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RESUMO

Maturagao oocitaria é uma das etapas da producdo in vitro de embrides (PIVE)
nas espécies domésticas, na qual as fémeas bovinas e caninas sdo submetidas a
diferentes métodos para obtengao de complexos cumulus odcitos (CCOs), in vivo
e ou in vitro. Apos a aquisi¢do desses CCOs, 0s mesmos sdo rastreados e
avaliados inicialmente quanto as caracteristicas morfol6gicas, podendo ser
submetidos a testes mais precisos, principalmente no desenvolvimento de
pesquisa. Neste sentido, marcadores de viabilidade no decorrer da maturagdo e
ao término da mesma podem ser utilizados. Esta etapa executada com alto
controle de qualidade visa indices de maturagdo compativeis e satisfatorios aos
processos de fertilizagdo in vitro (FIV), os quais consistem no préximo passo
para PIVE. A reproducdo assistida (RA) nas espécies abordadas apresenta
objetivos comuns quanto a maturacdo oocitéria, no entanto, podem ser destinas
a fins diferentes quanto a aplicabilidade das técnicas e preserva¢do do material
genético. Nos cées, utilizados como modelo para PIVE de canideos em extingéo,
0 processo de maturagdo além de fisiologicamente distinto das demais espécies
domeésticas, tem um periodo de 72 horas, 0 que faz desta espécie um grande
desafio nas taxas de maturacdo oocitdria e subsequente PIVE quando
comparadas com os bovinos.
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ABSTRACT

Oocyte maturation is one of the steps for in vitro embryo production in domestic
species. Canine and feline females are submitted to different methodologies to
obtain Cumulus Oocyte complex (COCs) in vivo and or in vitro. After COCs,
recovering they are initially evaluated by morphological characteristics, and then
submitted to precise tests during research development steps. Viability markers
can be set during oocyte maturation and again after ended all process involved.
The maturation must be done with maximal quality control, viewing compatible
maturation index attending the satisfactory in vitro fertilization (IVF) process,
which consists in the next step for in vitro embryo production. Assisted
reproduction techniques (ART) for the referred species presents the same
objective as far as maturation issues. However, the end points can be different
regards the applicability of those techniques and genetic material preservation.
Domestic dogs are used as model for extinction canine species, with a long
physiologic process of oocyte maturation (72 hours period) when considering
other domestic species. This difference makes the domestic canine oocyte, an
enormous challenge as far as oocyte maturation index and subsequent in vitro
embryo production when compared to cattle.
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1 Introducao

A presente revisdo tem como objetivo abordar os aspectos envolvidos na competéncia dos
CCOs das espécies caninas e bovinas, citando fatores determinantes para a eficiéncia de técnicas de
reproducdo assistida envolvendo ambas as espécies. Os CCOs possuem caracteristicas Unicas
influenciadas pelo ciclo estral, resultando em maior ou menor competéncia oocitaria durante os
processos de maturagéo in vitro.

Técnicas desenvolvidas para a obtencdo destas estruturas tém sido descritas literatura,
envolvendo a abordagem dos ovarios (génadas femininas) e recuperacdo dos CCOs, inicialmente in
Vivo e in vitro na espécie bovina (GONCALVES et al., 2001).

O uso dos o6citos de espécies domésticas para o entendimento da maturagéo in vitro de gametas
contribui para o conhecimento e melhoria das técnicas de reproducao assistida em fémeas ruminantes
(EL-SOKARY et al., 2022; MASTROROCCO et al., 2021), conservacao de animais em extingao
Como as espécies carnivoras, as quais utilizam ovarios de fémeas caninas e felinas domésticas como
modelo (YOSHIDA et al., 2022; VIARIS DE LESEGNO, et al., 2008).

No entanto, independente do estagio ou condicao reprodutiva dos ovarios recuperados para as
técnicas assistidas em cées, normalmente, ha restricdo de odcitos com potencial de desenvolvimento
e maturacdo (RODRIGUES, et al., 2007). Ja na espécie bovina, o processamento de ovarios obtidos
em abatedouro como fonte de recuperacdo de odcitos (células germinativas) tem sido amplamente
utilizado como ferramenta e faz parte das rotinas em laboratério de PIVE (producéo in vitro de
embribes) comerciais e nos centros de pesquisa (GALLEGOS et al., 2022).

Embora os ovéarios possam ser utilizados como fonte de material biolégico, amplamente
disponivel, uma vez oriundos de abatedouros no caso dos ruminantes e de remocao cirtrgica por meio
das castracfes (ovario — salpingo histerectomia OSH) de fémeas caninas domésticas; este material
pode sofrer influéncias de acordo com a raga, idade, nutri¢cdo, época do ano e sazonalidade. Tais
fatores, sem davida, influenciam na competéncia, maturacdo oocitaria e nos resultados da PIVE.

Inimeros sdo os desafios para atingir taxas de maturagdo oocitaria satisfatorias, embora na
espécie canina, as dificuldades sdo ainda maiores, devido a caracteristica natural do processo de
maturagdo in vivo nesta espécie, o qual ocorre tardiamente (pelo menos 72 horas) dentro da tuba
uterina apos a ovulacdo (PEREIRA et al., 2012).

Ao serem removidos de dentro do foliculo ovariano, para posterior processamento, 0s 00citos
sofrem a retomada da meiose de forma espontanea e precoce, ainda que sem os estimulos dos
horménios gonadotréficos (SENGER, 2003).

Assim quando comparada a maturacdo in vivo, 0 o0cito apresenta baixa capacidade de
desenvolvimento, que é decorrente da assincronia entre a maturagdo nuclear e a citoplasmatica
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(SAKODA, 2018).

Na espécie bovina, o rastreamento e selecdo dos CCOs sdo realizados ap6s obtencdo dos
mesmos in vivo, por meio da puncéo ovariana com o auxilio de ultrassom (OPU), ou in vitro pelos
métodos de fatiamento ou aspiracdo dos foliculos ovarianos obtidos em abatedouro (GONCALVES
etal., 2001).

As sessOes subsequentes abordardo aspectos Unicos de cada espécie, proporcionando ao leitor
conhecimento dos pontos criticos, os quais influenciam na competéncia oocitaria das fémeas caninas

e bovinas.
2 [Estado da Arte
Maturacdo in vitro dos Complexos cumulus odcitos na espécie canina

Estudos conduzidos envolvendo reproducdo assistida em canideos sdo provenientes de material
oriundos de fémeas em diversos estagios do ciclo estral (OTOI et al., 2001; HOSSEIN et al., 2007),
assim como em diferentes condi¢des reprodutivas (RODRIGUES; RODRIGUES 2003). Devido a
escassez de material e dificuldade de estudar os processos reprodutivos em carnivoros selvagens e
em extingdo, o modelo experimental “ovérios de fémeas carnivoras domésticas” tem sido utilizado
para o incremento das técnicas de reproducdo assistida (COMIZZOLI et al., 2010; PAZ 2013).

A maturacdo in vitro, caracterizada por estabelecimento da meiose € atribuida a varios fatores
relacionados as condic¢Bes in vivo das doadoras (caninas) dos CCOs recuperados a partir de
abordagens, como videocirurgias experimentais, cirurgias de rotina eletivas ou procedimentos como
castracdes (YAMADA et al., 1993; LUVONI et al., 2001; KIM et al., 2004).

O aporte de progesterona ja presente na fase de estro na cadela e no diestro, com maior
predominéncia, contribui mediando inimeros eventos fisioldgicos para maturagdo (KIM et al., 2005).
A despeito da enorme colaboracéo e efeito da progesterona, sua queda gradativa durante a longa fase
de diestro é acompanhada pela presenca de prolactina (PRL), a qual exerce funcBes mitogénicas e
morfogénicas, além de atividade secretoria, apresentando funcdes bimodais, como funcdes
circulatorias e envolvimento de citocinas (BEN-JONATHAN et al., 1996).

Em humanos, a PIVE tem se mostrado eficiente na presenga de PRL nos foliculos submetidos
aaspiragdo, resultando em sucesso na fertilizacao e prenhez. Como a fase de diestro na cadela consiste
em uma longevidade consideravel, similar a gestacdo, é necessario notar a influéncia de tal hormonio
(PRL) no desenvolvimento oocitario de CCOs obtidos durante esta fase (LAUFER et al., 1984).
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Metabolismo, dimens6es foliculares e oocitarias na competéncia dos CCOs de fémeas

caninas

Quanto as dimens@es oocitarias, CCOs provenientes de fases do ciclo nas quais ha aporte
hormonal suficiente para presenca de foliculos maiores que 2mm (SONGSASEN; WILDT, 2005),
com predominancia de esteroides como progesterona e estrogeno, e, tais estruturas mostram-se
responsivas aos procedimentos in vitro chegando a obtencdo de embrifes na fase de clivagem de 8
células (RODRIGUES et al., 2004; 2007).

Estes achados estdo de acordo com os relatos de Songsasen; Wildt (2005), os quais
demonstraram maior capacidade de desenvolvimento quando comparados a estruturas provenientes
de foliculos com antro folicular menores que 1mm.

Outro fator importante seria a capacidade metabdlica de tais estruturas como o metabolismo via
glicolise (WESSELOWSKI, 2008) e presenca natural ou exdgena de esteroides, influenciando
diretamente na capacidade de maturacdo de odcitos in vitro (KIM et al., 2005).

A presenca de foliculos poliovulatorios nas cadelas, de certa forma, compondo uma
porcentagem baixa de 14% da populacgéo folicular ovariana, dificulta a maturacéo e desenvolvimento
de oocitos oriundos de tais estruturas (MICLAUS et al., 2007). A minima possibilidade de ovulagéo
espontanea de tais foliculos e a escassez de estudos envolvendo o potencial de desenvolvimento de
CCOs oriundos dos mesmos, demonstra apenas a existéncia deste evento fisiolégico embora nao
justifique as taxas de maturacdo precarias nesta espécie (WALLNER, 2007).

Odcitos com dimensdes inferiores 110um de didmetro mostraram fragmentacdo de DNA antes
da maturacdo (ANGUITA et al., 2006). Desta forma, a idade da cadela, fase de puberdade e
dimensdes dos CCOs séo cruciais para o estabelecimento da reproducéo assistida nesta espécie, cujo
passo inicial seria a classificacdo oocitaria, baseada na sua origem, como: idade, fase do ciclo estral
na fémea, condicdes relacionadas as racgas e caracteristicas genéticas.

Sem duvida, inimeros fatores envolvendo questBes metabdlicas, mecanismos oxidativos e
outras caracteristicas como dimensdes oocitarias, tém um papel fundamental nas respostas obtidas
durante o processo de maturacdo in vitro. Neste sentido, estudos em cadelas demostraram que a
habilidade de maturacdo de odcitos caninos encontra-se entre dimensdes de 61,5um e 161,5um
(WALLNER, 2007).

Os estagios precoces de dimens@es antrais e aqueles provenientes de foliculos terciarios, 0s
quais contém odcitos ao redor de 96um, estdo proximos as dimensdes ideais atingidas (COMIZZOLI
etal., 2010). Assim como nas demais especies, 06citos >100um séo necessarios para estabelecimento
da meiose in vitro, retomada e completa maturagdo (HEWITT; ENGLAND, 1998; SRSEN et al.,
1998; OTOl et al., 2000; SONGSASEN; WILDT, 2005).
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De fato, nem todos os odcitos compativeis com as caracteristicas morfologicas sdo competentes
(RODRIGUES; RODRIGUES, 2006), tendo comprometimento molecular e incapacidade de resultar
em desenvolvimento embrionério satisfatorio.

Questdes atribuidas a expressao génica nas células do cumulus e granulosa, assim como funcdes
e disfuncbes gendmicas, trazem explicacdes para a falta de competéncia oocitaria a despeito da
morfologia aparentemente normal em gametas caninos (SIRARD et al., 2007).

Alguns testes mais simples podem elucidar o estagio de maturagdo, desenvolvimento ou
crescimento, assim definindo oocitos obtidos de material in vivo ou in vitro. Considerando tal
possibilidade, tem-se como alternativa o teste Brilliant cresyl blue (BCB — azul de Cresil brilhante)
(ALM, 2005). O teste é baseado na capacidade da enzima glicose-6-fosfato desidrogenase (G6PD),
em converter 0 corante em aparéncia azul, ao ser absorvido por odcitos competentes, 0s quais
terminaram o processo de crescimento fisioldgico ou in vitro, resultando em BCB+, exibindo a cor
azul, enquanto odcitos que apresentam reducédo de coloragédo azul, demonstram estar em crescimento
ativo (WU, et al., 2007).

Em sintese, odcitos em crescimento contém G6PD, enquanto od0citos com crescimento
finalizado apresentam diminuicdo de G6PD e ndo demostram a coloracdo. Portanto, odcitos que ainda
ndo completaram seu crescimento sdo passiveis de desenvolvimento e maturacdo in vitro de forma
mais competente, sendo assim mais vidveis para a maturacao in vitro e programas de reproducao
assistida (WU, et al., 2007).

Finalmente, o fator idade é crucial para a competéncia oocitaria na espécie canina, estudos
demostram o efeito da idade e do potencial de maturacdo de odcitos obtidos de cadelas jovens pré-
puberes e deixam claro a menor competéncia dos mesmos. Tais odcitos sdo caracterizados por
acumulo de gotas de lipideos no ooplasma, alto metabolismo energético, baixa sintese proteica e alta
atividade transcricional nas células do cumulus, assim como deficiéncia em receptores para
horménios de crescimento (HAENISCH-WOEHL et al., 2003).

Maturacdo in vitro dos Complexos cumulus oécitos na espécie bovina

A capacidade de fecundacéo in vivo e desenvolvimento dos o6citos € maior do que a mesma in
vitro (BLONDIN et al., 2002). Existem fatores que influenciam o crescimento dos odcitos e sua
viabilidade, assim como a competéncia para o desenvolvimento in vitro. Tais fatores incluem: o
tamanho folicular, pois ndo respondem adequadamente as condig¢fes in vitro e foliculos com
dimensdes compativeis & dominancia (LONERGAN et al., 1994).

A morfologia dos CCOs apresenta grande importancia na producdo embrionaria in vitro, com

influéncia no processo de maturagdo. A classificacdo morfoldgica utiliza o pardmetro visual da
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relacdo que existe entre a aparéncia das células do cumulus e o citoplasma do odcito (WANG; SUN,
2007).

O odcito pode ter o seu potencial de maturacdo, fecundagéo e capacidade de desenvolvimento
embrionario estimado pela aparéncia do CCO. Morfologicamente, os odcitos com maior potencial de
viabilidade devem apresentar ooplasma homogéneo, com granulacbes finas, coloracdo marrom e
completamente envolvidos por varias camadas de células do cumulus dispostas de forma compacta
(GONCALVES et al., 2002).

A capacidade de odcitos mamiferos em maturar in vitro esta correlacionada com a atividade
ovariana, o crescimento folicular e a presenca ou auséncia de células do cumulus, as quais formam os
CCOs, sendo as mesmas, necessarias para o transporte de energia e a promo¢do da maturacédo do
odcito bovino. A presenca de células do cumulus circundando os o4citos parece ser mais importante
para a maturacao in vitro que até mesmo a atividade ovariana ou o tamanho folicular (SATO et al.,
1977; FUKUI; SAKUMA, 1980).

As células do cumulus apresentam-se em policamadas compactas e, por ocasido da maturacéo,
sob o estimulo dos hormbnios LH e FSH entram em processo de expansdo, interrompendo as
comunicagdes com o oocito (HYTTEL, 1987, 1988; SZOLLOSI, 1991). Essas células, assim como
as da granulosa, sdo essenciais para a nutricdo, crescimento, divisdo meidtica, maturacao
citoplasmatica e fecundacdo do odcito (EPPIG, 1980; FUKUI; SAKUMA, 1980).

Nas células somaticas que envolvem o o6cito, durante as maturacdes citoplasmatica e nuclear,
ocorrem modifica¢6es morfologicas especificas. As células do cumulus iniciam um arranjo na matriz
extracelular, rica em &cido hialurénico, e tal fenbmeno é denominado de expansdo ou modificacdo
das células do cumulus (EPPIG et al., 1982; BUCCIONE et al., 1990). In vitro, a expanséo das células
do cumulus é visivel a partir das 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 0s 00citos, evitando a reducdo na taxa de clivagem (LUVONI et al., 1996) e 0
choque térmico que bloqueia a sintese de proteinas (EDWARDS; HANSEN, 1997).

Ao final da etapa de maturacéo, 0s o0citos precisam ser fecundados para que sejam capazes de
se desenvolver até o estagio de blastocisto. Desta forma, deve ser feito o processamento do sémen
realizando-se uma selecdo espermética e capacitacdo espermética. ApOs a capacitacdo dos
espermatozoides, retira-se da estufa a placa de Petri contendo os ovécitos maturados e depositam-se
0s espermatozoides, sempre procurando proporcionar um ambiente adequado (GONCALVES et al.,
2002).

Estudos relatam que odcitos recuperados de foliculos menores que 6 mm apresentam

distribuicéo irregular de granulos corticais, sistema defeituoso de exocitose, maiores anormalidades
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na fertilizacéo e, portanto, ndo sdo capazes de sustentar o desenvolvimento embrionario (CRAN e
CHENG, 1986; HYTTEL et al., 1986; SHABANKAREH et al., 2015). No entanto, outros estudos
demostraram a capacidade de expanséao das células do cumulus aspirados de foliculos menores que 6
mm, indicando certo potencial a ser considerado quanto a utilizacédo para FIV (PETRY, 2021; PETRY
et al 2020).

Nas avaliacdes morfoldgicas dos CCOs, deve-se observar a quantidade e a compactacéo das
células do cumulus e a homogeneidade do citoplasma como descrito a seguir. Grau | (Gl): os CCOs
apresentam citoplasma homogéneo, com granulac@es finas e multiplas camadas compactas de células
do cumulus; Grau Il (GlI): também apresentam pequenas areas de pigmentacdo irregular e
cumulus compacto; Grau Ill (GllI): os o6citos apresentam o citoplasma heterogéneo/vacuolizado,
com pelo menos trés camadas de células do cumulus e/ou com pequenas areas desnudas, e o0 Grau IV
ou Desnudo (GIV): o odcito apresenta citoplasma heterogéneo e pigmentado, com células cumulus
completamente/parcialmente ausente ou expandido (BLONDIN; SIRARD, 1995; SIRARD et al.,
2006).

Considerados os mais competentes para o uso na FIV, os CCOs Grau | apresentam maior taxa
de desenvolvimento embrionério pés-fertilizacdo. Em contrapartida os que sdo menos competentes
para a producdo in vitro de embrides, sdo os CCOs Grau IV. Os CCOs Grau Il e 11l sdo também
aceitos, embora este Ultimo possa ser descartado, dependendo do procedimento e rendimento dos
oocitos obtidos. No uso da PIV de embries bovinos, é recomendado o uso de CCOs Grau | e 1l
(SIRARD et al., 2006). Vérias classificacdes morfoldgicas tém sido adotadas para selecionar odcitos
bovinos, na tentativa de identificar aqueles com maior potencial. De acordo com Leibfried; First
(1979), os odcitos podem ser classificados em escala de 1 a 4, considerando as caracteristicas do
cumulus e do citoplasma do oécito (ooplasma). A classificacdo dos autores encontra-se na Tabela 1.

Tabela 1 - Classificagdo morfol6gica dos complexos cumulus o6citos bovinos.

Odcitos Descricao
Cumulus compacto presente, contendo mais de trés camadas de células, ooplasma com
Graul granulacdes finas e homogéneas, preenchendo o interior da zona peltcida e de coloragéo
marrom;

Cumulus compacto parcialmente presente em volta do odcito ou rodeando
completamente o odcito, com menos de trés camadas celulares, ooplasma com

Grau 2 granulacdes distribuidas heterogeneamente, podendo estar mais concentradas no centro
e mais claras na periferia ou condensadas em um so6 local aparentando uma mancha
escura, preenchendo o espaco do interior da zona pelucida;

Espaco entre a membrana celular e a zona pellcida, preenchendo irregularmente o

Grau 3 espago perivitelino, degenerado, vacuolizado ou fragmentado;

Grau 4 Odcito desnudo ou sem cumulus.
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Fonte: Modificado de Leibfried; First (1979).

Outras classificacdes quanto a morfologia e qualidade dos odcitos foram descritas (LOOS et
al, 1991 & TETZNER, 2007) e encontram-se na Tabela 2, a seguir.

Tabela 2 - Classificagdo do grau de qualidade de acordo com as caracteristicas dos complexos cumulus odcito.

Oocitos Descricdo

Revestimento com multicamadas de cumulus compacto, ooplasma

Grau | N -
homogéneo e complexo cumulus-odcito claro e transparente;

Revestimento com 3 a 5 camadas de cumulus compacto, ooplasma

Grau Il N L o
homogéneo ou com regides escuras na periferia;

Grau Il Pouco revestimento de células do cumulus (1 a 3 camadas) e ooplasma
irregular com picnose

Grau IV Ou atresico: cumulus expandido com células escuras e em grumos, e
complexo cumulus-oocitario escuro e irregular

Desnudo Sem camadas do cumulus e com ooplasma uniforme ou com granulagées

Fonte: Modificado de Loos et al. (1991); Tetzner (2007)

O odcito passa por uma série de mudangas nucleares e citoplasmaticas concomitantes ao seu
crescimento, durante o periodo que compreende o inicio do pico de LH e a ovulagdo, o que
influenciam diretamente na maturacdo (VAN DEN HURK, 2012).

Os odcitos selecionados devem apresentar competéncia para sustentar o processo de
desenvolvimento embrionario (BREVINI; GANDOLFI, 2001), sendo tal competéncia meidtica,
adquirida durante a foliculogénese, coincidindo com a formago do antro (SANCHEZ; SMITZ,
2012).

A competéncia meiotica esta relacionada ao tamanho do o6cito, o qual tambémesta relacionado
com o tamanho folicular. Para completarem a maturacdo nuclear até o estagio de metafase Il, os
odcitos bovinos precisam ter didmetro de 110um ARMSTRONG, 2001; BLANCO et al., 2011).

A pré-maturacdo e maturacdo oocitaria envolvem eventos que ocorrem desde o estagio de
vesicula germinativa até o término da segunda divisdo meiética, com formacdo do segundo
corpusculo polar (BLANCO et al., 2011).

Diferente da maturag&o in vivo, 0s 00citos que sdo maturados in vitro geralmente apresentam o
metabolismo alterado, com um reduzido potencial de desenvolvimento, sendo afetado pelos seguintes
fatores: deficiéncias dos meios de maturacdo, a habilidade intrinseca do odcito, ou ambos, sendo a
disponibilidade de nutrientes e enzimas mediados por sistema de homeostase A regulacdo da

(KRISHER, 2004). Portanto, a selecdo dos odcitos para a maturagdo in vitro é importante,
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considerando a classificacdo morfologica e critério para a selecdo durante o processo de rastreamento
(GONGCALVES et al., 2001).

Os odcitos bovinos coletados a partir de foliculos antrais médios apresentam quatro padrdes de
configuracdo de cromatina na vesicula germinativa, de VG0 a VG3, caracterizadapelo aumento
progressivo da condensacgdo, silenciamento transcricional, metilacdo global do DNA e acetilacdo
progressiva de histona H4.

Dessa forma, o estagio VGO mostra um padréo filamentoso difuso de cromatina em toda a area
nuclear; o VG1 e o VG2 representam estagios iniciais e intermediarios, respectivamente, da
remodelacdo da cromatina, iniciando o aparecimento de poucos focos de condensacdo em VGL1 e
prosseguindo com a formacao de aglomerados distintos de cromatina condensada em VG2. O VG3
é 0 estagio no qual o mais alto nivel de condensacdo é alcangcado, com a cromatina organizada em
um aglomerado Unico (Figura1l) (LUCIANO et al., 2014).

Baseando-se nas classificacdes e remodelacdes, tem-se que os estagios VG2 e VG3 apresentam
maior competéncia para o desenvolvimento, devido a maior carga de transcritos adquiridos durante a
maturacdo nuclear (SAKODA, 2018).

O conhecimento da dindmica de evolucdo das fases de vesicula germinativa mediante 0s
intervalos necessarios para o processamento dos CCOs e coleta de foliculos dos ovarios é essencial
para o adequado desempenho das técnicas in vitro. Tais CCOs podem sofrer perdas de capacidade de
desenvolvimento no decorrer do processamento, mesmo a despeito da continuidade de estimulos

hormonais durante a proxima fase de maturacao.

Figura 1 - Imagens de microscopia de luz e de fluorescéncia apds a marcacéo de o6citos bovinos com sonda
Hoechst 33342.
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Fases de vesicula germinativa: VGO (A, Ab), VG1 (B, BY),
VG2 (C, CY e VG3 (D, DY). Setas indicam o envelope
nuclear. Barra de escala: 50 mm. Fonte: modificado de
Luciano et al. (2014).

Mecanismaos relacionados a deficiéncia em transporte de glicose e traducéo proteica ineficiente
foram sugeridos a partir de estudos envolvendo maturacéo de od4citos provenientes de fémeas bovinas
pré-puberes (WRENZYCKI et al., 2007).

Quanto a influéncia de genes H2A, FSHR e GHR na competéncia oocitaria durante a
maturacdo, o tamanho folicular foi associado especificamente ao gene H2A e a histona. Os odcitos
recuperados de foliculos maiores que 6 mm apresentaram niveis mais baixos de H2A transcritos e
histonas especificas de odcitos. Portanto, competéncia de desenvolvimento de odcitos foram
comprometidas (CAIXETA et al., 2009) e apresentam atraso no desenvolvimento celular nos estagios
de embrides (LEQUARRE et al., 2005).

Os odcitos recuperados a partir de foliculos maiores ou iguais a 6 mm, os foliculos apresentaram
melhores resultados em termos de qualidade e competéncia de desenvolvimento in vitro (PAVLOK
et al., 1992; LONERGAN et al., 1994). As variacdes nas dimensdes foliculares levam as diferentes
respostas in vitro quanto a competéncias de maturacéo e desenvolvimento (HENDRIKSEN et al.,
2000). Assim, o tamanho dos foliculos dos quais 0s o6citos sdo recuperados é um fator chave na PIVE
(PAVLOK etal., 1992; LONERGAN et al., 1994; CROZET et al., 1995; CAIXETA et al., 2009).
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Acredita-se que o mecanismo pelo qual o rendimento de blastocisto € menor em o00citos
maturados submetidos a PIVE e provenientes de foliculos pequenos, seria pelo atraso na cavitagao
embrionaria e nos estagios de crescimento, os quais mostram-se retardados dentro do ciclo celular
(LEQUARRE et al., 2005).

Outros autores elucidaram mecanismos relacionados as ondas de crescimento folicular, as quais
possuem fases distintas (recrutamento, divergéncia e dominancia), sendo a fase de recrutamento e
possivelmente o final da fase de regresséo de foliculos dominantes que ndo ovulam, correspondentes
a presenca de foliculos maiores que 3mm (GINTHER et al., 2000).

Ainda seguindo esta linha de raciocinio, durante o diestro, com a presenca do CL, a
progesterona predomina em relacdo ao estrégeno, o qual é fundamental para os fatores que sinalizam
0 inicio da maturacdo (COUTINHO et al., 2007).

Neste caso, a relacdo estrogeno: progesterona influencia no processo de regressdo e atresia
folicular, podendo agir negativamente na maturacdo, estando esses foliculos menores (foliculos < 3
mm) quando aspirados, ja em processo de atresia e programados para a morte celular, caraterizada
por apoptose (COUTINHO et al., 2007).

3 Consideracdes finais

As espécies caninas e bovinas sdo amplamente utilizadas no que diz respeito as técnicas de
reproducédo assistida, seja para fins de producdo em escala ou como modelo para preservagédo de
material genético em caso de canideos em extin¢do. Portanto, as informacdes presentes nesta revisao
podem auxiliar nas rotinas laboratoriais com o uso de ovarios de abatedouro ou mesmo adquiridos in

vivo em ambas as espécies.
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