxigénio (EROs) intracelular demonstrado pela

intensidade de fluorescéncia dos odcitos marcados com a sonda H,DCFDA dos grupos GlI, Gll e GllI,
determinados de acordo com o Grau de classificagdo morfolégica dos odcitos.

Classificagao do odcito
Intensidade de Gl Gl Glll
fluorescéncia

62,09+ 4,542 88,54+ 4,51° 110,95+ 4,62°

Letras minusculas diferentes na mesma linha indicam diferenca estatistica (p < 0,001).
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Figura 5. Grafico de comparacdo da média da intensidade de fluorescéncia entre trés grupos de oécitos
caninos (Gl, Gl e Glll) corados com a sonda H,DCFDA, um marcador de EROs intracelular. Letras
minusculas diferentes indicam que houve diferenga estatistica entre os grupos, destacando-se o Glll como
0 grupo com maior nivel de intensidade de fluorescéncia.

4. Discussao

O estudo atual teve por objetivo avaliar, de forma mais aprofundada, a qualidade oocitaria
na espécie canina por meio de andlises de viabilidade das CCs, entre outras caracteristicas
de funcionalidade e de morfologia celular. Em conjunto com essas analises, foram realizadas a
classificagao morfoldgica dos CCOs, a viabilidade oocitaria com ACB e a morfometria dos odcitos,
as quais ja sao amplamente utilizadas na rotina de técnicas de reprodugao in vitro na espécie,
para que pudesse ser desenvolvido um estudo comparativo entre essas diferentes formas de
avaliacao da qualidade do odcito canino.

As CCs empregam um importante papel na retomada da meiose e, consequentemente,
na maturacdo dos odcitos. O odcito e as CCs circundantes possuem uma intima relacado por
meio de jungdes comunicantes (GJ) que permitem a troca de nutrientes, de ions e de pequenas
moléculas reguladoras, sendo capazes de promover uma maturagado nuclear e citoplasmaticas
sincronizadas('®'®. Neste trabalho, ndo foi possivel observar diferenga significativa entre os
grupos Gl e Gll quanto ao percentual de CCs viaveis marcadas com Hoechst, um corante vital
que marca o DNA de células viaveis. Lee et al. ™, em um estudo comparativo entre CCO+ e
-na espécie suina, demonstraram claramente que o grupo ACB+ apresentou, significantemente,
menor nivel de apoptose das CCs e maior taxa de maturagdo nuclear e, subsequentemente,
desenvolvimento de embrides, considerando que odécitos de melhor qualidade tém a capacidade
de reduzir a apoptose nas CCs. Em um estudo realizado na raposa-do-artico (Vulpes lagopus), foi
demonstrado que, sob condi¢des de cultivo que preservava as GJs entre as células da corona e
0 06cito, uma populagao bastante pequena de CCs é capaz de impedir a retomada da meiose do
odcito. Por outro lado, foi claramente observado que apenas os o6citos com duas ou mais camadas
completas de CCs continuaram seu desenvolvimento em condigdo de cultivo e extrudaram o
corpusculo polar, enquanto os que continham apenas uma camada de CCs degeneraram-se ('8,
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A avaliacdo da taxa de CCs viaveis, neste estudo, foi realizada apenas em CCOs ACB+, o que
pode justificar os valores parecidos entre os grupos, porém a conformagao das CCs é um fator
fundamental para a maturacao, o que atribui uma grande importancia para a selegdo dos oécitos
de acordo com suas caracteristicas morfologicas.

A producao de EROs é um processo natural do metabolismo celular. No entanto, o estresse
oxidativo é caracterizado por um desequilibrio do sistema redox da célula, com um aumento
significativo do nivel de EROs intracelular, que promove efeitos deletérios na célula®. Nas fémeas
mamiferas, a fecundidade diminui & medida que a idade cronolégica aumenta, com uma queda
no numero de foliculos e a piora na qualidade dos oécitos. Esses odcitos apresentam iniUmeras
alteragdes em sua biologia celular, entre elas alteragbes bioquimicas e moleculares, como o
aumento da quantidade de EROs®?. A excessiva presenca de EROs também esta relacionada
a doencas reprodutivas importantes em mulheres, como a endometriose e a sindrome do ovario
policistico ?'22, Em contrapartida, os EROs s&do fundamentais na mediagéo da foliculogénese,
da meiose, da ovulagao e do desenvolvimento embrionario como mensageiros secundarios para
sinalizagdo celular, o que torna muito importante e delicado o equilibrio do nivel intracelular e
extracelular dessas moléculas para a qualidade dos o6citos®). No trabalho realizado por Silva
et al. @, foi testado o efeito de diferentes niveis de tensdo de oxigénio no meio de cultivo de
maturagdo na viabilidade das CCs de odcitos caninos. A taxa de apoptose das CCs variou
significativamente entre os grupos, com maiores taxas no grupo de tensédo de oxigénio de 20 %,
demonstrando que, nesse nivel de tensao, o sistema redox dos odcitos foi excedido, causando
efeitos deletérios aos CCOs.

Quando os odcitos sao removidos do foliculo e expostos a um ambiente artificial (por
exemplo, meio de maturagcado), é esperado que ocorram mudangas associadas a agao dos
compostos aos quais sdo submetidos. Além disso, a apoptose ocorre espontaneamente nos COCs
submetidos a condigdes de cultivo subdtimas 252", Os estudos ja realizados relacionados ao nivel
de EROs envolvendo oécitos caninos avaliam, principalmente, a influéncia de diferentes meios
de cultivo sobre o nivel intracelular dessas moléculas e seus efeitos na qualidade do odcito. No
presente estudo, foi realizada a avaliagao do nivel de EROs em odcitos submetidos as mesmas
condicbes externas, levando-se em consideracdo o nivel de EROs que pode ser encontrado
em oo6citos de diferentes Graus de qualidade, classificados de acordo com caracteristicas
morfologicas. Os odcitos de Gl apresentaram menores valores de intensidade de fluorescéncia
com uma média de 62,09 (£ 4,54). Esse tipo de resultado era esperado, uma vez que os od6citos
classificadas como Gl sdo considerados células de melhor qualidade. A avaliacdo teve como
objetivo determinar se esta poderia ser uma ferramenta em potencial de selegdo dos odcitos para
maturagao in vitro, uma vez que, hormalmente, os ambientes in vitro aumentam a produgao de
EROs pela célula. Dessa forma, a selegao de células que naturalmente possuem menor nivel
de EROs intracelular antes da maturacgao in vitro poderia beneficiar os resultados. No entanto,
€ necessario realizar estudos mais amplos, realizando a maturagao in vitro desses oécitos para
determinar, com maior precisao, a competéncia meiética dessas células, assim como determinar
intervalos 6timos de EROs intracelulares de odcitos que serdo utilizados para maturagéao in vitro.

A populacdo de odcitos caninos, quando recuperados, possui uma composicdo bem
heterogénea contendo oécitos competentes e ndo competentes, com origem de foliculos em
desenvolvimento ou atrésicos. Portanto, é necessario que sejam empregados alguns critérios de
selecdo dos odcitos que serdo utilizados para a M1V, de forma que esta seja a mais bem sucedida
possivel. Os critérios normalmente utilizados sao de carater morfolégico, entre eles a morfologia
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e o didmetro do odcito e a conformacgao das CCs. Uma caracteristica tipica de odcitos totalmente
desenvolvidos é a presenca de um citoplasma de coloracédo escura e homogénea, resultado da
presenca fisiologica de altas concentragdes de lipideos'?. O didmetro do odcito (excluindo a
zona pelucida) é relacionado com o estagio do foliculo no momento da coleta e com a aquisig¢ao
de competéncia meiética do odcito. De acordo com Hewitt e England ?®, quando os odcitos sdo
separados em trés grupos, levando em consideracéo os didametros >100 ym; 100 pym; < 100 ym,
apenas os oocitos com diametros >100 ym atingiam os estagios de MIl em maiores proporcdes
do que os odcitos de didmetros menores. Em estudos posteriores, foi possivel concluir, de forma
mais especifica, que os odcitos com didmetros >120 ym apresentaram melhor capacidade de
chegar a MIl do que os odcitos com didmetro <110 um ?°39, Nesse estudo, foi realizada a medida
do didmetro total do odcito (incluindo a zona pelicida) e do didmetro do odcito (excluindo a
zona pelucida) e outras medidas ndo realizadas convencionalmente, como o raio do odcito, a
espessura da zona pelucida e o perimetro do odcito. Os oécitos do grupo Gl apresentaram as
maiores médias de valores em todos os parametros, no entanto, comparado com os estudos
realizados anteriormente, a média do didmetro desses odcitos foi baixa (89,61t 4,12) e, segundo
esses mesmos estudos, a taxa de competéncia meiotica estaria entre 4-10 %. Apesar disso,
em outros estudos, foram obtidos resultados semelhantes, com odcitos de Grau | apresentando
diametros menores que 100um. No trabalho realizado por Pereira et al. @, foi feito o diametro
de odcitos de Grau |, coletados em diferentes momentos do ciclo estral de cadelas, anestro e
fase lutea. A média dos diametros foi de 77,62 ym e de 78,64 ym, ndo apresentando diferenca
significativa entre elas.

Para a avaliagao da viabilidade durante a selegao de odcitos, ainda nao existe um método
confiavel e ndo invasivo além da deteccdo da glicose-6-fosfato desidrogenase (G6PDH). A
G6PDH é uma enzima sintetizada por odcitos em processo de desenvolvimento, portanto os
oo6citos que possuem alta atividade dessa enzima ainda estdo em processo de crescimento,
enquanto aqueles que ja terminaram seu processo de desenvolvimento tém atividade reduzida
dessa enzima. Essa atividade pode ser observada por meio do teste de Azul Cresil Brilhante
(ACB), tomando como base que a G6PDH, quando em alta atividade, tem a capacidade de tornar
o corante azul incolor. Dessa forma, os odcitos que ficarem corados com coloragao fortemente azul
(ACB+) ja terminaram seu processo de desenvolvimento ©2. Além disso, também foi observado,
no estudo de Rodrigues et al. ¥, que a maior parte dos odécitos corados encontra-se em estagio
de vesicula germinativa (GV), demonstrando que, na espécie canina, € esperado que os o0décitos
de Grau | previamente selecionados estejam nesse estagio. Outra caracteristica que pode ser
observada, por meio do ACB, ¢é a sincronia da coloracdo do BCB entre o ooplasma e as células
do cumulus. A diferenca na coloragdo no COCs pode sugerir uma desconexdo metabdlica entre
0 06cito e suas células do cumulus com comprometimento da sintese de glutationa. No entanto,
existe uma hipdtese de que a assincronia do ACB € uma caracteristica fisiolégica dos COCs
caninos®4. Para este trabalho, apenas o6citos ACB+ foram utilizados para as demais anadlises. Os
resultados obtidos quanto a viabilidade dos odcitos demonstraram que os de Grau | (Gl) tinham
uma quantidade significativamente maior de odcitos ACB+ em relagado aos demais grupos, com
a taxa de 84,5 % de odcitos ACB+. Esse resultado esta relacionado ao fato de essas mesmas
células cumprirem todos os critérios de selecdo em relagao ao aspecto morfolégico, com excecao
do didametro odcito, que, em média, ndo ultrapassou os 100 pym. Apesar disso, ainda sédo as
maiores células em relagao aos outros grupos (Gll e Glll), demonstrando que, em sua maioria,
sao células que completaram seu desenvolvimento.
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5. Conclusao

Apesar de as CCs desempenharem um papel importante no desenvolvimento e na
maturagao do odcito, néo foi observada diferenga significativa entre os grupos quanto a taxa de
CCs viaveis. Adicionalmente, tornam-se necessarias maiores investigacoes para determinar os
niveis de EROs aceitaveis para a selecao de odcitos que serao utilizados para MIV em cadelas.
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