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O degrau de uma escada nao serve simplesmente
para que alguém permaneca em cima dele,
destina-se a sustentar o pé de um homem

pelo tempo suficiente para que ele co-

logue o outro um pouco mais alto.

(Thomas Huxley)

" Experiéncia ndo € 0 que aconteceu com VOCE;
mas o que vocé fez com o que lhe aconteceu "
( Aldous Huxley )
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Titulo: Efeito das estacbes do ano nas alteracGes celulares de odcitos e embrides da espécie
ovina

Autor: Filipe Queirés Gondim Bezerra

Orientador: Marcos Antonio Lemos de Oliveira

RESUMO

Este estudo teve como objetivo determinar o efeito das estacbes do ano na maturacdo nuclear in
vitro e na inducdo da morte celular por apoptose em 00citos ovino também como o efeito na
capacidade de desenvolvimento de odcitos na producéo in vitro de embrides da espécie ovina. Os
ovarios de ovelhas na estacdo seca (outubro a mar¢o) e chuvosa (abril a setembro) foram colhidos
em abatedouro e transportados ao Laboratério de Biotécnicas da Reproducdo da UFRPE. Os
complexos cumulus oophorus (CCOs) foram colhidos pela técnica de “slicing” dos foliculos entre
2 a 6 mm de didmetro e selecionados com base na morfologia. Nesta etapa foram realizadas 12
repeticdes, onde os CCOs foram submetidos a maturacdo, fertilizacdo e cultivo in vitro. A
porcentagem de odcitos clivados foi determinada no dia 3 (D-3) e os odcitos que se
desenvolveram aos estadios de 8-16 células (D-4), moérula (D-5) e blastocisto (D-8) apds a
fecundacdo. A qualidade dos blastocistos foi avaliada com o corante DAPI e a determinacdo de
blastdbmeros positivos para apoptose e fragmentacdo de DNA através do teste de TUNEL. Foi
encontrada diferencga significativa (P < 0,05) nas fases fertilizacdo, D-3 e D-4. N&o apresentaram
diferenca significativa (P > 0,05) as fases de maturacdo in vitro, morula e blastocisto e na
fragmentacdo de DNA (TUNEL). Em outra etapa 25 oocitos foram colocados em meio basico de
maturacdo (MBM). Apos a maturacdo, foi determinado o estddio de maturacdo nuclear com o
corante DAPI, a atividade das enzimas Caspases do grupo Il com reagente PhiPhiLux-G;iD; e
fragmentacdo de DNA (TUNEL). Nos estadios de maturacdo nuclear as fases de Vesicula
Germinativa, Metafase I, Telofase | e Metéfase 1l ndo apresentaram diferenca significativa (P >
0,05). Foi encontrada diferenca significativa (P < 0,05) na atividade das enzimas Caspases dos
oocitos maturados in vitro. A fragmentacdo do DNA ndo apresentou diferenca significativa (P >
0,05). Nas condicdes observadas neste estudo, os resultados permitem concluir que ndo houve
efeito da estacdo do ano na maturacdo nuclear in vitro e na apoptose de odcitos também como na
capacidade de desenvolvimento de o6citos e na producdo in vitro de embrides da espécie ovina.
Palavras-chave: Complexos cumulus oophorus, fertilizacdo, blastocisto, apoptose, foliculos,

caspase
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Title: Effect of seasons on cellular changes of oocytes and embryos of sheep.

Author: Filipe Queirés Gondim Bezerra

Advisor: Marcos Antonio Lemos de Oliveira

ABSTRACT

This study aimed to determine the effect of seasons on nuclear maturation in vitro and
inductions of cell death by apoptosis in sheep oocytes as well as the effect on the ability of
develop from oocytes in vitro sheep embryos. The ewes ovaries during the dry season
(October to March) and rainy season (April-September) were collected in a slaughterhouse
and transported to the Laboratory of Biotechnical Reproduction of UFRPE. The cumulus
oophorus complexes (COCs) were collected by the technique of "slicing™ of the follicles from
2 to 6 mm in diameter and selected based on morphology. In this stage were performed 12
repetitions, where the COCs were subjected to maturation, and in vitro fertilization. The
percentage of cleaved oocytes was determined on day 3 (D-3) and the oocytes that developed
to the stages of 8-16 cells (D-4), morula (D-5) and blastocyst (D-8) after fertilization. The
blastocysts quality was assessed with the pigment DAPI and the determination of blastomeres
positive for apoptosis and DNA fragmentation by TUNEL test. It was found significant
difference (P <0.05) during D-3 and D-4 fertilization stages. No significant difference (P>
0.05) was observed on morula and blastocyst in vitro maturation phases and DNA
fragmentation (TUNEL). In the stage 25 oocytes were placed in maturity basic medium
(MBM). After maturation, we determined the stage of maturity with the nuclear dye DAPI,
the enzyme activity of group Il caspases with reagent PhiPhiLux-G1D2 and DNA
fragmentation (TUNEL). In the stages of nuclear maturation stages of germinal vesicle,
metaphase 1, telophase | and metaphase Il showed no significant difference (P> 0.05).
Significant difference (P <0.05) in enzyme activity of caspases in vitro matured oocytes. The
DNA fragmentation was not significantly different (P> 0.05). Under the conditions observed
in this study, the results indicate that there was no effect of season on in vitro nuclear
maturation and apoptosis of oocytes as well as on the development of oocytes and in vitro
production of sheep embryos.

Key words: Cumulus oophorus, fertilization, blastocyst, apoptosis, follicle, caspase, TUNEL

UNIVERSIDADE FEDERAL RURAL DE PERNAMBUCO
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIA VETERINARIA
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1. INTRODUCAO

O rebanho ovino no Brasil atinge a cifra de 16.628.571 cabecas, sendo destas
aproximadamente 60% localizadas na regido Nordeste do pais (IBGE/PPM, 2008).
Apesar de deter mais da metade do rebanho ovino, o Nordeste necessita de pesquisas e
tecnologias para minimizar a relacdo custo/beneficio do sistema de producéo,
estimulando o desenvolvimento e criando novas possibilidades de agronegocio. A baixa
produtividade dos rebanhos locais tem sido contornada através da importacdo de racas
exoticas para o semi-arido nordestino, porém é preciso cautela devido a susceptibilidade
destas racas as temperaturas elevadas encontrada nesta regiao.

A tolerancia ao calor e a adaptabilidade a ambientes tropicais e subtropicais sdo
fatores muito importantes na producdo ovina (BARBOSA et al., 1995). Dessa forma,
temperaturas elevadas e radiacdo solar intensa, condi¢bes prevalecentes no agreste e
semi-arido nordestino durante quase todo o ano, podem levar 0s animais ao estresse
caldrico ocasionando declinio na producdo em virtude da queda no consumo de matéria
seca (GUERRINI, 1981) e na eficiéncia digestiva (BHATTACHARYA e HUSSAIN,
1974), além de aumentar as exigéncias de energia de mantenca dos animais
(MCDOWELL, 1969).

Alguns estudos ja demonstraram que em ruminantes a exposicdo de odcitos ao
estresse térmico in vivo ou in vitro reduz de maneira dramatica o desenvolvimento
embrionario e as taxas de gestacdo, pouco se sabe sobre a susceptibilidade dos odcitos
de ovinos a temperatura elevada. Em bovinos, o estresse térmico calorico in vitro reduz
o0 potencial de maturacédo, fecundacao e de desenvolvimento do o6cito bem como induz
alteracdes celulares tipicas de apoptose (ROTH e HANSEN, 2004a; 2005). Estudos

recentes indicaram que a morte celular por apoptose € um mecanismo importante



2
responsavel pela redugdo na competéncia oocitaria induzida pelo estresse térmico.
Nesses estudos, o blogueio da apoptose resgatou a capacidade de desenvolvimento de
odcitos expostos a temperatura elevada (ROTH e HANSEN, 2004a).

Dessa forma, este estudo teve como objetivo determinar as alteracdes celulares
induzidas pelo estresse térmico caldrico e o efeito das estacGes seca e chuvosa na
inducdo de apoptose durante a maturacdo in vitro de oocitos e producédo in vitro de

embrides da espécie ovina.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Oogénese e Maturacao in vitro

Oogénese € o processo de formacdo, crescimento e maturacdo dos gametas
femininos. Esse processo comeca na vida fetal e continua ap6s 0 nascimento, passa por
uma aceleracdo durante a puberdade e se completa na ovulacdo, quando o ovocito
maduro € liberado do foliculo. A ruptura do foliculo de Graaf, na ovulacdo esta sob o
controle de hormdénios gonadotréficos e depende de um correto balangco enddcrino
(DERIVAUX, 1980).

Durante o preleptoteno, fase que antecede a profase 1 da meiose, ocorre a
replicacdo do DNA para entdo, dar inicio a meiose. Esta atividade de sintese marca a
transformacdo da ovogdnia em ovdcito. Os ovdcitos entdo formados passam
sucessivamente, pelos estagios de profase, anafase, e teléfase de primeira divisdo
meidtica (BETTERIDGE et al., 1989). Em fémeas o0 processo meidtico é interrompido
por dois periodos de desenvolvimento, na primeira interrupcdo da meiose 0s ovOcitos
permanecem em estagios de diploteno conhecido como estagio de dictidteno ou vesicula
germinativa (VG), onde permanecem até atingir a puberdade quando séo estimulados a
reassumir a meiose antes da ovulacdo (TSAFRIRI e KRAICER, 1972). A retomada da
meiose ocorre imediatamente apos um estimulo hormonal in vivo ou simplesmente pela
retirada do ovocito de dentro do foliculo ovariano in vitro. Os o06citos sofrem
progressao nuclear do estagio de diploteno da préofase 1 da primeira divisdo meiotica
para metafase II(DEKEL et al., 1988; HYTTEL et al., 1989; SUN e MOOR, 1991). A
progressdo do estagio de dictiose para metafase Il € caracterizada como maturacdo

meiotica. Essa maturacdo se caracteriza pelo rompimento da vesicula germinativa,
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condensacdo da cromatina, separacdo dos cromossomos homoélogos e a emissdo do
primeiro corpasculo polar, os cromossomos se organizam do mesmo plano formando a
placa equatorial, estagio que corresponde a metafase 1. (SUM et al., 2001; SILVA et
al., 2002) Nesse periodo, ocorre a segunda interrup¢do da meiose e essa somente sera
retomada se o odcito for fertilizado pelo espermatozoide. A ativacdo do ovocito pelo
espermatozdide durante a fecundacdo estimula o término da meiose (segunda divisdo
reducional) ocorrendo a separacdo da cromatina e a emissao do segundo corpusculo
polar caracterizando assim, o final da ovogénese (WASSARMAN, 1994 )

A maturacdo nuclear refere-se a habilidade do nicleo em retomar a meiose, ou
seja, chegar ao estagio de metafase da segunda divisdo meidtica-Meta |1, 0 que pode ser
observado por microscopia através da extrusdo do primeiro corpusculo polar
(MERMILLOD et al.,, 2008), o que ocorre entre 16 e 24h ap6s o inicio da
MIV(COGNIE et al., 2003). A compreensdo do processo da maturacdo de o6citos fora
do organismo teve inicio com Pincus e Enzman (1935), quando observaram que o0citos
de coelhas retirados do ambiente folicular e condicionados em meio de cultura com as
condicdes minimas de pH e osmolaridade retomavam a meiose espontaneamente.
Resultados semelhantes foram encontrados com odcitos de camundongos, ovelhas,
vacas, porcas, humanos e macacos (EDWARDS, 1965).

O sucesso na obtencédo de resultados consistentes da fecundacéo in vitro (FIV)
iniciou com a maturacdo de odcitos bovinos (BRACKETT et al., 1978; 1980), com
melhorias na etapa da capacitacdo espermatica e nascimento do primeiro concepto
bovino através da FIV (BRACKETT et al.,, 1982). Com avangos da técnica de
maturacdo de oocitos, seguiram-se diversos relatos de prenhez por FIV na espécie
bovina (BRACKETT et al., 1984; SIRARD e LAMBERT, 1985; SIRARD et al., 1985;

LAMBERT et al., 1986; LEIBFRIED-RUTLEDGE et al., 1987).
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Com aprimoramento nos meios de maturagdo de oocitos, Fulka et al. (1982),
perseguindo 0s mesmos objetivos, obtiveram taxas de 45% de formacéo pro-nuclear,
evitando a importancia da etapa da maturacao no processo de producao in vitro (P1V) de
embribes. Utilizando sémen congelado e capacitando em meio altamente ibnico,
preconizado por Brackett e Oliphant (1975), Fukui et al. (1983) alcancaram taxas de
27% de formacéo pré-nuclear em fertilizacdo de o6citos MIV.

O conhecimento que celula do cumulus oophorus sdo de fundamental
importancia no processo de maturacdo de odcitos in vitro, pela alta taxa de formacao
pré-nuclear apés a FIV (BALL et al., 1983), contribuiu de forma significativa na
obtencdo de resultados mais consistentes no processo de maturacao de oocitos. Com a
insercdo de melhorias no processo de maturacdo e, utilizando meio isotdnico na
capacitacdo espermatica bovina, um percentual de fecundacdo acima de 58% foi obtido
por Iritani et al. (1984). Taxa de clivagem de 15% foi relatada por Hensleigh e Hunter
(1985), quando odcitos bovinos, depois de MIV por 48 horas, foram fecundados com
sémen congelado.

Bases consistentes que impulsionaram a PIV de embriGes bovinos em maior
escala, a partir de odcitos imaturos foram alcancadas quando Frayrer-Hosken et al.
(1986), Lu et al. (1987) e Sirard et al. (1988) obtiveram o desenvolvimento de odcitos
MIV e FIV até o estadio de blastocistos, obtidos inicialmente, ap6s a transferéncia de
zigotos ou embrides clivados dentro de ovidutos, resultando em prenhez, apds a
transferéncia do embrido.

Desta forma, ressalta-se a importancia das condi¢cdes da maturacdo de oocitos,
pois a mesma afeta de forma significativa a capacidade de fecundacgdo, determinando

precocemente a competéncia do desenvolvimento embrionario, predominantemente no



estadio inicial de clivagem em consequéncia do RNAm ter origem dos pools nos odcitos
(SIRISATHIEN, 2002).

No interior dos foliculos ovarianos estdo 0s oocitos em varios estadios de
desenvolvimento e regressdo, os quais, envoltos por células da granulosa, formando o
complexo cumulus oophorus (CCO). Circundando o odcito, através de juncOes
intercomunicante proximo a zona peldcida, localiza-se um conjunto de células
foliculares radiais, sob forma de massa solida, denominada de corona radiata. Essas
células do cumulus, em consequéncia do contato intimo com o odcito, apresenta fungéo
diferenciada daquelas localizadas na mural do foliculo (GONCALVES et al., 2008).

Os odocitos produzem substancias reguladoras com funcdo relacionada a
atividades das células do cumulus, bem como componentes dessas células somaticas
atuam ativamente no mecanismo de crescimento e maturacdo oocitaria. Mesmo néo
sendo essenciais para a maturacdo de oocitos, maior eficiéncia € observada, quando as
células do cumulus estdo presentes nos processos de maturacdo, fertilizacdo e
desenvolvimento de embrides, evidenciando a importancia dessas células na maturagédo
de odcitos in vitro (GONCALVES et al., 2008).

As células da granulosa, sob acdo das gonadotrofinas hipofisarias, secretam o
liquido folicular, que como consequéncia do acumulo acentuado desse liquido, promove
a dissociacdo dessas células e a formacdo de uma grande cavidade repleta de fluido,
denominada de antro folicular (HAFEZ, 2000). O crescimento do o0cito cessa apos a
formacgdo do antro que, no bovino, atinge o didmetro que varia de 1,7 a 2,0 mm
(MOTLIK, 1989). Ha correlagéo entre o grau de metabolismo do odcito e o tamanho do
foliculo, onde odcitos de foliculos grandes podem iniciar o fendmeno metabolico da
maturacdo, enquanto que os de foliculos pequenos continuam com o metabolismo

caracteristico de odcitos imaturos (RODRIGUEZ et al., 2003). Desta forma, torna-se



7
evidente, porque em foliculos terciarios que ndo atingem o completo desenvolvimento
estdo presentes oocitos incapazes de completar a meiose (SIRARD e COENEN, 1993).

No procedimento in vitro, oocitos de mamiferos que atingem o estadio de
diploteno da primeira profase da meiose, reiniciam espontaneamente a maturacdo
meidtica quando ndo estdo sob a influéncia do ambiente folicular (PINCUS e
ENZMANN, 1935; EDWARDS, 1965; THIBAULT, 1973; SIRARD e COENEN,
1993). Nesse processo realizado sem a acdo das gonadotrofinas, ocorre rompimento da
vesicula germinativa, inicio da condensagdo gradual da cromatina, desaparecimento do
nucléolo compacto e do envelope nuclear. Desta forma, em todos os mamiferos, a
maturacdo nuclear pode ocorrer quando sdo removidos de foliculos antrais e cultivados
in vitro (THIBAULT et al.,, 1987). De modo semelhante a maturacdo in vitro, em
seguida a expulsdo do primeiro corpusculo polar, o odcito alcanca a fase de metafase Il
e, novamente interrompe a meiose, sendo o processo reiniciado mediante a fertilizacédo
ou ativacdo partenogenética (WASSARMAN e ALBERTINI, 1994). Nos conceptos
bovinos e ovinos, 0s o0dcitos iniciam a meiose, respectivamente aos 82 e 55 dias de
gestacdo (MIKICH, 1991; SILVA et al., 2002).

Concomitantes a maturacdo nuclear, o citoplasma sofre transformacdes
essenciais na sintese de proteinas, na reserva lipidica, na migracdo e na organizacao das
organelas, como o complexo de Golgi, mitocdndrias e granulos corticais, em numero,
tamanho e/ou posi¢do (CRAN, 1989; HYTTEL et al., 1997). Em od6citos maturos, as
mitocondrias apresentam localizacdo mais central, enquanto os granulos corticais
(GCs), associados a um segmento do reticulo endoplasmatico liso, se deslocam para a
periferia do citoplasma (RUMPF et al., 1995). Durante o desenvolvimento do odécito, o
aparelho de Golgi aumenta gradativamente sua funcdo, comprovado pelo aumento do

numero de membranas envolvidas na secre¢do de glicoproteinas para a formacdo da
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zona pelicida e de substancias para a estruturacdo dos granulos corticais
(WASSARMAN e ALBERTINI, 1994). Com localizacdo logo abaixo da membrana
plasmatica, esses granulos causam modificacbes na zona pellcida, impedindo a
penetracdo de gametas masculinos supranumerarios (THIBAULT et al., 1987).

A relevancia da maturacdo citoplasmatica concomitantemente a maturagéo
nuclear estd no fato que, segundo Leibfried-Rutledge et al. (1986), uma parcela dos
odcitos ndo é habil para promover a formagdo do pro-ndcleo em seu citoplasma,
principalmente, nessa fase, que coincide com o inicio do desenvolvimento embrionario.

Procedimentos inadequados durante a maturacédo in vitro podem causar defeitos
a nivel nuclear ou citoplasmatico ou ainda, em ambas as estruturas (YANG et al., 1998).
Durante o processo, inimeros fatores podem agir sobre a maturacdo de odcitos, dentre
eles, a substancia inibidora da maturacdo do odcito (OMI), um polipeptidio de baixo
peso molecular, presente no fluido de pequenos e médios foliculos bovinos, suinos,
hamsters e camundongo, que bloqueia os 06citos no estadio de diploteno da primeira
fase meidtica (TSAFRIRI et al., 1982), atuando por meio das unides intercelulares entre
as células do cumulus e o odcito (WASSARMAN e ALBERTINI, 1994). Fatores como
as purinas, que também apresentam baixo peso molecular, sdo encontrados no fluido
folicular de varias espécies (DOWNS, 1990), juntos a hipoxantinas e a adenosina atuam
sinergicamente, mantendo o od6cito em bloqueio pela inibicdo da atividade da
fosfodiesterase e por elevar o nivel de AMPc (EPPIG et al., 1985; DOWNS, 1993).

No decurso da maturacdo de odcitos, a enzima adenilciclase, quando ativada,
transforma o trifosfato de adenosina (ATP) em AMPc que mantém o oo0cito em inibigédo
meidtica, por ativar a proteina quinase. Para evitar a alta concentragdo intercelular de
AMPc que impede a retomada da meiose (DOWNS, 1993), a enzima fosfodiesterase

transforma o AMPc em 5’AMP que ¢ ineficaz para acionar a proteina quinase
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(MOCHLY-ROSEN, 1995). A reducdo da concentragio do AMPc induz a
desfosforilacdo das proteinas inativas que se tornam ativas e provocam a dissolugéo
nuclear (DOWNS, 1993).

Alteracdes estruturais e bioquimicas que ocorrem durante o desenvolvimento
oocitario e na fase final de sua maturacdo (MOOR et al., 1983), podem ser observadas
quando o odcito atinge 65 a 70% do seu volume final, ainda no estadio de vesicula
germinativa (SCHULTZ, 1986). Nessa fase, ocorre a transcricdo e o armazenamento de
RNA (&cido ribonucléico) que é essencial na geracdo de proteinas relacionadas a
maturacdo e ao desenvolvimento inicial do embrido (LEIBFRIED-RUTLEDGE et al.,
1989). A concomitancia da sintese de acido desoxirribonucléico (DNA) e da histona,
durante as primeiras divisdes meidticas, limita a concentracdo dessas proteinas no
nucleo, reduzindo a taxa de clivagem (LEIBFRIED-RUTLEDGE et al., 1989).

As células foliculares, mediante acdo dos horménios, podem liberar fatores que
induzem os odcitos a estimular a fosfodiesterase, em consequéncia ocorre a reducdo da
concentracdo de AMPc, a reacdo de proteinas quinases e a ativacdo do fator intercelular
promotor da fase-M (MPF), que coordena a retomada da meiose em o0dcitos ovinos e
bovinos (TATEMOTO e TERADA, 1998). Durante a evolucdo do estadio de metafase
para o de anafase, a acdo do fator promotor da maturacdo € menos expressiva, que volta
a normalidade apds a liberacdo do primeiro corpusculo polar (WU et al., 1997).

Morfologicamente, 0s o0citos com maior potencial de viabilidade de maturacédo
podem ser avaliados por caracteristicas definidas das células do cumulus e o aspecto do
citoplasma, sendo de bom potencial para maturacdo aqueles que se apresentam aderido
a trés ou mais camadas de células, dispostas de forma compacta, intactas e sem
expansdo, constituindo o complexo cumulus oophorus (CCO), citoplasma homogéneo

sem granulacdo e cor marrom (KING et al., 1986; YOUNIS et al., 1989; YANG e LU,
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1990; GONCALVES et al., 2008). Tais atributos possibilitam uma maior taxa de
fecundacéo e de desenvolvimento embrionario (FUKUI e ONO, 1988; BRACKETT et
al., 1989). Ja os oocitos desnudos, possivelmente originados de foliculos atrésicos,
talvez degenerados, quando fecundados formam o pré-nucleo masculino mais tarde
(LEIBFRIED e FIRST, 1979), inviabilizando a fecundacdo (SHIOYA et al., 1988;
YOUNIS et al., 1989).

As dimensoes do foliculo e a constituicdo do fluido folicular sdo outros fatores
que podem intervir na qualidade e no desenvolvimento do odcito (ARLOTTO et al.,
1995; BLONDIN et al., 1997), tendo em vista que odcitos originarios de foliculos
translticidos mostram-se em atresia e com potencial reduzido para maturacdo (GRIMES
e IRLAND, 1986). Em bovinos, odcitos presentes em foliculos com didmetro inferior a
2 mm, geralmente ndo sdo competentes para reiniciar a meiose, enquanto gque altas taxas
de foliculos maiores de 8 mm encontram-se em processo de atresia ou apresentando
odcitos em processo de maturacdo (GONCALVES et al., 2008). Enquanto os obtidos de
foliculos com didmetro entre 2 e 8 mm gozam de competéncia para alcancar o estagio
méaximo de desenvolvimento embrionario (YANG et al., 1998; NAGAI, 2001). Odcitos
aspirados de foliculos um pouco antes do pico ovulatério do horménio luteinizante (LH)
apresentam maior competéncia para alcancar o desenvolvimento até estadio de
blastocisto do que aqueles com didmetro entre 2 a 6 mm, assim, tornou-se procedimento
de rotina em bovinos, utilizar foliculos com didmetro entre 2 e 8 mm para maturagao in
vitro pelo maior disponivel no ovério e pela dificuldade de identificar odcitos
capacitados antes da fecundagdo (GONCALVES et al., 2008).

Células do cumulus oophorus (CCO’S) apresentam-se em policamadas
compactas e, por ocasido da maturacdo, sob o estimulo dos hormonios LH e FSH

entram em processo de expansdo, interrompendo as comunicacdes com 0 00cito
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(HYTTEL, 1987; 1988; SZOLLOSI, 1991). Essas celulas, assim como as da granulosa,
sdo essenciais na nutri¢do, crescimento, divisdo meiotica, maturacédo citoplasmatica e na
fecundacéo do odcito (EPPIG, 1980; FUKUI e SAKUMA, 1980). Nas células somaticas
que envolvem o od6cito, durante as maturagdes citoplasmaticas e nucleares, ocorrem
modificagdes morfoldgicas especificas. As células do cumulus iniciam um arranjo na
matriz extracelular, rica em &cido hialurénico, e tal fendmeno é denominado de
expansdo ou mucificacdo das células do cumulus (EPPIG et al., 1982; BUCCIONE et
al., 1990).

A expansao das células do cumulus In vitro, é visivel a partir de 12 horas de
cultivo (SUTOVSKY et al., 1993). A presenca consideravel de glicosaminoglicanos nas
células do cumulus impede a acdo do estresse oxidativo dos radicais livres sobre os
odcitos, evitando a reducdo na taxa de clivagem (LUVONI et al., 1996), e o choque
térmico que bloqueia a sintese de proteinas (EDWARDS e HANSEN, 1996).

Células integras do cumulus exercem maior influéncia no processo de maturacao
in vitro do que no grau de granulacdo citoplasmatica, na atividade ovariana ou no
tamanho do foliculo (FUKUI e SAKUMA, 1980), em consequéncia, o desenvolvimento
do od6cito ndo é afetado pelo ciclo estral da fémea doadora (LEIBFRIED e FIRST, 1979;
LEIBFRIED-RUTLEDGE et al., 1989). A remocéo das células do cumulus de odcitos
oriundos de pequenos foliculos antrais afeta sua habilidade para atingir a maturagdo
nuclear e citoplasmatica (SUM et al., 2001).

A qualidade do odcito é de suma importancia nas biotecnologias de reproducéo
assistida (VASSENA et al. 2003, desta forma a presenca das células do cumulus €
incide em beneficios para a obtencdo de embrides apos a FIV, pois odcitos desnudos
tém uma taxa de clivagem baixa (FATEHI et al., 2005). Fukui e Sakuma (1980)

observaram que em bovinos ndo houve diferenca na maturagdo in vitro em odcitos de
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diferentes qualidades, mas quando os oo6citos eram recuperado de foliculo de menor

diametro (< 4 mm), possuiam qualidade superior aos de maior didmetro (> 4 mm).

2.2. Meios de maturacao e Cultivo in vitro

Diversos meios simples tém fornecido bons resultados na maturacdo de odcitos,
tais como 0 meio-6 de cultura de embrides de hamsters (ROSE-HELLEKANT et al.,
1998), meio basico modificado (MBM) (KRISHER et al., 1999) e fluido sintético de
oviduto (SOF) (GANDHI et al., 2000; HASHIMOTO et al., 2000). Os meios sintéticos
permitem melhor compreensdo dos fatores envolvidos no processo de maturacdo in
vitro de oocitos (SIRISATHIEN, 2002).

Na maioria dos estudos sobre a maturagdo in vitro de oocitos de mamiferos, o
meio mais utilizado é o TCM-199 com sais de EARLE (LEIBFRIED-RUTLEDGE et
al., 1986), o qual € modificado de acordo com o procedimento de cada laboratorio,
geralmente ao meio é adicionado L-glutamina, bicarbonatos de sédio, HEPES, piruvato
de sodio e hormdnios. A adicdo de substancias neste meio tem demonstrado contribuir
para melhorias no processo de MIV de odcitos.

A decisdo sobre 0 meio de maturacdo a ser utilizado, assim como a selecdo de
horménios e proteinas que participam como suplementos no processo de MIV, é de
grande importancia no condicionamento e na viabilidade do odcito para a fecundacéo e
0 desenvolvimento dos embrides (PAWSHE et al., 1996; TEOTIA et al., 2001). O grau
de sucesso na PIV de embriGes € proporcional ao grau na habilidade de se criar
condigcdes semelhantes ao ambiente do o6rgdo genital materno (VANROOSE et al.,
2001).

O embrido quando esta na fase de pré implantacdo acontece o processo de

clivagem que tem inicio por meio de divisdes meioticas, através da ativagio do genoma
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embrionario com formacdo dos blastdmeros, a seguir, agregacdo e compactacdo dos
mesmos, diferenciacdo do trofoblasto e do botdo embrionario, formacéo e expansao da
blastocele e, rompimento da zona peltcida (PRATHER e FIRST, 1988). In vitro, esse
fendmeno pode sofrer influencia de fatores intrinsecos e extrinsecos, tais como
composicdo da atmosfera gasosa, pH, luminosidade, aminoécidos, fatores de
crescimento e vitaminas (GONCALVES et al., 2008).

Nos meios utilizados para desenvolvimento de embrifes na maioria dos
mamiferos estudados, ainda existe controvérsias tanto qualitativa quanto
guantitativamente dos componentes utilizados no processo (IZQUIERDO et al., 1999).

A solucdo para o problema do bloqueio no desenvolvimento do embrido
(THOMPSOM, 2000), veio na década de 80 com a introducdo da co-cultura com varios
tipos de células, como por exemplo, da tuba uterina e da granulosa. Zigotos bovinos
fecundados in vitro e transferidos para ovidutos de coelhas (FUKUI, 1989) ou de
ovelhas (LU et al., 1987) superaram o blogueio do desenvolvimento, atingindo o estadio
de blastocisto. Segundo Van Inzen et al. (1995), este fato demonstra que a contribuicéo
do oviduto ao desenvolvimento embrionario in vitro ndo € espécie-especifica,
entretanto, esse procedimento apresenta desvantagens, como 0 uso de animais para
hospedeiros intermediarios, custos e manutencdo dos animais, assim como perda de
embrides.

No entanto, sobre a situacdo do bloqueio de desenvolvimento embrionério, deve-
se considerar também que, as células secretam diversos compostos com concentragdes
variaveis de acordo com suas especializa¢des, nutricdo ou tempo de cultivo, podendo,
inclusive, utilizar os nutrientes presentes no meio, como também altera-los, o que

impossibilita avaliar a relacdo entre exigéncias do embrido e 0s compostos presentes no
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meio de cultivo (BRACKETT et al., 1989; YOUNIS et al., 1989; OLIVEIRA et al.,
1991,1997).

Na busca de um sistema de cultivo embrionario in vitro semelhante ao ambiente
materno, surge na deécada de 90 as primeiras pesquisas sobre meio quimicamente
definido com possibilidade de um meio simples como o Hamsters Embryo Culture
Medium (HECM) ou um complexo como o TCM-199, ambos sem adi¢cdo de soro, e
com potencial para produzirem moérulas e blastocistos (PINYOPUMMINTR e
BAVISTER, 1991).

Kim et al. (1993) e Rosenkrans e Frist (1994) adicionaram aminoacidos ao meio
de cultivo e elevaram os indices de desenvolvimento embrionario nos meios piruvato,
lactato e albumina da tiredide (TALP) + alcool polivinilico (PVA) e meio de cultivo
CR1 + Albumina Sérica Bovina (BSA). Essa fonte de macromoléculas resultante da
juncdo de aminoacidos e PVA viabilizaram o meio quimicamente definido para o
cultivo embrionario com melhor éxito (LIU e FOOTE, 1995). Com o0s avangos das
pesquisas foi possivel transformar o meio de cultura em um similar ao ambiente da tuba
uterina (LAWITTS e BIGGERS, 1993), como no caso do Fluido Sintético de Oviduto
(SOF) ou adequar um meio simples, com alta concentracdo de potassio, como o Meio
Simples Otimizado com Potassio (KSOM).

Todavia, existem muitas controvérsias sobre a utilizagdo de meios quimicamente
definidos para producdo de embribes, Krisher et al. (1999), Lonergan et al. (1999) néo
obtiveram bons resultados, do mesmo modo, embrides produzidos em meios
suplementados com PVA apresentaram modificacbes no metabolismo (ECKERT et al.,
1998; THOMPSON, 2000), como reducédo no teor de proteina (THOMPSON et al.,
1998). Considerando que a albumina € a proteina existente em maior quantidade nos

orgdos genitais das fémeas, talvez a adicdo da mesma ao meio quimicamente definido



15
possa contribuir na obtencdo de resultados satisfatorios no desenvolvimento
embrionario. Nesse sentido, a forma recombinante dessa proteina alcancou resultados
animadores (ECKERT et al., 1998) e com resultados semelhantes ao do BSA (LANE et
al., 2003).

Com o avanco das pesquisas, desenvolveu-se o sistema de cultivo em duas fases,
que inicia com o meio quimicamente definido e termina com a presenca de soro
(PINYOPUMMINTR e BAVISTER, 1996). Através desse meio, percentuais superiores
a 50% de blastocistos podem ser alcancados (KRISHER et al., 1999), pois 0 meio de
cultura é potencializado pelo soro que tem uma acdo bifasica sobre os embrides
(VANROOSE et al., 2001), ndao permitindo um desenvolvimento inicial adequado,
porém, elevando a producdo de morulas e blastocistos. Em fungdo disso é
compreensivel que o cultivo de embrides, a partir dos estagios iniciais de
desenvolvimento até o de blastocisto, em meio semidefinido, ndo obtém a eficiéncia
esperada, seja na cultura simples (RIBEIRO, 1990) ou condicionada em monocamadas
celulares (RIBEIRO, 1990; OLIVEIRA et al., 1999).

Como o meio quimicamente definido ndo contém produtos de origem animal, 0s
riscos de uma possivel contaminacdo aos embrides sdo reduzidos (YOSHIOKA et al.,

1997).

2.3. Adaptacao e aclimatacdo ambiental

Os animais portam-se como um sistema termodinamico, que continuamente
trocam energia com o ambiente. Neste processo, os fatores externos do ambiente
tendem a produzir variagdes internas no animal, influindo na quantidade de energia
trocada entre ambos, havendo entdo a necessidade de ajustes fisiologicos para a

ocorréncia do balanco de calor (SILVA, 2000; BAETA e SOUZA, 1997). A adaptacéo
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a um dado ambiente estd relacionada com mudangas estruturais, funcionais ou
comportamentais observadas no animal, objetivando a sobrevivéncia, reproducdo e
producio em condicBes adversas (BAETA e SOUZA, 1997).

No conceito biologico, adaptacdo €é o resultado da acdo conjunta de
caracteristicas morfoldgicas, anatdmicas, fisiologicas, bioquimicas e comportamentais,
no sentido de promover o bem-estar e favorecer a sobrevivéncia de um organismo em
um ambiente especifico (BAETA e SOUZA, 1997). Ja a adaptacdo genética é um
conjunto de alteracdes herdaveis nas caracteristicas que favorecem a sobrevivéncia de
uma populacdo de individuos em um determinado ambiente, podendo envolver
modificagdes evolutivas em muitas geracdes (selecdo natural) ou a aquisicdo de
propriedades genéticas especificas (selecao artificial) (SILVA, 2000).

Segundo Silva (2000) para melhor compreensdo da adaptacdo e aclimatacao dos
animais sdo importantes todos os processos utilizados pelos animais para manter a
temperatura corporal relativamente constante, os mecanismos gerais de adaptacdo e 0s
especificos para ruminantes.

Fatores ambientais externos e o micro clima dentro das instalacbes exercem
efeitos diretos e indiretos sobre a producdo animal em todas as fases de producdo e
acarretam reducdo na produtividade, com consequentes prejuizos econémicos. O
conhecimento das respostas ou adaptacdes fisiologicas, fisicas e comportamentais dos
animais relacionados ao ambiente térmico nos permite a tomada de medidas e/ou
alteracdo de manejo, da nutricdo, instalacbes e equipamentos, objetivando a
maximizacédo da atividade (SILVA, 2000).

Os animais homeotérmicos possuem uma zona de termoneutralidade, entre
temperatura minima e maxima, ou seja, uma faixa de temperatura ambiente em que o

animal ndo precisa produzir ou perder temperatura corporal, onde seu metabolismo é
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minimo. Essa zona de temperatura é aonde os animais estdo em conforto térmico (entre
temperatura minima e temperatura maxima) e podem expressar seu maximo potencial
genético (NAAS, 1989).

Nads (1989) observou gque a zona de conforto térmico é dependente de diversos
fatores, sendo alguns ligados ao animal, como peso, idade, estado fisioldgico, tamanho
do grupo, nivel de alimentacdo e genética e outros ligados ao ambiente como a
temperatura, velocidade do vento, umidade relativa do ar, tipo de piso. Também, existe
uma zona de temperatura ambiental em que o animal consegue manter a sua
homeotermia, entre temperatura inferior (TI) e temperatura superior (TS), ou seja,
manter a sua temperatura interna relativamente estavel, independente da temperatura
ambiental. Entretanto, o animal necessitard de ajustes fisioldgicos para manter a
temperatura corporal constante. Quando a temperatura ambiente encontra-se abaixo da
temperatura de conforto, o animal precisa produzir calor corporal (termogénese). Ja,
qguando a temperatura encontra ambiente encontra-se acima da zona de conforto térmico
(termolise), o animal precisa perder calor para 0 ambiente. Ambos os casos irdo utilizar
a energia de mantenca para gerar ou dissipar calor, diminuindo a energia que seria
utilizada para a producéo e/ou reproducao (CURTIS, 1983).

Abaixo da TI, o animal ndo consegue aporte de energia térmica suficiente para
compensar as perdas, e acima de TS, o organismo € incapaz de impedir a elevacao de
sua temperatura interna, ocorrendo hipotermia e hipertermia, respectivamente. Os
animais possuem mecanismos basicos para perder/absorver calor para 0 ambiente. Estes
mecanismos podem ser divididos em duas categorias: 0s nao-evaporativos ou sensivel e
0s evaporativos ou latentes (CURTIS, 1983).

Os meios ndo-evaporativos incluem conducéo, conveccdo e radiacao e requerem

um diferencial de temperatura entre o animal e o meio ambiente. Os evaporativos ou
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latentes incluem a perda de calor por evaporacdo de agua por respiracdo e sudacao
(mudanca do estado da agua de liquido para gasoso) (SILVA, 2000).

A conducdo térmica € o mecanismo de transferéncia de energia térmica entre
dois corpos ou entre partes de um mesmo corpo, através da energia cinética das
moléculas, esse fluxo passa das moléculas de alta energia para as de baixa, ou seja, de
zonas de alta temperatura para outra inferior. E necessario um contato direto entre as
moléculas dos corpos envolvidos (SILVA, 2000). A conveccdo ocorre quando uma
corrente de fluido liquido ou gasoso, que absorve energia térmica em um dado local e
que entdo se desloca para outro local, onde se mistura com por¢bes mais frias desse
fluido e para elas transfere a energia térmica. Quando o animal é envolto pela atmosfera,
cuja temperatura € inferior a da sua superficie, a energia térmica é transferida por
conducéo do animal para a camada limite (adjacente a sua superficie) (NAAS, 1989).

A radiacdo pode ser definida como a transferéncia de energia de um corpo a
outro através de ondas eletromagnéticas. Uma superficie comporta-se de trés maneiras
quanto a radiacdo: (1) refletindo a energia incidente (fracdo da radiacdo incidente
refletida); (2) absorvendo a energia (fracdo da radiacdo incidente absorvida pela
superficie atingida) e (3) transmitindo a energia (energia incidente que passa através da
superficie) (NAAS, 1989).

A pigmentacdo da epiderme influencia nas trocas térmicas e esta é determinada
pela melanina, que é formada nos melanocitos pela oxidagdo do aminoécido tirosina e
sua funcdo é a protecdo contra a radiacdo ultravioleta, funcdo fundamental para os
animais que vivem nos tropicos. A exposicdo de animais a radiacdo ultravioleta
desencadeia a reacdo de oxidacdo da tirosina para a formacdo de melanina, que entdo é

depositada na epiderme (CURTIS, 1983).
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Quando um animal é submetido a altas temperaturas, ocorre um aumento da
circulacdo sanglinea para epiderme, proporcionando uma quantidade adicional de
matéria-prima para as glandulas sudoriparas e estimulando a sua acdo. A quantidade de
suor produzido depende também do numero de glandulas sudoriparas ativas e pelo
numero de glandulas por unidade de area epidérmica. Animais que vivem em locais
sujeitos a altas temperaturas tendem a apresentar uma maior densidade numeérica de
glandulas sudoriparas. Os ovinos, pela existéncia de um velo espesso que dificulta a
evaporacdo da umidade cuténea, a evaporacgdo respiratoria tem sido apontada como o
principal mecanismo de termolise (SILVA, 2000).
Para perder calor por evaporacao respiratéria, o animal aumenta a sua frequéncia
respiratoria. Outra forma de adaptacdo, em situacdes de estresse calorico, é diminuir o
consumo de oxigénio, para diminuir o metabolismo e, consequentemente a producao de

calor metabdlico (NAAS, 1989).

2.4. Estresse térmico calérico (ETC)

A existéncia de um organismo, seja qual for sua espécie, é consequéncia de uma
série de acdes e reacOes da natureza. O ambiente, e particularmente o clima sdo
importantes fatores que podem afetar tais interacdes.

Head (1995) diz que o ambiente compreende todos os fatores fisicos, quimicos e
biologicos que circundam o corpo do animal, e inclui fatores relativos a temperatura e
luz, fatores que provoquem mudancas de comportamento e que causem doencas, entre
outros, variando com o passar do tempo e da localidade.

Em vacas Holandesas confinadas em free stall a taxa de gestacdo caiu de 71%
durante o inverno para 45% durante o verdo (PIRES et al., 2002), o que representa uma

perda consideravel para a industria de leite e derivados.
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O estresse térmico calérico (ETC) compromete a funcdo reprodutiva em varias
espécies tais como ovinos (DUTT, 1963), caprinos (OZAWA et al., 2005), suinos
(TOMPKINS et al., 1967), coelhos (WOLFENSON e BLUM, 1988) e bovinos (EALY
et al., 1993), afetando as funcdes fisioldgicas em varios tecidos do sistema reprodutivo.
Por exemplo, o0 estresse térmico compromete a dinamica folicular (WOLFENSON et
al., 1995), reduz a viabilidade de oocitos (ROCHA et al., 1998) e compromete o
desenvolvimento embrionario (EALY et al., 1993; DUNLAP e VICENT, 1971).
Enquanto alguns estudos em bovinos ja demonstraram que a exposicdo de
o0citos ao estresse térmico in vivo ou in vitro reduz de maneira dramética o
desenvolvimento embrionario e as taxas de gestacdo, pouco se sabe sobre a
susceptibilidade dos odcitos de ovinos a temperatura elevada. Em bovinos, o ETC in
vitro reduz o potencial de maturagdo, fecundacdo e de desenvolvimento do odcito bem
como induz alteracdes celulares tipicas de apoptose (ROTH e HANSEN, 2004a; 2005).
Estudos recentes indicaram que a morte celular por apoptose € um mecanismo
importante responsavel pela reducdo na competéncia oocitaria induzida pelo estresse
térmico. Nesses estudos, o bloqueio da apoptose resgatou a capacidade de
desenvolvimento de odcitos expostos a temperatura elevada (ROTH e HANSEN,
2004a). Dessa forma, a determinacéo e caracteriza¢do do ETC em odcitos ovinos sdo de
extrema importancia para o desenvolvimento de medidas que reduza os efeitos
negativos da temperatura elevada na competéncia oocitaria em animais expostos a
temperatura elevada.
A infertilidade associada ao ETC é um problema de ordem multifatorial, pois
afeta as funcOes fisiologicas e celulares em varios tecidos. Por exemplo, pode
comprometer a dindmica folicular reduzindo o crescimento do foliculo dominante

(BADINGA et al, 1993) e a habilidade do mesmo em exercer dominancia
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(WOLFENSON et al., 1995; WILSON et al., 1998). Alem disso, ja foi observado que
em animais expostos ao estresse caldrico ocorre a emergéncia precoce do foliculo
dominante da segunda onda folicular (WOLFENSON et al., 1995) o que pode levar a
ovulagdo de um od6cito ja envelhecido. Existe um grande numero de estudos
demonstrando que embrides no periodo de pré-implantacdo sdo particularmente
susceptiveis a hipertermia. Ja foi demonstrado, que o estresse calérico no periodo de
pré-implantacdo reduz a sobrevivéncia embrionaria em varias espécies (DUTT, 1963;
WOLFENSON e BLUM, 1988), inclusive em ovinos e caprinos (DUTT, 1963; EALY
et al., 1993). Essa reducdo acontece provavelmente pelo efeito direto da alta
temperatura no embrido. Da mesma forma, o choque térmico caldrico induzido durante
a cultura de embrides produzidos in vitro diminui o desenvolvimento ao estadio de
blastocisto, aumenta a mortalidade embrionaria e reduz a taxa de prenhez em animais

submetidos a transferéncia de embrides (ALLISTON et al., 1965; EALY et al., 1995).

2.4.1. Consequéncias do estresse térmico no sistema reprodutivo

Elevadas temperaturas ambientais podem diminuir a concentracdo de LH no
plasma, que é necessario para o completo desenvolvimento do foliculo dominante. Os
foliculos dominantes desenvolvidos em um ambiente com baixo nivel de LH possivelmente
terdo seu desenvolvimento final e sua diferenciacéo afetados negativamente (GUZELOGLU et
al., (2001). Existem discrepancias na literatura a respeito da secre¢do hormonal durante um
estresse térmico calorico agudo. Concentracdes de estradiol (Ez) no plasma podem ser
diminuidas, aumentadas ou ndo serem afetadas pelo estresse térmico. Paradoxos similares
ocorrem para a concentracdo de progesterona (P;) e do LH. O crescimento e o
desenvolvimento dos foliculos ovarianos, que podem ser precisamente monitorados pela

ultrassonografia, podem ser ou ndo ser afetados pelo calor (BADINGA et al., 1993).



22

O ETC parece ter um efeito de retardar as fungbes ovarianas, caracterizado por
alteracBes na genesi e na dindmica folicular, alterando as concentracdes de FSH (BADINGA
et al., 1993). Havendo um efeito aditivo do estresse térmico e da maior producdo de leite na
diminuicdo das taxas de concep¢do. Guzeloglu et al. (2001) demonstraram que os foliculos
ovarianos sdo suscetiveis ao estresse térmico calorico. O foliculo pré-ovulatério € um
importante componente do sistema reprodutivo e a deterioracdo desta funcdo durante o
estresse térmico pode afetar outros eventos reprodutivos, tal como a secrecdo de
gonadotropina e subsequente desenvolvimento do corpo ltteo (CL) e do embrido.

O foliculo dominante da primeira onda folicular € menor em didmetro em vacas
lactantes sob ETC e costuma ter menos liquido folicular que os de vacas que ndo sofreram
ETC no dia 8 (D-8) do ciclo estral (BADINGA et al., 1993). O ETC também diminui o
namero de células viaveis na granulosa (GUZELOGLU et al., 2001).

Os foliculos que estdo se desenvolvendo nos ovarios das vacas com ETC mesmo
quando danificados continuam crescendo. Aparentemente, esses foliculos danificados
ovulam odcitos subférteis durante varios meses apés a diminuicdo do estresse (ROTH et
al., 2001). Foliculos subordinados apresentaram uma diminuicdo de tamanho em vacas
submetidas ao ETC durante a primeira onda folicular (BADINGA et al., 1993;
WILSON etal., 1998; ROTH et al., 2000).

Além de afetar os foliculos ovarianos, 0 ETC também € capaz de afetar o corpo Ilteo.
Observou-se que vacas submetidas a estresse térmico apresentaram fases luteinicas mais
longas. O estradiol do foliculo da inicio a lutedlise em bovinos, e a reducio deste causada
pelo estresse térmico-calorico influencia este processo. AplGs a interrupcdo do estresse
térmico as vacas apresentam luteolise e os foliculos reiniciam seu desenvolvimento
normalmente (VASCONCELOS, 2003), porém a recuperacdo dos odcitos se da bem mais tarde

(ROTH et al., 2002).
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A influéncia ou ndo do ETC no CL durante a fase luteinica intermediaria &€ menos
clara. Foi demonstrado que o estresse térmico aumenta, diminui ou ndo afeta as concentracdes
de progesterona no sangue. As células do CL sdo diferentes daquelas do foliculo. Por
conseguinte, se 0 estresse térmico diminui 0s niveis de progesterona no sangue, entdo essa
reducdo seria causada pelos efeitos do estresse térmico no foliculo, que por fim afeta o corpo
luteo. De outro modo, alteragcdes na taxa do metabolismo associadas ao ETC podem afetar
0 metabolismo da progesterona (VASCONCELOS, 2003). Entretanto, Balazs (2004) ndo
observou mudangas significativas nos niveis de P, em vacas superovuladas da raca
Holandesas-Friesian criadas na regido semi-arida de Pernambuco, comparando-se 0 momento
em que o embrido era recuperado, o primeiro e segundo ciclos.

O foliculo pré-ovulatério € um componente chave no sistema reprodutivo
(IRELAND, 1987), sendo as taxas de concepcdo em vacas de leite inversamente
relacionadas a temperatura ambiente durante a fase folicular (INGRAHAM et al.,
1976). O ETC também deprime a dominancia folicular como indica a auséncia de
decréscimo dos foliculos médios durante a primeira onda de desenvolvimento folicular,
maior tamanho e decréscimo lento no didametro do segundo maior foliculo, aumento no
namero de foliculos grandes durante a primeira onda de desenvolvimento folicular e
surgimento mais cedo do foliculo pré-ovulatério (BADINGA et al., 1993; WILSON et
al., 1998b; GUZELOGLU et al., 2001). Quando a dominéncia folicular esta reduzida,
mais de um foliculo dominante pode se desenvolver, explicando o aumento no nimero
de partos gemelares ocorridos em determinados periodos do ano em vacas de alta
producéo leiteira (RYAN e BOLAND, 1991; SARTORI et al., 2000).

Trout et al. (1998) em um estudo realizado na Florida, quando os animais
apresentaram temperaturas retais entre 40 a 40,9°C, ndo observaram diferencas na

duracdo do ciclo estral ou intervalo entre estros nos grupos controle ou sob estresse
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térmico-caldrico. Um aumento nos niveis de progesterona foi observdo entre os dias 11
aldel6al7 nasvacas sob ETC. Contudo, uma diminuicao nestes valores foi observada
entre os dias 19 a 21.

Estudos in vitro demonstraram a susceptibilidade oocitaria aos efeitos diretos da
temperatura elevada. O estresse térmico durante a maturacédo in vitro (MIV) reduziu a
maturacdo nuclear, a fecundacdo (ROTH e HANSEN, 2005) e o desenvolvimento
embrionario até o estadio de blastocisto (EDWARDS e HANSEN, 1996; ROTH e
HANSEN, 2004a; JU et al., 2005). A exposicdo de odcitos bovinos a temperatura severa
de 42-43°C (EDWARDS e HANSEN, 1996; ROTH e HANSEN, 2004b) ou a
temperatura moderada de 40-41°C (EDWARDS e HANSEN, 1996; ROTH e HANSEN,
2004a) durante as primeiras 12 horas (h) de MIV (0-12h MIV) bloqueou ou reduziu o
desenvolvimento embrionario. Existe na literatura apenas um relato em que o estresse
térmico in vitro foi aplicado durante a fase de VG. Neste experimento a exposic¢éo de
oocitos VG ao estresse térmico de 41°C reduziu o desenvolvimento embrionario
(PAYTON et al., 2004). A susceptibilidade oocitaria a temperatura elevada deve-se em
parte a incapacidade do odcito em ativar mecanismos termoprotetores, como o aumento
da sintese das proteinas do choque térmico (HSPs) (EDWARDS e HANSEN, 1997).

Recentemente um numero consideravel de evidéncias demonstra que o odcito
pode ser danificado pelo ETC causando uma reducdo na sua capacidade de
desenvolvimento (PUTNEY et al., 1989a; ROTH e HANSEN, 2004b). O choque
térmico pode danificar oocitos antes da maturacdo (estadio de vesicula germinativa),
(PAYTON et al., 2004), durante a maturacdo (ROTH e HANSEN, 2004a) e apds a
maturacdo (JU e TSENG, 2004).

Um fator peculiar ao o6cito bovino no estadio de VG € que 0 mesmo permanece

no foliculo antral por um periodo longo de 42 dias e durante este tempo o animal
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exposto ao ETC pode sofrer oscilacbes de temperatura corporal acima de 41°C
(PUTNEY et al., 1988; PUTNEY et al., 1989b; EALY et al., 1993; WOLFENSON et
al., 1993; RIVERA e HANSEN, 2001).

Os mecanismos pelo qual o ETC afeta a capacidade de desenvolvimento
oocitario ainda nao foram completamente esclarecidos. No entanto, tendo em vista que
a apoptose é o principal processo responsavel pela reducdo do ndmero de o0citos
durante a vida reprodutiva de fémeas mamiferas (MORITA e TILLY, 1999; TILLY,
2001) é possivel que esta forma de morte celular seja induzida em od6citos expostos as
condicdes de estresse.

Odcitos fertilizados de ovelhas e vacas, quando colocados em altas temperaturas,
tanto in vitro como in vivo sdo prejudicados porém, continuam a se desenvolver, somente
morrendo durante os estadios criticos da implantacdo (JAINUDEEN e HAFEZ, 2000). O
ETC é mais prejudicial a sobrevivéncia embrionaria quando ocorre logo apds o estro. Em
particular, o ETC reduz a viabilidade do embrido no dia 8 (D-8) ap0s 0 estro se vacas
superovuladas sdo expostas a ao estresse térmico-caldrico no dia | (D-1), porém ndo no dia
3,5e 7 (EALY etal.,, 1993). Uma das razdes para esse fendomeno é que os embrides se
tornam mais resistentes a aumentos de temperatura ao passo que se desenvolvem.
Temperaturas que bloqueiam o desenvolvimento dos embrifes bovinos no estadio de 2
células tém efeito intermediario em embrides com 4-8 celulas e pouco ou nenhum efeito no
desenvolvimento de morulas (ROMAN-PONCE et al., 1978; ROSENBERG et al., 1982;
EALY etal., 1995; EDWARDS e HANSEN, 1997).

O ETC entre oito e dezessete dias de gestacdo pode alterar o meio uterino assim
como 0 crescimento e a atividade secretéria do embrido. Aparentemente o estresse
térmico antagoniza os efeitos inibitorios do embrido sobre a secregdo uterina de PGF2a

(JAINUDEEN e HAFEZ, 2000).
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Comparados a maioria das células, os embrides sdo particularmente sensiveis a
mudancas de temperatura e um leve estresse térmico de 41°C por 4h é suficiente para
reduzir a proporcéo de embrides que se desenvolvem em meio de cultura (KRININGER et
al., 2002; HERNANDEZ-CERON, 2004). Existem muitos outros efeitos do estresse
térmico que ndo afetam diretamente 0 embrido, entretanto comprometem sua sobrevivéncia.
Por exemplo, o estresse térmico-calorico reduz o fluxo sanguineo no utero (ROMAN-
PONCE, 1978) e, como resultado, 0 envio de nutrientes e hormonios a este Orgao
também é comprometido (ROSENBERG et al., 1982; HOWELL et al., 1994).

As consequéncias celulares do ETC tém sido descritas para embrides bovinos no
estagio de 2 celulas. Neste estadio, exposicbes a 41°C causam rompimento dos
microfilamentos e microtubulos, resultando em redistribuicdo das organelas para o interior
da célula (RIVERA et al., 2003; RIVERA et al., 2004a). Além disso, ocorre ainda um
aumento na proporcao de mitocondrias, as quais possuem a caracteristica de aumentar seu
volume, indicando despolarizacdo (RIVERA et al., 2003; RIVERA et al., 2004a) e,
consistente com a ideia de fosfoliracdo oxidativa, ha ainda uma reducdo no consumo de
oxigénio (RIVERA et al., 2004b). Enquanto radicais livres tém sido responsabilizados
pelos efeitos do estresse térmico em embrides de ratos (ARECHIGA et al., 1995; OZAWA
et al., 2004), 0 mesmo parece ndo ocorrer em embrides bovinos porgue, nestes, o estresse
térmico ndo causa reducdo no antioxidante glutationa cistdlica (RIVERA et al., 2004b) e
seus efeitos ndo podem ser minimizados através da adi¢do de antioxidantes ao meio de
cultura (EALY et al., 1995) ou ainda reduzindo a quantidade de oxigénio contida na
incubadora (RIVERA et al., 2004Db).

Os efeitos do ETC podem também afetar a qualidade dos odcitos levando a
variagdes estacionais no sucesso dos sistemas de producdo de embrides in vitro. Um queda

nas taxas de desenvolvimento embrionario durante o verdo foram reportadas em
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Louisiana (ROCHA et al., 1998) e Wisconsin (RUTLEDGE et al., 1999). Ron et al.
(1984) e Roth et al. (2002) demonstraram que as taxas de concepcdo em vacas leiteiras
permaneciam baixas, mesmo quando 0s animais ndo estavam mais sendo expostos ao

estresse térmico-calérico.

2.5. Morte celular programa (MCP)

Apoptose é um tipo de morte celular programada caracterizada fenotipicamente
pelo encolhimento ou reducdo de tamanho da célula, compactacdo da cromatina,
vacuolizacdo do citoplasma e formacdo de corpos apoptéticos (pequenos fragmentos)
dentro da célula. Bioguimicamente é caracterizada pela fragmentacdo do DNA, que em
humanos é mediada pelo fator de fragmentacdo e em camundongos pela DNAse ativada
por caspase, alteracdes mitocondriais e destruicdo celular controlada pela familia das
proteases cisteinas conhecidas como caspases (PARDO-VELEZ et al.,, 2007).
Dependendo do estimulo, a apoptose pode ser induzida por duas vias: intrinseca, pela
via da mitocéndria, ou extrinseca, pela via de receptores de fatores de necrose tumoral
(TNF) ou por reposta a um estimulo externo como uma citocina. Os principais
executores da apoptose sdo as caspases, proteases que induzem poros na membrana
celular das mitocondrias, e liberacdo do citocromo-c, um fator indutor de apoptose
(STRASZEWSKI-CHAVEZ et al.,, 2005). Tanto od6citos ndo fecundados como
embrides envelhecidos exibem graus variaveis de fragmentacdo e morte celular. A
fragmentacdo é resultado de alteragdes moleculares caracteristicas da morte celular
programada (MCP) ou apoptose, a qual requer a ativacdo de genes especificos
envolvidos na execucio do programa de MCP (GORDO et al., 2002; HAINOCZKY et
al., 2003). Atualmente sdo conhecidas duas vias de apoptose, a primeira por estimulagéo

dos receptores de morte que se encontram na superficie da célula e ativacdo das
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caspases e a segunda via de morte celular envolvendo a mitocondria, que pode ser
ativada por varios fatores incluindo dano no DNA, hipdxia, auséncia de fatores de
crescimento, além de outros. Esses estimulos promovem a liberagdo do citocromo ¢ no
citoplasma e resultam na ativacdo da cascata das caspases (BRATTON et al., 2000;
GORDO et al., 2002). Segundo esses autores, as caspases sdo proteases que residem
principalmente no citoplasma sob a forma de pro-enzimas inativas e sdo responsaveis
pela transmissdo do sinal de morte. A atividade das caspases € executar a clivagem
proteolitica de muitas proteinas importantes que garantem a integridade e sobrevivéncia
celular. Por fim, as caspases ainda ativam as endonucleases que fragmentam o DNA
(GORDO et al., 2002). Pouco se conhece sobre 0s sinais que desencadeiam a apoptose
em embrides e 0S mecanismos precisos que executam e controlam o programa de
apoptose. Entretanto, toda a via apoptdtica parece ter como ponto em comum a ativacdo
da familia das caspases (WASIELAK & BOGACKI, 2006). Odcitos envelhecidos
possivelmente perdem a funcgdo protetora de alguns componentes celulares presentes no
citoplasma, levando o odcito a incompeténcia do desenvolvimento e a morte. Acredita-
se que as oscilacbes de Ca2+, possam também estar envolvidas na sinalizacdo da
apoptose, especialmente quando iniciadas em od6citos envelhecidos (GORDO et al.,
2002).

Os mecanismos de MCP podem ser ativados por estimulos externos, mediante
ligacdo com receptores da superficie celular, chamados de receptores da morte, ou por
estimulos internos de estresse intercelular, tais como lesdo do DNA, perturbagdes no
ciclo celular ou nas vias metabdlicas (CHANG et al., 2002). Estes diferentes estimulos
celulares pode alterar 0 padrdo de proteinas mitocondriais relacionadas a apoptose. A
alteracdo deste padrdo pode culminar na ativacdo de proteases conhecidas como

caspases (CRYNS e YUAN, 1998;).
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A inducéo da apoptose ocorre de maneira diferente dependendo do tipo de célula
e 0 estagio gque esta se encontra. Entretanto, depois de desencadeado esse mecanismo,
os caminhos percorridos por todas as células sdo comuns, sendo um processo
irreversivel apds o inicio da ativacdo das caspases efetoras (caspases 3 e 8) (CRYNS e
YUAN, 1998).

Existem varias familias de genes envolvidas nesse processo, uma dessas familias
é a do gene BCL-2 (B cell leukmia/lynphoma 2), que pode estar presente no citosol bem
como em organelas como as mitocondrias. O primeiro integrante desta familia, o BCL-2
proto-oncogeénico, foi descoberto pela transformacéo cromossdmica t (14/18) de células
linfocitarias B de humanos (WYLLIE et al., 1980; HOCKENBERY et al., 1990;
OHMORI et al., 1993). Esta familia de proteinas é composta por antagonistas da morte
(BCL-2, BCL-X., BCL-W, MVL-1) e agonistas da morte (BAX, BKA, BAD, BID,
BIK, BCL-Xs) e outros (GROSS et al., 1999). Estas proteinas compartilham estruturas
homologas dos dominios BH1, 2, 3 e 4, embora nem todos 0os membros possuam todos
os dominios. Os dominios BH1 e BH2 dos antagonistas Sdo necessarios para
heterodimerizar com 0s agonistas da morte e, inversamente, o dominio BH3 dos
agonistas da morte € requerido para que ocorra a heterodimerizacdo com os antagonistas
da morte para promover a morte celular (GROSS et al., 1999; YIN et al., 1994).

Oltvai et al. (1993) também estudaram a ligacdo dos membros dessa familia
como 0 processo de apoptose e propds que ha uma relagdo entre os subconjuntos de
proteinas, como é o caso do BAX e BCL-2, em determinar a susceptibilidade da célula a
um sinal de morte programada. A alteracdo do padrdo transcripcional do gene BCL-2
pode culminar na ativacdo de proteases responsaveis diretas pelo processo de MCP

(OHMORI et al., 1993).
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As proteinas da familia BCL-2 podem estar inseridas na membrana mitocondrial
na forma de dimeros ou polimeros e sua estrutura quaternaria esta diretamente
relacionada com seu poder de inibir ou ativar a apoptose (KROEMER, 1997). A
proteina BAX é um membro pré-apoptotico da familia da BCL-2 que, na auséncia de
estimulos apoptoticos, encontra-se predominantemente solivel no citosol. Por outro
lado, na presenca de estimulos apoptéticos, ocorre a transformacdo dessa proteina do
citosol para as mitocondrias e sua inser¢do nas membranas mitocondriais (WOLTER et
al., 1997; ZHANG et al., 1998). Os mecanismos pelos quais a BAX ¢ inserida nessas
membranas ainda ndo estdo elucidados, mas tal evento pode estar associado a formacao
do poro transitério de permeabilidade. Por este poro, ocorre a liberagdo do Ca**
citosélico (SMAILI et al., 2003). N4o se sabe se uma elevagdo de Ca** citosélico serve
de sinal para a transformacdo da BAX e para a amplificacdo do sinal apoptdtico na
presenca de um determinado estimulo. Além disso, a propagago do sinal do Ca* entre
células pode indicar que os aumentos de Ca?* citosélico sdo importantes para
transmissdo dos sinais apoptoticos entre diferentes células (BAYSAL et al., 1994;
CASTILHO etal., 1998; GUNTER et al., 1998).

Os mecanismos de comunicacgdo entre as células como as jun¢Ges comunicantes
do tipo Gap (JG) tém sido frequentemente relacionados a processos de disseminacao de
morte celular. No entanto, a forma como estas juncGes celulares mediam tal processo
ainda néo esté elucidada (GUTHRIE et al., 1999). Existem ainda outras inibidoras da
apoptose como a BCL-xI e proteinas indutoras da apoptose como a BAD e a BAK.

A acdo no processo de apoptose das proteinas pertencentes a familia BCL-2
situa-se ao nivel da membrana mitocondrial, permitindo ou ndo a saida do citocromo ¢

que é um ativador de caspases. As caspases, cisteino proteases homdlogas ao ced-3 do
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C. elegans, exercem importante papel na rede sinalizadora da apoptose, as quais Sao
ativadas em cascatas (BRATTON et al., 2000).

A subdivisdo das caspases € baseada na andlise filogenética, na especificidade de
seu substrato e no tamanho de seu pré-dominio: (1) caspases iniciadoras com as quais
incluem as caspases 8 e 9 contendo os pro-dominios longos que permitem interagir com
as proteinas adaptadoras especificas tendo a funcdo de ativar diretamente as caspases
efetoras (BRATTON et al., 2000; MUZIO et al., 1998); (2) caspases efetoras incluem as
caspases 3, 6 e 7, as quais contém pré-dominios curtos e sua acdo ocorre pela clivagem
de proteinas estruturais e regulatérias como a DFF45/ICAD, as citoqueratinas, as
gelsolinas, as lamininas e as actinas (KOTHAKOTA et al., 1997; KWIATKOWSKI,
1999).

As caspases estdo presentes no citoplasma sob forma de pré-enzimas inativas,
tornando-se ativas, ap6s clivagem proteolitica a altura do acido aspartico. Uma vez
ativada, a maioria das caspases tem a habilidade de catalisar a ativacdo de outros
membros dessa familia, resultando em ampliacdo de cascata proteolitica (THOMPSON,
1999). Uma caspase é capaz de clivar outras e esta habilidade parece ser essencial para
ativacdo dessas enzimas. Ao ser ativada, uma caspase iniciadora cliva outra, em
sequéncia, até gerar uma caspase efetora. Esta destrOi proteinas essenciais da célula,
ativa proteinas toxicas ou destrdi proteinas que protegem a célula da apoptose. Varios
experimentos sugerem uma hierarquia na ativacdo das caspases, mas esta ordem e as
caspases envolvidas podem diferir, dependendo do modo de indugdo da apoptose
(THORNBERRY et al., 1997; NICHOLSON, 1999).

Viérias proteinas sdo apontadas como “alvos” das caspases, mas ainda ndo foi
estabelecida uma relacdo direta entre o corte dessas proteinas e a morte celular. A

caspase 3 cliva uma proteina denominada ICAD (Inhibitor of caspase-activated DNAse)



32
normalmente ligada a uma endonuclease (CAD) no citoplasma, ativando essa enzima,
que entra no ndcleo e inicia a fragmentacdo do DNA (BRATTON et al., 2000). Outra
relacdo direta ja identificada é a fragmentacdo, também pela caspase 3, da gelsolina,
proteina ligada aos filamentos de actina (parte do citoesqueleto, que mantém a estrutura
da celula). Essa fragmentacdo danifica os filamentos e a célula perde sua forma, o que
leva a apoptose (KOYA et al., 2000).

Alguns membros, tais como a caspase 8, ocupam posi¢do proximal na cascata
proteolitica e agem como regulador e iniciadores, enquanto outros como a caspases 3,
sdo mais distais e agem como efetores da fragmentacdo celular (PATEL e GORES,
1998). Contrariamente as proteases armazenadas nos lisossomos ou ativadas no citosol
pelo célcio, que tém espectro amplo de substratos inespecificos, as caspases tém
substratos bem restritos, o que lhes assegura um processo de seletividade e
especificidade no processo de proteolise. Tais substratos incluem proteinas envolvidas
no reparo do DNA, no ciclo celular, na sinalizacdo de transducdo e na manutencdo da
integridade da estrutura celular. O ataque a todos esses alvos impede o reparo quando se
rompe a estrutura do citoesqueleto e do ndcleo, levando a desestruturacdo da célula
(TILLY, 1996; THOMPSON, 1999).

A maioria dos receptores da morte celular identificados sdo membros da familia
de receptores para o fator de necrose tumoral (FNT) e caracterizado por apresentar
porc¢do extracelular rica em cisteina e uma regido citoplasmatica, chamada dominio da
morte (do inglés, death domain), essencial para transducdo intracelular do sinal de
morte. Entre esses receptores, um dos mais estudados e melhor caracterizado € o fator
de necrose tumoral receptor (FAZ) (CD95 ou APO-1). Quando o ligante-FAS se acopla
ao receptor FAS, as moléculas do receptor se trimerizam formando um agregado de

cadeias da morte. Finalmente, o agregado se liga a caspase 8, uma proteina adaptadora
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presente no citosol, chamada de cadeia da morte quando associado ao receptor FAS
(FAS-associated death domain, FADD). A ligacdo desse complexo a pro-caspase 8
resulta na ativacdo dessa enzima por clivagem proteolitica. A caspase-8 pode entéo,
diretamente ou pela via mitocondrial, ativar a caspase-3 (caspase efetora)
(HENGARTNER, 2000).

Além dos receptores da morte, a apoptose pode também ser deflagrada por sinais
de estresse intracelular que resultam em disfuncdo mitocondrial, tais como lesdo do
DNA (via gene p53), alteracbes nas vias metabdlicas (aumento do célcio intracelular,
reducdo do pH, estresse oxidativo), drogas, toxinas ou privacdo dos fatores de
crescimento. Na presenca de sinais de estresse intracelular ocorre a transformacéo de
proteinas pro-apoptéticas (BAX, BID, etc) do citosol para a mitocondria. Essas
proteinas sdo membros da familia de proteinas BCL-2 que exercem uma funcdo
importante na regulacdo da apoptose, como sera discutido adiante. A translocacdo das
proteinas pro-apoptoticas para a mitocondria resulta na liberacdo para o citosol do
citocromo-c, presente no espaco existente entre a membrana mitocondrial externa e
interna (GROSS et al., 1999; HENGARTNER, 2000; SMAILI et al., 2003). No citosol,
o citocromo-c forma um complexo com o fator ativador da apoptose 1, 0 apoptossoma
(do inglés apoptosis-activacting factor 1, apaf-1), levando a ativacdo da caspase 9, que
ativa caspases efetoras. Portanto, a ativacdo das caspases pode ser desencadeada via
receptores da morte ou via disfuncdo mitocondrial, com liberacdo do citocromo-c

(GREEN e EVAN, 2002; HENGARTNER, 2000).

2.5.1 Apoptose oocitaria e embrionaria
Durante a vida reprodutiva da fémea, a maioria dos foliculos ovarianos torna-se

atrésico e seu respectivo oocito se degenera. Os foliculos que ndo se submetem ao
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processo de atresia continuam a crescer até a ovulacdo. Apos a ovulagdo, se a
fertilizacdo ndo ocorrer dentro de um determinado tempo, 0 0dcito perde sua capacidade
fertilizante e comeca a se degenerar (TAKASE et al, 1995, YANG e
RAJAMAHENDRAN, 2002; HAFEZ e HAFEZ, 2000). Embora os mecanismos
envolvidos neste processo de degeneracdo ainda ndo estejam muito bem elucidados, €
provavel que no odcito este processo ocorra por MCP (YANG e RAJAMAHENDRAN,
2002).

A fim de melhorar a PIV do embrido, é usual a sele¢cdo morfoldgica dos CCOs
com base no nimero de camadas de CC e no ooplasma do odcito. Este tipo de
classificacdo, que relaciona a morfologia com a competéncia de desenvolvimento do
odcito, vem sendo estudada ha tempos (BRACKETT e ZUELKE, 1993; LEIBFRIED e
FIRST, 1979; LONERGAN e GORDON, 1992; MADISON et al., 1992). Estes estudos
demonstram que od6citos com cumulus compacto sdo, via de regra, originados de
foliculos “saudaveis” ou daqueles apenas com sinais de atresia, visto que odcitos com
cumulus incompleto e/ou expandido originam-se de foliculos com sinais mais
avancados de atresia. Blondin e Sirard (1995) relataram que odcitos desnudos tiveram
uma taxa de desenvolvimento embrionaria muito reduzida, diferindo significativamente
dos odcitos de classes morfologicas que apresentam CC. Em CCOs bovinos de
diferentes morfologias existem uma correlagdo negativa entre a fragmentacdo nuclear
das CCs e o potencial de desenvolvimento embrionario in vitro. Valores baixos na razéo
das proteinas BCL-2/BAX esté relacionada com o aumento de fragmentacdo nuclear nas
CC, néo sendo observada variacdo da propor¢do dos BCL-2/BAX nas CCs de CCOs de
diferentes morfologias, maturadas por 24h in vitro, independente da isoforma do gene

BAX ser a alfa ou a psi (EMANUELLI, 2005).
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Em estudo realizado por Yang e Rajamahendran (2002) constatou que CCOs de
qualidade morfologica inferior tém a maioria de seus o00citos com anomalias
morfologicas incluindo a fragmentacdo do ooplasma e das CC, caracteristicas estas
tipicas de células submetidas ao processo de morte celular por apoptose (TILLY, 1996).
Do mesmo modo, Takase et al. (1995) e Matwee et al. (1999) indicaram que a apoptose
estd relacionada ao processo de degeneracdo em odcitos imaturos de camundongos e
bovinos.

Fujino et al. (1996) propds que a fragmentacdo do DNA dos 00citos associadas a
apoptose pode ser uma das razGes para a qualidade pobre dos odcitos e a baixa
fertilidade de ratos envelhecidos. O sistema de comunicacdo entre odcitos e as células
somaticas que o cercam € estabelecido muito cedo, ainda quando os o0citos encontram-
se circundados apenas por uma camada de células pré-granulosas, no inicio do
desenvolvimento do foliculo primordial. Durante todo o desenvolvimento folicular as
CG comunicam-se com 0 seu odcito pelas JG assegurando o crescimento e maturacao
apropriada ao oécito (EPPIG, 1991).

Apesar de uma criteriosa selecdo dos CCOs cerca de 60% dos 00citos bovinos
submetidos a fecundacdo in vitro sdo perdidos durante os primeiros ciclos de clivagem,
pela falta de competéncia em ultrapassar o bloqueio embrionario (LONERGAN et al.,
2001). Em bovinos o bloqueio do desenvolvimento embrionario é observado no 4° ciclo
celular (DE SOUZA et al., 1998). Este estadio é caracterizado pelo ciclo celular de
maior duracdo no periodo de pre-implantagcéo e pelo inicio da transcricdo do genoma
embrionario. Neste sentido, espera-se que a qualidade dos CCOs tenha efeito sobre o
potencial de escapar do bloqueio embrionario.

Em mamiferos, as perdas embrionarias podem ocorrer em todas as fases da

gestacdo (DISKIN e SREENAN, 1980; DUNNE et al., 2000). A incidéncia de perdas
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embrionarias em novilhas inseminadas artificialmente pode chegar a 22% no 14° dia
(D-14) de gestacdo e sem perdas adicionais até o 30° dia (D-30). No intervalo
correspondente ao D-30 até o final da gestacdo, as perdas embrionarias/ fetais alcangam
apenas 4,2%, indicando que a maioria das perdas ocorre durante as duas primeiras
semanas do desenvolvimento embrionario em bovinos (DUNNE et al., 2000).

Ha fortes evidéncias que células embrionarias de mamiferos na fase de pré-
implantacdo submetem-se ao processo de apoptose (BETTS e KING, 2001; HARDY,
1997). Os mecanismos utilizados pelo embrido para eliminar determinadas células ou
linhagens de células ndo estdo bem definidos.

O embrido, durante o inicio do periodo de pré-implantacdo, depende quase que
exclusivamente do RNAmM materno e das proteinas que 0 00cito conseguiu estocar antes
do periodo de ovulacdo. Com isso, € possivel que o embrido ndo seja capaz de
sobreviver por ndo possuir os produtos de origem materna necessarios, ou por ndo
comecar a expressar seus genes no momento certo (JURISICOVA et al., 1996). Uma
das alteracdes mais frequentes encontradas durante o desenvolvimento inicial do
embrido esta relacionada com a fragmentacdo nuclear atribuida ao processo de MCP,
que ocorre principalmente nas células que formam o botdo embrionario ou massa
celular interna (MCI). Acredita-se que o objetivo deste mecanismo seja eliminar
algumas dessas células que impedem o potencial de desenvolvimento do trofectoderma
e que possam ser letais para o embrido (HARDY, 1997). Contudo, um numero
considerado minimo de células saudaveis da MCI €& necessario para que O
desenvolvimento prossiga (HARDY, 1997).

As condicdes proporcionadas aos embrides na PIV sdo diferentes das condi¢bes
encontradas pelos embriGes in vivo. Nas condic@es in vitro ha uma grande concentragédo

de oxigénio reativo (OR). Yang et al. (1998), com o objetivo de elucidar as a¢des do
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OR, determinaram a reacdo existente entre a concentracdo de H,O, no embrido e as
modificagdes morfoldgicas em suas células, concluindo que existe uma relacdo direta
entre 0 aumento da concentracdo de H,O, e 0 numero de células apoptéticas. As
varidveis in vitro, nas quais o odcito e principalmente os embrides sdo submetidos,
fazem com que a qualidade dos embrides produzidos in vitro seja variavel.

A maioria dos embrides possui blastbmeros de diferentes tamanhos e muitas
células fragmentadas. Em embrides fragmentados, a alta incidéncia de cromatina
condensada com a degradacdo do DNA celular e o aparecimento de um grande numero
de corpos apoptoticos leva, a inviabilidade no desenvolvimento do embrido quando em
processos iniciais do desenvolvimento, inclusive antes da formacdo do blastocele

(JURISICOVA et al., 1996).
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CAPITULO 1

Efeito das estacdes seca e chuvosa na capacidade de desenvolvimento de odcitos e
producdo in vitro de embrides na espécie ovina

(Effect of dry and wet seasons on the ability of oocytes developing and in vitro
production of embryos in sheep)
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RESUMO
Este estudo teve como objetivo determinar o efeito das estacfes seca e chuvosa na

capacidade de desenvolvimento de odcitos e producdo in vitro de embrifes da espécie
ovina. Os ovarios de ovelhas na estagdo seca (outubro a marco) e chuvosa (abril a
setembro) foram colhidos em abatedouro e transportados ao Laboratério de Biotécnicas
da Reproducdo da UFRPE. Os complexos cumulus oophorus (CCOs) foram colhidos
pela técnica de “slicing” dos foliculos entre 2 a 6 mm de diametro e selecionados com
base na morfologia. Foram realizadas 12 repeti¢des, onde os CCOs foram submetidos a
maturacgdo, fertilizacdo e cultivo in vitro. A porcentagem de odcitos clivados foi
determinada no dia 3 (D-3) e os odcitos que se desenvolveram aos estadios de 8-16
células (D-4), mérula (D-5) e blastocisto (D-8) apés a fecundacdo. A qualidade dos
blastocistos foi avaliada com o corante DAPI e a determinacdo de blastdmeros positivos
para apoptose e fragmentagdo de DNA atraves do teste de TUNEL. Foi encontrada
diferenca significativa (P < 0,05) nas fases fertilizacdo, D-3 e D-4. N&o apresentaram
diferenca significativa (P > 0,05) as fases de maturagdo in vitro, moérula e blastocisto e
na fragmentacdo de DNA (TUNEL). Nas condi¢Oes observadas neste estudo, os
resultados permitem concluir que ndo houve efeito da estacdo do ano na capacidade de
desenvolvimento de odcitos e na producgdo in vitro de embriGes da espécie ovina.

Palavras-chave: Complexos cumulus oophorus, fertilizacdo, blastocisto, apoptose.

ABSTRACT

This study aimed to determine the effect of dry and wet seasons on the ability of
developing oocytes and in vitro production of sheep embryos. The ovaries of ewes
during the dry season (October to March) and rainy season (April-September) were
collected in a slaughterhouse and transported to the Laboratory of Biotechnical

Reproduction of UFRPE. Oophorus cumulus complexes (COCs) were collected by the
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technique of "slicing™ of the follicles from 2 to 6 mm in diameter and selected based on
morphology. 12 repetitions were made, where the COCs were subjected to maturation,
fertilization and in vitro production. The percentage of cleaved oocytes was determined
on day 3 (D-3) and the oocytes that developed to the stages of 8-16 cells, morulae and
blastocyst after fertilization. The quality of blastocyst was assessed with the dye DAPI
and the determination of blastomeric positive for apoptosis and DNA fragmentation by
TUNEL test. Significant difference (P < 0.05) stages fertilization, D-3 and D-4. No
significant difference (P > 0.05) phases of maturation in vitro, morulae and blastocyst
and DNA fragmentation (TUNEL). Under the conditions observed in this study, the
results indicate that there was no effect of season on the ability of developing oocytes
and in vitro production of sheep embryos.

Keywords: Oophorus cumulus complexes, fertilization, blastomeric, apoptosis.

INTRODUCAO

A producdo in vitro (P1V) de embrides pode aumentar o nimero de descendentes
de ovelhas vivas ou abatidas, aumentando assim o ganho genético em programas de
melhoramento e possibilidades de aplicacbes comerciais (SIMPLICIO et al., 2007). O
estresse térmico in vivo nos primeiros dias pode causar mortalidade embrionaria e as
altas temperaturas ambientais também podem atrasar o ciclo estral em 1 ou 2 dias,
alterando o comportamento da fémea com o macho e encurtar o periodo do cio
(RIBEIRO et al., 2002).

Durante a Gltima década, esforcos significativos tém sido feito para melhorar a
produtividade e a qualidade dos embrides PIV. O principal problema desta estratégia € a
diferenga de qualidade entre embriGes produzidos in vivo e in vitro. Portanto, melhores

maneiras para avaliar a qualidade embrionaria sdo necessarias e a apoptose pode servir
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como criterio funcional para avaliar a qualidade dos odcitos e embrides PIV (BYRNE et
al., 1999).

Ulberg e Burfening (1967) investigaram a relacdo entre a temperatura retal no
momento do acasalamento e da sobrevivéncia embrionaria ou a taxa de gestacdo em
ovinos. Uma relacdo negativa foi encontrada entre a sobrevivéncia do embrido, o prazo
da taxa de gravidez e o aumento da temperatura retal (37,5 a 40°C). Quando o0s
embrides foram recuperados no 7° dia ap0s inseminacdo, uma correlacdo positiva entre
temperaturas retal e a porcentagem de embrifes anormais foi encontrada (PUTNEY et
al., 1988).

O od6cito e 0 embrido no periodo de pré-implantacdo tém sido foco de estudos
que tentaram elucidar o problema reprodutivo associado ao estresse térmico calorico
(PUTNEY et al., 1988; EALY et al., 1993; ROCHA et al., 1998; AL-KATANANI et
al., 2002), mas pouco se conhece quando nos referimos a ovinos (DUTT, 1963;
OZAWA et al., 2005). Alguns experimentos demonstraram que o embrido no inicio do
desenvolvimento é severamente afetado pelo estresse térmico caldrico e que 0 mesmo
adquire resisténcia a temperatura elevada a medida que progride no desenvolvimento
(EALY et al., 1993). Dessa forma, as caracterizacdes de apoptose embrionarias apos o
estresse térmico representam alternativas para minimizar os efeitos negativos da
temperatura ambiental sobre a capacidade reprodutiva de fémeas (WOLFENSON et al.,
1995; ROTH et al., 2000), o que pode se repetir em outras espécies como a ovina.

Devido as recentes noticias que comprovam o aquecimento global e a
necessidade de conhecer os efeitos do estresse térmico calorico no odcito e embrido,
este estudo teve como objetivo avaliar os efeitos das estacfes seca e chuvosa na
capacidade de desenvolvimento de odcitos e producéo in vitro de embrides da especie

ovina.
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MATERIAL E METODOS

Foram utilizados ovarios de ovelhas SRD com idade variando de 12 a 48 meses,
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 na estacdo seca (outubro/2007 a mar¢o/2008) foi de 23 a 33°C e na
chuvosa (abril a setembro/2008) de 18 a 31°C, respectivamente. A umidade relativa
média do ar foi de 71% na seca e 85% na chuva (INMET, 2009).

Imediatamete apds a coleta, os ovarios foram colocados em garrafa térmica
contendo solucdo fisiologica acrescida de 30 ug/mL de sulfato de gentamicina (meio de
transporte) em temperatura de 30°C e transportados ao Laboratorio de Biotécnicas da
Reproducdo da Universidade Federal Rural de Pernambuco - UFRPE um periodo
maximo de uma hora.

Os complexos cumulus oophorus (CCOs) foram colhidos de foliculos ovarianos
que mediam entre 2 a 6 mm de didmetro pela técnica de fatiamento “slicing” (produgdo
de pequenas incisdes simultaneas multiplas na superficie do ovario com auxilio de um
escarificador). O liquido folicular foi depositado em placa de Petri contendo o meio de
colheita (MC) constituido por 8,0 mg de bicarbonato de sédio, 45,0 mg de glucose, 5,6
mg de piruvato de sédio, 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 depositados em placa de Petri foram levados para selecdo e
recuperacdo dos oocitos. Uma vez selecionados com base na classificagdo morfoldgica
descrita por Gongalves et al. (2008), os odcitos foram lavados por 3 vezes no meio MC.
Em seguida foram colocados, 25 odcitos em gotas de 100 uL sob 6leo de parafina
esterilizada, no meio basico de maturagdo (MBM) constituido por TCM 199

suplementado com 50 pug/mL de piruvato de sodio, 2,6 mg/mL de bicarbonato de sodio,
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10% de soro fetal bovino (SFB), 50 ug/mL de sulfato de gentamicina, 20 ug/mL de
FSH/LH (Pluset®) e 1 mg/mL de alcool polivinilico. Imediatamente ap6s, 0s 00citos
foram colocados em estufa a 39° C, em atmosfera Umida contendo 5% de CO2 durante
24 horas.

ApOs 24 horas de incubacdo, os odcitos foram submetidos ao processo de
fecundacdo in vitro, utilizado sémen fresco, conforme Cavalcanti Neto (2004).
Cuidadosamente, 0,1 mL de sémen foi depositado em tubos cdnicos de centrifuga
contendo 1,5 mL de meio definido modificado (mDM) de acordo com Keskintepe et al.
(1998), o qual foi constituido de 0,1250 g de glucose, 0,1552 g de bicarbonato de sodio,
0,0069 g de piruvato de sodio, 0,0500 g de alcool polivinilico, 0,0500 g de cafeina e 50
ug/mL de gentamicina em 50 mL de mDM. Logo ap6s, foram inclinados em angulo de
45° com a finalidade de se obter a migracdo espermatica ascendente. Decorridos 45
minutos do “Swim-Up”, 0,8 mL da parte superior de cada tubo foram aspiradas e
centrifugadas a 350 G por 10 minutos. Descartado o sobrenadante, 200 uL do meio
mDM contendo 10 ug/mL de heparina foi acrescentado a 200 uL do pellet resultante da
centrifugagéo.

Antes da exposicdo aos espermatozdides, os odcitos foram avaliados quanto a
morfologia e somente aqueles que apresentaram boa expansdo das células do cumulus
foram lavados em mDM. Posteriormente, 25 odcitos foram transferidos para as gotas de
100 puL do meio mDM sob dleo de parafina esterilizada, local onde foi depositada a
suspensdo espermética na concentracdo final de 2 x 106 espermatozéides/mL. Os
gametas foram incubados em condigdes idénticas as de maturacdo durante o periodo de
18 horas.

Os zigotos foram mecanicamente desnudados no agitador mecéanico Vortex® em

meio “Synthetic oviduct fluid” modificado (SOFm) durante dois minutos e 25 estruturas
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foram transferidas para as gotas de 100 uL do meio SOFm suplementados com 10% de
SFB, sob oleo de parafina esterilizada. Essas estruturas foram incubadas a 390C em
atmosfera tmida com 5% de CO2, 5% O2 e 90% N2 e depois de sete dias de cultura,
avaliou-se 0 nimero de células, taxa de clivagem e quais alcangaram estadios de
blastocisto.

A fragmentacdo de DNA caracteristica de apoptose foi analisada com o ensaio
de TUNEL (terminal deoxynucleotidyl transferase-mediated dUTP nick end labeling).
Neste ensaio, o grupo 3’-OH do DNA fragmentado foi marcado com fluoresceina
(FITC) através da reacdo enzimatica mediada pela enzima deoxinucleotidil transferase
(Tdt), a qual catalisa a polimerizacdo de nucleotideos modificados no terminal 3’-OH
(PAULA-LOPES e HANSEN, 2002a; ROTH e HANSEN, 2004). A identificacdo de
embribes positivos para apoptose e a morfologia nuclear embrionéria foram acessados
com microscopio de fluorescéncia, com objetiva de 1000x.

Os blastocistos foram fixados em 100 pL da solucéo de 4% de paraformaldeido
por 1 hora em temperatura ambiente. Em seguida, as amostras foram lavadas trés vezes
em 100 pL de solucdo de 1 mg/mL de Polivinilpirrolidona (PVP) + 100 puL Phosphate-
Buffered Saline (PBS) e incubados em 100 pL de meio de permeabilizacdo (0,5% de
Triton X-100 contendo 0,1% de citrato de sddio) por uma hora. Ap6s a permeabilizacdo
as amostras foram armazenadas a 4°C até a realizacdo do ensaio de TUNEL. No dia do
ensaio de TUNEL, as amostras foram lavadas trés vezes em gotas de 100 pL PBS-PVP
e incubadas em 15 puL 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 uL de PBS-PVP, transferidas para laminas e cobertas

com laminula (ROTH e HANSEN, 2004).



69

Para determinar o efeito das estagbes seca e chuvosa, na capacidade de
desenvolvimento de oocitos e embries na espécie ovina, foram realizadas 12
repeticdes, sendo o numero de odcitos na estacdo na seca (n = 1231) e na chuvosa (n =
1252). Em cada repeticdo, os CCOs foram submetidos a maturacdo in vitro (MIV),
fertilizacdo in vitro (FIV) e cultivo in vitro (CIV). A porcentagem de odcitos clivados
foi determinada no dia 3 (D-3) e a que se desenvolveram aos estadios de 8-16 celulas,
morula e blastocisto foi determinada nos dias 4 (D-4), 5 (D-5) e 8 (D-8) apés a
fecundacéo, respectivamente.

Para a analise estatistica foi realizada analise de variancia pelo método dos
quadrados minimos. Os resultados foram expressos em média e desvio padrao (analise
de variancia entre grupos). Considerando também as medidas tratadas em percentuais
procedemos aos seguintes testes, primeiro uma comparacdo de variancias, teste F para
variancias ao nivel de significancia 5% (P < 0,05). Depois um teste t para comparacao
de médias, no nivel de significancia 5%, para variancias equivalentes ou variancias

distintas, conforme o que foi verificado no teste F para variancias (SAMPAIO, 2007).

RESULTADOS

Né&o foi observada diferenca significativa (P > 0,05) entre as médias do nimero
de odcitos recuperados em ambas as estagdes, levando-se em conta o total de estruturas
recuperadas. As medias dos o0citos maturados in vitro na estacdo chuvosa foi superior a
obtida na seca, ndo sendo observadas diferencas significativas (P > 0,05). Os o0citos
fertilizados in vitro apresentaram médias muito semelhantes, mas com diferenga
significativa (P < 0,05) quando comparada as estacOes seca e chuvosa (Tabela 1).

Nas etapas de producdo in vitro de embrifes, as medias dos embrides apos

clivagem (D-3) e os embrides D-4 apresentaram diferenca significativa (P < 0,05). Ja
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nas etapas de morula (D-5) e blastocistos (D-8) ndo foram observadas diferencas

significativas (P > 0,05) entre as estacdes seca e chuvosa (Tabela 2).

Tabela 1: Média e desvio padrdo de odcitos recuperados, maturados in vitro (MIV) e
fertilizados in vitro (FIV) da espécie ovina abatidas nas estacdes seca e chuvosa na
Regido Metropolitana do Recife-PE.

Estacdes do ano

Etapas da Producdo in vitro (PIV) Seca Chuvosa
(X £5) (X £53)
NUmero de odcitos recuperados 102,58 + 4,46a 107,08 + 6,22a
Maturacao in vitro (24h) 55,16 + 5,60a 57,16 + 7,38a
Fertilizacdo in vitro (18h) 29,33 £+ 3,96a 30,91 +4,31b

Letras mindsculas nas linhas indicam diferencas significativas (P < 0,05) pelo teste t.
X =média, s = desvio padrao.

Tabela 2: Média e desvio padrdo de embrides CIV (D-3), CIV (D-4), morula (D-5) e
blastocistos (D-8) da espécie ovina abatidas nas estacdes seca e chuvosa na Regido
Metropolitana do Recife-PE.

Estacdes do ano

Etapas da Producéo in vitro (P1V) Seca Chuvosa
(X %£5) (X %£5)
Embrido CIV (D-3) 2491+ 1,72a 25,83 + 1,52b
Embrido CIV (D-4) 22,58 + 1,44a 23,25+ 1,13b
Moérula (D-5) 21,08 £ 1,24a 21,25+ 1,42a
Blastocisto (D-8) 9,16 £ 1,40a 9,91+1,3la

Letras mindsculas nas linhas indicam diferencas significativas (P < 0,05) pelo teste t.
X =média, s = desvio padrao.

A porcentagem de blastocistos positivos para apoptose (fragmentacdo do DNA)
na estagdo seca foi 11,76% e na chuvosa 9,33%. No entanto, o choque térmico
produzido pelo ambiente ndo aumentou a apoptose nos blastocistos cultivados até o D-

8. A apoptose foi quantificada e submetida & anélise de variancia, ndo sendo encontrado
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diferenca significativa (P > 0,05) no teste de TUNEL realizado nos blastocistos (Figura

1).

14
12
10

Blastocistos (%)

o N B Oy 0

SECA CHUVA

Apoptose Ovinos {TUNEL)

Figura 1: Porcentagem de blastocistos
positivos para Apoptose (Fragmentacéo do
DNA) em fémeas ovinas (P < 0,05) pelo
teste F, abatidos nas estacOes seca e
chuvosa na Regido Metropolitana do
Recife.

DISCUSSAO

Freitas et al. (2007), utilizando meio de maturacdo composto de TCM-199
suplementado com cisteamina, fator de crescimento epidermal e gentamicina, obtiveram
uma taxa de maturacdo nuclear para odcitos ovinos de 33,3%, inferior aos 55,16 + 5,60
na estacdo seca e 57,16 + 7,38 na chuvosa obtidos neste experimento. Segundo
Mermillod et al. (1999), a aquisicdo da competéncia dos o06citos para 0
desenvolvimento ocorre durante a foliculogénese e é influenciada pela idade da
doadora, o tamanho e a atresia dos foliculos. Contudo, independente da natureza
heterogénea dos oocitos imaturos usados para a PIV, a maturagdo deles pode ser

influenciada pelos componentes do meio e as condicdes de cultivo (SIMPLICIO et al.,

2007).
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Independente do sistema de cultivo, as taxas de maturacdo de odcitos sao
similares (HOLM et al., 1994). Contudo, apds transferéncia para receptoras
sincronizadas, o CIV de zigotos em meio SOF, reduziu a viabilidade do embrido para
15,0% a 25,0% em comparacdo ao co-cultivo (RANILLA et al., 1998) e ao
desenvolvimento no oviduto (HOLM et al., 1996). Neste estudo, as taxas de morula
(21,08 = 1,24 e 21,25 £ 1,42) e blastocistos (9,16 + 1,40 e 9,91 + 1,31) independentes
das estacOes seca e chuvosa, respectivamente, foram baixas em comparacdo as
encontradas por Bernardi (2005) em estudos com PIV, mesmo utilizando a adicdo de
SFB ao meio de cultivo que, segundo Gardner et al. (1994) tem um efeito sobre a
morfologia do embrido, e quando o namero total de células diminuiu, a incidéncia da
apoptose pode ser aumentada na presenca do soro (BYRNE et al., 1999).

A estacdo das chuvas com melhores taxas de maturacdo (57,16 + 7,38),
fertilizacdo (30,91 £ 4,31) e desenvolvimento embrionario, representado pela taxa de
clivagem (D-3) e (D-4), foram aqueles em que as temperaturas estavam mais baixas
com maior oferta de alimento nas pastagens, periodo em que 0s animais estdo menos
sujeitos ao estresse caldrico, conferindo-lhes maior sucesso reprodutivo (WOLFESON
et al., 2001). No entanto, o periodo compreendido entre outubro a marco (seca) €
também a época de maior estiagem do ano, sendo critico em algumas regides do
Nordeste o cultivo de pastagens pobres em nutrientes, resultando em menor oferta de
alimento para os animais criados nessas condi¢des (SIMPLICIO et al., 2007).

A baixa disponibilidade de melhores pastagens na época seca proporciona um
aporte nutricional inadequado, refletindo na reducéo gradativa de peso, tendo influéncia
negativa nas taxas de crescimento e tamanho do foliculo ovulatdrio, resultando em
alteracdes na competéncia e desenvolvimento dos oocitos, conforme demonstrado por

Webb et al. (2004). Os animais estavam provavelmente submetidos a essas condigdes
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de pastagens, contudo o efeito nutricional sobre a qualidade dos odcitos pode ndo ser
imediato. Tal efeito retardado pode provavelmente ser devido a capacidade bioldgica de
armazenar recursos durante a época de abundancia de pastagens para a manutencdo das
atividades fisiologicas em condicdes adversas. Com isso, o efeito sobre o potencial de
desenvolvimento dos odcitos surge posteriormente, quando as reservas do animal se
reduzem (WEBB et al., 2004). Dessa maneira, a manutencdo das taxas de cultivo in
vitro no periodo da seca pode ser devido a essa capacidade do animal de utilizar suas
reservas, apesar da menor disponibilidade de pastagem (GONZALES-BULNES et al.,
2004).

Varios estudos demonstram que as temperaturas ambientais podem produzir um
estresse térmico celular associado com perdas embrionarias in vitro (EALY et al., 1995;
EDWARDS e HANSEN, 1997; JU et al., 1999), podendo induzir apoptose, conforme
determinado por reacdo do teste de TUNEL. Devido caracteristicas proprias, 0s ovinos
SRD estdo bem adaptados as condi¢bes ambientais, mas 9,33% a 11,76% (chuva e seca,
respectivamente) dos blastbmeros foram positivos para marcacdo TUNEL apos
exposicdo a estas condicBes. E possivel que nas fases iniciais de cultivo, logo apds
fertilizacdo, como aconteceu neste estudo, apoptoses mais extensas pudessem
comprometer o desenvolvimento embrionario nestas condi¢cbes (PAULA-LOPES e
HANSEN, 2002ab).

Paula-Lopes e Hansen (2002a) estudando a exposi¢do dos embrifes a um
ambiente adverso na pre-implantagdo observaram que, pode aumentar o nimero de
células apoptoticas. O efeito deletério do choque térmico em células embrionarias
dependeu da magnitude do choque térmico e do estadio de desenvolvimento
embrionario (PAULA-LOPES e HANSEN, 2002b). A apoptose é um fendmeno

adquirido que ocorre em embrides expostos a estresse térmico, e pode ser prevenida
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pela inducdo de termotolerancia. A maior sensibilidade nas fases iniciais do CIV
observada neste estudo pode justificar as porcentagens de apoptose, pois segundo Paula-
Lopes e Hansen (2002b) o choque térmico, nos estadios de 2-4 célula provocou uma
maior reducdo no numero de células embrionarias apoptéticas do que o choque térmico
em fases posteriores de cultivo.

Dada a importancia da apoptose na determinacdo da sobrevivéncia embrionaria
em resposta as condi¢des ambientais, podendo levar a novos métodos para melhorar os
sistemas destinados a producdo in vitro de embriGes ou a reducdo da mortalidade
embrionaria em fémeas ovinas. Outros estudos avaliando indices de desenvolvimento,
bem como os efeitos das estacdes seca e chuvosa deverdo adicionar subsidios sobre as
implicacdes da apoptose induzida por estresse térmico na sobrevivéncia embrionaria da

especie.

CONCLUSAO
Nas condi¢cbes observadas neste estudo, os resultados permitem concluir que ndo
houve efeito da estacdo do ano na capacidade de desenvolvimento dos odcitos e na

producdo in vitro de embrides na espécie ovina.
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CAPITULO 2

Efeito da estacdo do ano sobre a maturacao nuclear in vitro e a indu¢do da morte

celular por apoptose em odcitos da espécie caprina

(Effect of season on in vitro nuclear maturation and induction of cell death through

apoptosis in goat oocytes)
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RESUMO
Este estudo teve como objetivo determinar o efeito da estacdo do ano na maturacao
nuclear in vitro e na inducdo da morte celular por apoptose em odcitos ovino. Os
ovarios de ovelhas nas estacdes seca (outubro a marco) e chuvosa (abril a setembro),
foram coletados em abatedouro e transportados ao Laboratério de Biotécnicas da
Reproducdo da UFRPE. Os complexos cumulus oophorus de 12 repeticdes foram
colhidos pela técnica de “slicing” dos foliculos entre 2 a 6 mm de didmetro e
selecionados com base na classificacdo morfologica, 25 odcitos foram colocados em
meio basico de maturacdo (MBM). Apds a maturacdo, foi determinado o estadio de
maturacdo nuclear com o corante DAPI, a atividade das enzimas Caspases do grupo Il
com reagente PhiPhiLux-G;D, e fragmentacdo de DNA (TUNEL). Com relacdo a
estacdo do ano os estaddios de maturacdo nuclear as fases de Vesicula Germinativa,
Metéafase I, Telofase | e Metafase 11 ndo apresentaram diferenca significativa (P > 0,05).
Foi encontrada diferenca significativa (P < 0,05) na atividade das enzimas Caspases dos
odcitos maturados in vitro. Entretanto a fragmentacdo do DNA ndo apresentou
diferenca significativa (P > 0,05). Com base nos dados obtidos, podemos concluir que
as estacdes do ano ndo exercem influéncia na maturacdo nuclear in vitro e na apoptose
de odcitos da espécie ovina.

Palavras-chave: Apoptose, complexos cumulus oophorus, foliculos, caspases, TUNEL.

ABSTRACT

This study aimed to determine the effect of season on nuclear maturation in vitro and
induction of cell death by apoptosis in sheep oocytes. The ovaries of sheep in the dry
season (October to March) and rainy season (April to September) were collected in a

slaughterhouse and transported to the Laboratory of Biotechnical Reproduction of
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UFRPE. The cumulus oophorus in 12 repetitions were harvested by the technique of
"slicing™ of the follicles from 2 to 6 mm in diameter and selected based on morphologic
classification, 25 oocytes were placed in basic medium of maturity (MBM). After
maturation, we determined the maturity stage with the nuclear dye DAPI, the activity of
enzymes of group Il caspases with reagent PhiPhiLux-G1D2 and DNA fragmentation
(TUNEL). In the stages of nuclear maturation stages of Germinal Vesicle, Metaphase I,
Telophase | and Metaphase Il showed no significant difference (P > 0.05). Significant
difference (P < 0.05) in enzyme activity of caspases in vitro matured oocytes. The
fragmentation of DNA showed no significant difference (P > 0.05). Based on data
obtained, we conclude that the seasons do not influence nuclear maturation in vitro and
in apoptosis of oocytes of sheep.

Keywords: Apoptosis, cumulus oophorus complexes, follicles, caspases, TUNEL.

INTRODUCAO

A baixa produtividade dos rebanhos ovinos locais tem sido contornada atraves
da importacdo de racas exoticas. Neste contexto, o fator climatico deve ser levado em
consideracdo, devido ao estresse causado pela alta temperatura e umidade do ar. No
entanto, a baixa produtividade e a alta relacdo custo/beneficio do sistema de producéo
limitam o aproveitamento dessa atividade no pais (COSTA et al., 2008).

Estudos in vitro demonstraram a susceptibilidade dos odcitos aos efeitos diretos
da temperatura elevada reduzindo a maturacdo nuclear, a fecundacdo (ROTH e
HANSEN, 2005) e o desenvolvimento embrionario até o estadio de blastocisto (JU et
al., 2005). A exposicdo de odcitos bovinos a temperatura severa de 42-43°C (ROTH e
HANSEN, 2004b) ou a temperatura moderada de 40-41°C (ROTH e HANSEN, 2004a)

durante as primeiras 12 horas de MIV bloqueou ou reduziu o desenvolvimento
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embrionario. Existe na literatura apenas um relato em que o estresse térmico in vitro foi
aplicado durante a fase de VG. A exposicdo de odcitos na fase VG ao estresse térmico
de 41°C reduziu o desenvolvimento embrionario (PAYTON et al., 2004).

A apoptose é o processo de morte celular programada em que ocorre
autodigestdo controlada da célula. Morfologicamente a apoptose caracteriza-se por
agregacao e condensacdo da cromatina (forma de meia-lua ou ferradura), condensacéo e
fragmentacdo do nucleo, contracdo e condensacdo do citoplasma, protrusdes na
membrana plasmatica, contracdo das organelas, formacdo de vacuolos citoplasmaticos,
colapso da estrutura da célula, fragmentacdo celular sem extravasamento do conteido
intracelular e formacdo de corpos apoptoéticos (BROKER et al., 2005). Fendmeno
comum no desenvolvimento de mamiferos e funciona como um mecanismo de
“controle de qualidade” para eliminagdo de células danificadas, anormais ou células que
perderam a funcdo (MEIER et al., 2000). Essa forma de morte celular ja foi identificada
em muitos tipos de células incluindo o6citos (ROTH e HANSEN, 2004a), células do
cumulus (KOLLE et al., 2003) e embrides bovinos (PAULA-LOPES e HANSEN,
2002a; PAULA-LOPES e HANSEN, 2002b).

Os mecanismos pelo qual o estresse térmico afeta a capacidade de
desenvolvimento oocitario ainda ndo foram completamente esclarecidos. No entanto,
tendo em vista que a apoptose € a principal responsavel pela reducdo do nimero de
odcitos durante a vida reprodutiva de fémeas mamiferas (TILLY, 2001), é possivel que
esta forma de morte celular seja induzida em odcitos expostos as condicdes de estresse
(PAULA-LOPES e HANSEN, 2002b).

Dessa forma, a caracterizacdo e a manipulacdo dos mecanismos envolvidos na
inducdo de apoptose oocitaria ap0s 0 estresse térmico representam alternativas para

minimizar os efeitos negativos da temperatura elevada sobre a capacidade reprodutiva
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de fémeas bovinas o que pode se repetir em outras espécies como a ovina. (TILLY,
2001),

Diante do exposto, objetivou-se com este estudo avaliar o efeito das esta¢cdes do
ano (seca e chuvosa) na maturacdo nuclear in vitro e na inducdo da morte celular por

apoptose em 00citos da espécie ovina.

MATERIAL E METODOS

Foi utilizado o modelo de estresse térmico caldrico descrito por Al-Katanani et
al. (2002) para demonstrar o efeito da estacdo do ano na capacidade de desenvolvimento
dos odcitos. Neste modelo, os ovéarios foram colhidos de ovelhas na estacdo seca
(outubro a marco) e chuvosa (abril a setembro). O indice de temperatura e umidade de
cada més foi calculado com base nos dados climaticos obtidos das estacdes
metereoldgicas (INMET) estaduais. A temperatura retal e frequéncia respiratoria dos
animais foram aferidas no dia do abate. Os ovérios foram classificados de acordo com o
namero de foliculos e os odcitos foram processados separadamente em todos 0s
experimentos.

Foram utilizados ovarios de ovelhas SRD com idade variando de 12 a 46 meses,
abatidas no abatedouro Suimax, localizado na cidade de lgarassu, Regido Metropolitana
do Recife (latitude 08° 03' 14" S, longitude 34° 52' 52" W). A temperatura ambiente
minima e maxima e na seca (outubro/2007 a marg¢o/2008) foi de 23 e 33°C e na chuvosa
(abril a setembro/2008) de 18 e 31°C, respectivamente. A umidade relativa média do ar
foi de 71% no verdo (periodo seco) e 85% no inverno (periodo chuvoso) (INMET,
2009).

Em um periodo maximo de uma hora, foram transportados para o Laboratorio

de Biotécnica da Reproducdo do Departamento de Medicina Veterinaria da
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Universidade Federal Rural de Pernambuco, imediatamente ap0s o abate os ovarios
foram colhidos e colocados em garrafa térmica contendo solucdo fisiologica em
temperatura de 30°C acrescida de 30ug/mL de sulfato de gentamicina (meio de
transporte).

Os complexos cumulus oophorus (CCOs) foram colhidos pela técnica de
fatiamento “slicing” (produgdo de pequenas incisdes simultineas 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 sodio, 45,0 mg de glucose, 5,6
mg de piruvato de sddio, 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 classificagéo
descrita por Gongalves et al. (2008) e lavados trés vezes no meio de coleta. Em seguida,
grupos de CCOs foram maturados em gotas de 100 pL, no meio bésico de maturacao
[MBM: TCM 199 suplementado com 50 pug/mL de piruvato de sodio, 2,6 mg/mL de
bicarbonato de sodio, 10% de soro fetal bovino (SFB), 50 pug/mL de sulfato de
gentamicina, 20 pg/mL de FSH/LH (Pluset®) e 1 mg/mL de alcool polivinilico] sob
6leo de parafina esterilizada em estufa a 39°C, com atmosfera imida contendo 5% de
CO2 durante 24 horas.

Foram realizadas 12 repeticOes em cada estacdo, na estacdo seca (n = 1158)
odcitos e na chuvosa (n = 1151) de 240 e 286 ovarios, respectivamente. Em cada
repeticdo os CCOs foram divididos em dois grupos: no Grupo-1 os CCOs foram
avaliados imediatamente ap0s a coleta e no Grupo 2 os CCOs foram avaliados apds a

maturacao in vitro.
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No Grupo-1 os CCOs recém coletados foram desnudados e inicialmente
processados para determinacdo da atividade das enzimas Caspases do grupo Il com
reagente PhiPhiLux-G1D2 (Oncoimmunin®). Este reagente contém a sequéncia de
aminoacidos DEVDGI que é o substrato especifico para enzimas caspases do grupo Il
(caspases-3, -7 e -2), reconhecida por este grupo de enzimas. Apds a avaliacdo das
caspases, 0s odcitos foram fixados em uma solucdo de 4% de paraformaldeido por uma
hora e armazenados em solucdo de 100 puL 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). Neste ensaio,
o grupo 3’-OH do DNA fragmentado foi marcado com fluoresceina (FITC) através da
reacdo enzimatica mediada pela enzima deoxinucleotidil transferase (Tdt), a qual
catalisa a polimerizagdo de nucleotideos modificados no terminal 3’-OH, como
preconizaram Paula-Lopes e Hansen (2002a) e Roth e Hansen (2004a).

No Grupo-2 os CCOs foram submetidos a MIV. Apo6s a maturacdo, 0s 06citos
foram desnudos individualmente para determinacdo da atividade das enzimas Caspases
do grupo Il (PhiPhiLux-G1D2) e fragmentacdo de DNA (TUNEL) como descritos para
0 Grupo-1. Apo6s a MIV, partes dos odcitos foram desnudados no agitador mecanico
Vortex®, em meio mDM durante trés minutos a velocidade “7” (escala 1-10), colocados
entre lamina e laminula e fixados em etanol e &cido acético (3:1) por 12 horas e,
posteriormente corados com orceina acética a 1%, observando-se sob microscopia
oOptica de imers@o (1000x). Imediatamente apds a coloragdo foram classificados como
ndo definido (N.D.), odcitos onde néo era possivel identificar a fase da meiose devido a
presenca de celulas do cumulus ou da corona radiata (falha no processo de
desnudamento); degenerado (Deg.), odcitos que se apresentavam vacuolizados, néo

sendo possivel a visualizagdo dos cromossomos; vesicula germinativa (V.G.), nucleo
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definido, com ou sem nucléolo, sem condensagédo da cromatina; rompimento da vesicula
germinativa (G.V.B.D. - Germinative Vesicle Break-Down), final da Profase | com
condensacéo da cromatina (Diacinese); metafase I (MI), cromossomos ja condensados
formando a placa equatorial ou inicio da formagdo da mesma; anafase | (Al), inicio da
migracdo dos cromossomos para os polos da célula com fibras do fuso aparentes;
telofase | (TI), cromossomos ja nos pdlos, com fibras do fuso aparentes e metafase 1l
(MI1), cromossomos formando a placa equatorial com o primeiro corplsculo polar
exteriorizado.

Para a analise estatistica foi realizada analise de variancia pelo método dos
quadrados minimos. Os resultados foram expressos em média e desvio padrdo (analise
de variancia entre grupos). Considerando as medidas tratadas em percentuais
procedemos ao seguinte teste, uma comparacdo de variancias, pelo teste F para
variancias ao nivel de significancia 5% (P < 0,05), para variancias equivalentes ou

variancias distintas (SAMPAIQO, 2007).

RESULTADOS
No Grupo-1 houve efeito das estacdes seca ou chuvosa na qualidade dos CCOs
recuperados apresentando diferenca significativa (P < 0,05) na média e desvio padrdo dos
odcitos qualidade QlI, 11 e IV sendo superior a QI na seca e QIV na chuvosa (Tabela 3).
No Grupo-2, quando estes odcitos foram MIV ndo houve efeito da estagéo (P >
0,05) do ano na média e desvio padrdo dos oocitos em todas as qualidades estudadas.
Também n&o foi verificada diferenca significativa (P > 0,05) quando comparados a

maturagdo in vitro de oocitos de fémeas abatidas na estagdo seca e chuvosa (Tabela 4).
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Tabela 3: Media e desvio padrdo da qualidade de complexo cumulus oophorus (CCOs)
recuperados ndo maturados de fémeas ovinas abatidas na regido
Metropolitana do Recife.

Estacdes do ano

CCOs Recuperados néo maturados Seca Chuvosa
n/(X xs) n/(X xs)
Qualidade I (QI) 175/ 14,58+3,44° 145/ 12,08+2,84°
Qualidade 11 (QII) 232/19,33+3,47° 250 / 20,83+3,53"
Qualidade 111 (QII) 302 /25,16+5,18" 371/30,91+4,07°
Qualidade 1V (QIV) 265/22,08+6,40°  479/39,91+9,78"
Total 974 /100 1245/100

Letras minGsculas diferentes nas linhas indicam diferencgas significativas (P < 0,05) pelo teste F. n =
nimero de odcitos, X = média, s = desvio padréo.

Tabela 4: Média e desvio padrdo da qualidade de complexo cumulus oophorus (CCOs)
maturados in vitro (MIV) da espécie ovina abatidas na regido Metropolitana

do Recife.
Estacdes do ano
CCOs maturados in vitro Seca Chuvosa

n/(X x5) n/(X %5)
Qualidade I (QI) 144/ 12,00+2,37° 154/ 12,83+2,44°
Qualidade 11 (QII) 252/ 21,00+2,59% 238/19,83+3,37°
Qualidade 111 (QIII) 299/ 24,91+3,42° 337/ 28,08+2,06%
Qualidade 1V (QIV) 463 / 38,58+6,82° 422 [ 35,16+10,14°
Maturacdo in vitro (MIV) 763 / 59,66+7,60° 801/ 63,83+8,00°
Total 1158/ 100 1151/100

Letras minGsculas diferentes nas linhas indicam diferencas significativas (P < 0,05) pelo teste F. n =
nimero de odcitos, X = média, s = desvio padréo.

Em o6citos do Grupo-2 a média e desvio padrdo dos odcitos Deg, ND, VG, M,
Tl e MII ndo foram afetadas pela estacdo do ano (P > 0,05). No entanto, a média e
desvio padrdo dos o6cito em VGBD foi maior na estacdo seca e Al foi maior na estagao

chuvosa (P < 0,05) (Tabela 5).
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Tabela 5: Média e desvio padrao do estadio da maturacé@o nuclear de odcitos da especie
ovina abatida na regido Metropolitana do Recife.
Estacdes do ano

Estadio de maturacdo nuclear Seca Chuvosa
n/(X %5) n/(X %5)
Degenerados (Deg.) 59/ 8,75+1,04° 73/9,12+1,32°
Né&o Definido (ND) 39/4,97+2,32° 50/5,08+2,46°
Vesicula Germinativa (VG) 23 /3,55+1,93° 16 / 3,08+2,14°
Rompimento da Vesicula Germinativa a b
(GVBD) 58/8,93+2,52 23/2,25+2,57
Metéafase | (MI) 29/5,08+1,41° 19/ 3,85+2,95°
Anéfase | (Al) 15/ 2,96%3,05 34 /5,25+3,53"
Telofase I (TI) 24/ 4,02+2,25° 19/ 3,89+2,76°
Metafase Il (MII) 469 / 63,44+5,38°% 532/ 65,35+4,64°
Total 716 /100 766 /100

Letras minUsculas dﬂ‘erentes nas linhas indicam diferencas significativas (P < 0,05) pelo teste F. n =
namero de o6citos, X = média, s = desvio padréo.

A atividade das enzimas caspases ndo foi afetada pela estacdo do ano em odcito
do Grupo-1 ndo apresentaram diferenca significativa (P > 0,05). Ja em odcito do Grupo-2
a atividade das enzimas caspases foi afetada pela estacdo do ano e os resultados foram
significativamente diferentes (P < 0,05), (Figura 2). Em o0citos recuperados antes da
MIV (Grupo-1) a atividade de caspases foi 8,62% na estacdo seca e 9,08% na chuvosa.
Quando a atividade enzimatica foi avaliada ap6s a MIV (Grupo-2) foi 12,15% na estacéo
seca e 8,73% na chuvosa (Figura 2).

A porcentagem de odcitos com fragmentacdo do DNA positivos para o teste de
TUNEL néo foi afetada pela estacdo do ano tanto em odécito dos Grupo-1 como do
Grupo-2, ndo apresentando diferenca significativa (P > 0,05), (Figura 3). No Grupo-1 a
proporcdo de odcitos TUNEL-positivo foi 9,44% na estacdo seca e 9,80% na chuvosa.
Quando os odcitos foram submetidos a MIV a porcentagem de odcitos TUNEL-positivo

foi 11,87% na estacéo seca e 10,44% na chuvosa (Figura 3).
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Figura 2: Efeito das estacdes seca e chuvosa
na atividade das enzimas Caspase do grupo Il
de odcitos recuperados (REC.) e maturados
in vitro (MIV) da espécie ovina (P < 0,05)

pelo teste F.
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Figura 3: Efeito das estacGes seca e chuvosa
na fragmentacdo de DNA (Tunel) de odcitos
recuperados (REC) e maturados in vitro (MIV)
da espécie ovina (P < 0,05) pelo teste F.
A média da frequéncia respiratéria foi de 14,5 p/minuto, idéntica em ambas as
estacOes, apresentando variagfes de 14 a 15 movimentos respiratorios por minuto. A

média da temperatura retal na estacdo seca foi 39,03°C com varia¢des de 38,9 a 39,1°C

e na estacdo chuvosa a média foi 38,97°C com variacGes 38,8 a 39,1°C (Figura 4).
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Figuras 4 ( a e b): Frequéncia respiratéria (FR) e Temperatura retal (TR) de ovinos nas
estagdes seca e chuvosa.

DISCUSSAO

Os resultados obtidos na analise da maturacdo nuclear in vitro de odcitos logo
apos a MIV nas estacOes seca e chuvosa diferem dos resultados encontrados por Shirazi
e Sadeghi (2007), mostrando que pode ocorrer uma grande variacdo na espécie,
podendo sofrer influéncias genéticas, nutricionais e estacionais. As taxas de MII obtidas
foram inferiores aos resultados obtidos por Shirazi e Sadeghi (2007) que obtiveram
baixos percentuais de odcitos desnudos e Carneiro (2008) pesquisando diferentes
concentragOes de IGF-1 nos meios de maturagdo. As maiores taxas de MII obtidas
explicam-se, segundo Ledda et al. (2001) e Cecconi et al. (2007), pelo fato de que, em
cultivo ocorre uma maior porcentagem de o6citos que completam a maturacdo devido a
presenca de células do cumulus, apresentando menores porcentagens de odcitos nas
fases intermediarias da meiose, o que favorece a maturagao oocitaria na espécie.

Esta diferenca pode ser atribuida a dindmica folicular caracteristica dos
pequenos ruminantes, como citado por Vinoles et al. (2002), quando estudaram as
particularidades do ciclo sexual de ovelhas. Desta forma, em qualquer fase do ciclo
estral existem foliculos em crescimento ou sofrendo atresia. A atresia dos foliculos

recrutados ocorre em funcdo da diminuicdo da concentracdo plasmatica de FSH
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(ADAMS et al.,1992), induzindo no foliculo atrésico baixos niveis de estradiol intra-
folicular (KRUIP e BONI, 1994).

A presenca das células do cumulus é um fator importante na qualidade dos
CCOs e beneéfica para a obtencao de embrides apos a FIV, pois odcitos desnudos tém
uma taxa de clivagem baixa e qualidade inferior (FATEHI et al., 2005). Blondin e
Sirard (1995) observaram em bovinos que a competéncia para o desenvolvimento
embrionario in vitro somente foi afetada por altos niveis de atresia nas células do
cumulus. Os odcitos com celulas do cumulus exibindo sinais médios de atresia tiveram
taxas maiores de desenvolvimento embrionario que odcitos sem sinais de atresia. In
vitro, a expansdo do cumulus € visivel a partir de 12 horas de matura¢do (SUTOVSKY
et al., 1993). A presenca consideravel de glicosaminoglicanos nas células do cumulus
impede a acdo do estresse oxidativo dos radicais livres sobre os odcitos, evitando a
reducdo na taxa de maturacdo e clivagem (LUVONI et al., 1996), e o choque térmico
gue blogueia a sintese de proteinas (EDWARDS e HANSEN, 1997).

A condicdo fisioldgica da doadora, como peso, raca, idade e variacdo individual,
tém merecido atencdo em diversos estudos (VINOLES et al., 2002; FATEHI et al.,
2005; CECCONI et al., 2007). Na avaliacdo da qualidade dos o0citos maturados,
obtivemos uma taxa proporcional independente da estacdo, corroborando com Shirazi e
Sadeghi (2007) e Cecconi et al. (2007), que obtiveram altas taxas de maturacdo em
condicdes especiais de cultivo. Os CCOs de todas as classificacfes ndo diferiram na
especie independente da estacdo. A porcentagem de CCOs QI e QI obtidos foi pequena
quando comparado com QIll e QIV, como encontrado por Chaves et al. (2009) onde
concluiram que o didmetro folicular n&o exerce influéncia sobre a qualidade do
complexo cumulus oophorus recuperado de fémeas ovinas no que aumenta a

importancia das células do cumulus.
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As mudancas apoptoticas desenvolvidas por alguns odcitos expostos a altas
temperaturas ambientais evidenciam que alguns destes odcitos apresentam melhores
condicbes de sobrevivéncia a estas alteragbes. Estas agressdes do ambiente
desenvolvem componentes inter e intra-celulares que definem se um odcito pode reagir
(ROTH e HANSEN, 2004b). Tatemoto et al. (2000) estudando odcitos suinos
observaram que as células do cumulus parecem ter um papel fundamental na protecédo
contra apoptose induzida por estresse oxidativo. Edwards e Hansen (1996) concluiram
que estas células fornecem termo-protecdo para 006citos bovinos e, talvez, a integridade
e a funcdo dos complexos cumulus oophorus possam afetar a capacidade de sobreviver
a uma maturacdo oocitaria apds choque térmico o que justifica que oocitos ndo
maturados apresentam menos alteracfes que os maturados in vitro.

Estes achados evidenciam que a temperatura ambiente dentro de intervalos
fisiolégicos pode ser um estimulo para a morte celular programada em odcitos
mamiferos, corroborando com Roth e Hansen (2004b), que pesquisaram a competéncia
do desenvolvimento de odcitos bovinos. Uma variedade de outras condi¢cbes adversas
também pode induzir a apoptose oocitaria, incluindo a exposicdo as drogas
quimioterapicas (PEREZ et al., 1997), radiacdes ionizantes (MORITA et al., 2000),
estresse oxidativo (TATEMOTO et al., 2000) e criopreservacdo (MEN et al., 2003).

No presente estudo, ndo foram observadas fortes mudancas morfolégicas em
associacdo com o aumento da atividade caspase. A fragmentacdo celular nos oocitos
observadas por Van Blerkom e Davis (1998) ndo é sempre um resultado da ativacéo da
caspase e, portanto, € possivel que o choque térmico produzido pelo ambiente induza a
atividade caspase e a fragmentacdo nuclear sem induzir o complemento total de

mudangas associadas com a apoptose celular independente da estacdo do ano.
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Entretanto, pesquisas adicionais com maior numero de repeticdes em outras regides sao

necessarias para validar estes resultados.

CONCLUSAO
Com base nos dados obtidos, podemos concluir que as estagdes do ano nao
exercem influéncia na maturacdo nuclear in vitro e na apoptose de oocitos da espécie

ovina.
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