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RESUMO

CARACTERISTICAS ULTRAESTRUTURAIS DE OVOCITOS OVINOS DURANTE
A MATURACAO IN VITRO. Déborah Mendes Maximo. Orientador: Jairo Pereira Neves,
PhD. Brasilia, DF.

O objetivo deste trabalho foi descrever e avaliar, através da analise de aspectos
ultraestruturais, o processo de maturacao in vitro (MIV) de ovécitos ovinos por um periodo de
24 horas apds a insercdo de ovodcitos imaturos no meio de maturacdo. Para isso, foram
coletados ovarios de abatedouro, sendo os foliculos aspirados no laboratério. Os complexos
cumulus oophorus (CCO) selecionados foram divididos em grupos e transferidos para o meio
de maturagdo onde permaneceram por 6, 12, 18 e 24 horas apds o inicio do processo, exceto o
tratamento 0 hora. Apos a retirada das estruturas nos diferentes tempos de maturagdo, essas
foram processadas para a microscopia eletronica de transmissdo. Foi observado no tratamento
0 hora que os ovocitos possuiam caracteristicas compativeis com estruturas imaturas € apds 6
horas de MIV ocorria a migragcdo de mitocondrias e lipideos para a periferia citoplasmatica e
inicio de expansdo das células do cumulus. Tais alteragdes relacionam-se ao processo de
aumento de atividade metabdlica ovocitaria e inicio do processo de maturacdo que levara o
ovocito até o estagio de metafase II. Entre 12 e 18 horas de MIV foram observados rearranjos
citoplasmaticos de organelas, tais como o alinhamento e aumento dos granulos da cortical
associados a membrana plasmatica, que permitiram inferir sobre o processo de maturagado
nuclear, sugerindo que, nessa espécie, 18 horas de MIV seriam suficientes para o ovocito
atingir sua maturagdo citoplasmatica e nuclear e ser fertilizado. Foi observado também a
presenca de mitocondrias do tipo hooded em alguns momentos da maturagdo. Tais estruturas
sao comumente encontradas em ovoécitos de outras espécies e podem estar relacionadas hd um
aumento da atividade metabdlica mitocondrial durante o periodo de migracdo de organelas.
Ap0s 24 horas de M1V, os ovocitos avaliados apresentavam caracteristicas de degeneragdo o
que pode estar ligado ao envelhecimento desta célula devido a sua permanéncia por mais 6
horas no meio MIV depois da aquisi¢do de competéncia para a fertilizacdo in vitro (FIV). Este
trabalho permitiu a avaliagdo de aspectos ultraestruturais da MIV em ovinos, bem como
forneceu conhecimentos a respeito da maturagdo nuclear. Entretanto, mais estudos devem ser

realizados para aprimorar essa importante biotécnica nessa espécie.

Palavras chave: microscopia eletronica de transmissdo, mitocondrias hooded, produgao in

vitro de embrides.



ABSTRACT

ULTRASTRUCTURE CHARACTERISTICS OF SHEEP OOCYTES DURING IN
VITRO MATURATION. Déborah Mendes Maximo. Orientador: Jairo Pereira Neves, PhD.
Brasilia, DF.

The aim of this study was describe and evaluate, by analysis of ultrastructural aspects,
the in vitro maturation (IVM) process of the sheep oocytes during 24 hours after insertion of
immature oocytes in maturation medium. For this, ovaries were collected from slaughterhouse
and its follicles were aspirated on laboratory. The selected cumulus oocyte complex (COC)
were divided into groups and transferred to the maturation medium where they were
maintained for 6, 12, 18 and 24 hours after the beginning of process, except the 0 hour
treatment. The structures were removed after different maturation times and processed to
transmission electron microscopy. In 0 hour treatment the oocytes had compatible
characteristics with immature structures and, after 6 hours of IVM, there was migration of
mitochondrias and lipids to the cytoplasm periphery and the onset of cumulus cells expansion.
These alterations were compatible with increasing metabolic activity on oocyte and the onset
of maturation process that enable the structure to reach metaphase II. Between 12 and 18
hours of IVM, were observed cytoplasmic rearrangements of organelles, like aligning and
increasing of cortical granules associated with plasmatic membrane, that were related to the
process of nuclear maturation, suggesting that, in this specie, 18 hours of [IVM were enough to
the oocyte reach nuclear and cytoplasmic maturation and be fertilized. The presence of
hooded mitochondrias in some times of maturation was observed. These structures were
commonly found on other species oocytes and could be related to increase of mitochondrial
activity metabolic during organelles migration. After 24 hours of IVM, the oocytes had
characteristics of degeneration that can be related to cellular aging because of the persistence
on the maturation medium after acquisition competence to in vitro fertilization (IVF). This
work enabled the evaluation of the ultrastructural aspects of sheep IVM and provide
knowledge about the nuclear maturation. However, more studies must be performed to refine

this important biotechnique in sheeps.

Key words: transmission electron microscopy, hooded mitochondrias, in vitro embryo

production.
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CAPITULO 1
1. INTRODUCAO

A ovinocultura vem se consolidando no agronegodcio brasileiro e dentro dessa
perspectiva, evidencia-se a necessidade de conhecimento dos aspectos produtivos e
reprodutivos desses animais para a multiplicacdo eficiente dos rebanhos. Para isto, tem-se a
disposi¢do biotécnicas reprodutivas como a sincronizagdo de estros, a inseminacao artificial
(TA), a transferéncia de embrides (TE) e a produgao in vitro de embrides (PIVE).

A PIVE de ovinos ainda mantém um carater experimental acentuado, mas os estudos
efetuados com essa espécie resultaram em contribuigdes significativas para esta técnica em
outras espécies, principalmente no que diz respeito aos sistemas de cultivo in vitro
(BERNARDI, 2005). Desta forma, esforgos tém sido direcionados no aperfeicoamento das
diferentes técnicas e etapas envolvidas na produgdo de embrides ovinos in vitro. Porém, o
sucesso da PIV estd intimamente ligado a maturagdo in vitro (MIV), sendo este um dos
fatores limitantes. Prova disso € que mesmo apods sele¢ao cuidadosa de uma populacao de
complexo cumulus oophorus (CCO) homogénea, apenas 35% irdo obter maturagdo
citoplasmatica completa e possuirdo capacidade para produzir blastocistos vidveis e
transferiveis (BLONDIN; SIRARD, 1995). Com isto, a maturacdo inadequada, seja
citoplasmética ou nuclear, resulta em baixos indices de fecundagdo e bloqueio do
desenvolvimento embrionario.

Sendo assim, considerando que todas as etapas do processo de produgdo de embrides
in vitro sdo importantes — MIV, fertiliza¢do in vitro (FIV) e cultivo in vitro (CIV) — sem
davida, o conhecimento desta primeira etapa ¢ ponto crucial para promocdo de uma adequada
maturacdo citoplasmatica e nuclear, pois interfere, certamente, nas demais etapas,
incrementando a propor¢ao de ovdcitos clivados e de embrides produzidos in vitro.

A microscopia eletronica ¢ uma das técnicas que permite a investigacdo da maturagao
citoplasmatica e tem sido utilizada por diversos pesquisadores para elucidagao de detalhes da
morfologia de ovocitos bovinos imaturos (LOOS et al., 1989; VAN BLERKOM et al., 1990),
maduros (FLEMMING; SAACKE, 1972; KRUIP et al., 1983; HYTTEL et al., 1986a; LOOS
et al., 1992), superovulados (HYTTEL et al., 1986b; ASSEY et al., 1994b) e dominantes
versus subordinados (ASSEY et al., 1994a). A espécie ovina ainda ¢ carente em estudos dessa
natureza, portanto, o objetivo desse trabalho foi elucidar aspectos ultraestruturais da

maturagdo citoplasmatica in vitro nessa espécie considerando as deficiéncias citadas.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 A ovinocultura no Brasil

Inicialmente a criagdo de ovinos no Brasil era voltada para a produgao de 13, sendo os
maiores rebanhos criados na Regido Sul. Aos poucos, contudo, ajustando-se as necessidades
do mercado nacional, os animais foram sendo adaptados para produgdo de 12 e de carne. No
inicio da década passada foi verificada uma tendéncia de queda nos pregos da 12 nos mercados
internacionais, ocasionada pelo aumento da oferta e melhoria na qualidade das fibras
sintéticas. Como conseqiiéncia da inevitavel crise mundial que atingiu as criagdes de ovinos
lanados, programas de engenharia genética passaram a buscar novos padrdes de animais que
fossem especializados, também, na producao de carne.

Diante deste cendrio, os ovinos deslanados surgiram como alternativa viavel e
permitiram o desenvolvimento da ovinocultura em regides onde, até¢ entdo, a criagdo destes
animais nao tinha expressao econdomica. Dados do IBGE (2006) mostram que a ovinocultura
esta em expansdao em praticamente todo o pais, expandindo-se para regides onde ndo havia
tradicdo na exploracdo econdmica de ovinos. Tais fatos apontam para um cenario em que a
tendéncia desta atividade ¢ aumentar a sua efetiva participagdo no produto interno bruto do
agronegocio brasileiro.

Entretanto, as atividades dao-se de forma diferenciada nas regides geograficas do
Brasil. A regido Nordeste possui tradigdo nestas atividades, cuja maior parte da produgdo €
voltada para subsisténcia (VASCONCELOS; VIEIRA, 2002). No Sul do pais existe a forte
presenca de ovinos lanados que sdo mais adaptados a baixas temperaturas, onde a criagdo €
destinada a produgdo de 12 e carne. Na regido Sudeste, alguns rebanhos ovinos sdo
direcionados com o objetivo de originar produtos com maior agregacdo de valor, destacando-
se atualmente na produ¢do de queijos e cortes especiais (NOGUEIRA et al., 2005). A regido
Centro-Oeste, tradicionalmente produtora de graos e pecudria de leite e corte, surge hoje com
uma ovinocultura que cresce de forma consistente (DIAS et al., 2004).

Considerando a grande importancia econdmica que a espécie ovina vem adquirindo
nos ultimos anos em diferentes regides do Brasil, torna-se relevante o aprimoramento de
biotécnicas que permitam a multiplicacdo eficiente desses animais, principalmente das

fémeas, visto que os machos ja possuem tais técnicas com resultados mais consolidados.



2.2 Aspectos reprodutivos da fémea

Antes de iniciar as consideragdes a respeito das técnicas de reproducdo assistida
utilizadas na multiplicacdo da espécie ovina, ¢ importante o conhecimento de algumas
particularidades relacionadas a biologia dos gametas femininos e da fisiologia reprodutiva

desses animais.

2.2.1 Populacio e desenvolvimento folicular inicial

A ovogénese compreende a formacdo, desenvolvimento e maturacdo dos gametas
femininos. Esse processo tem inicio durante a vida embrionaria com rapida multiplicagdo nos
ovarios de células germinativas primordiais € ovogonias por divisdes mitdticas (FAIR, 2003).
As ovogonias sofrem a primeira divisdo meiodtica originando os ovoécitos, 0s quais sao
envolvidos por uma unica camada de células epiteliais e sdo denominados de foliculos
ovarianos primordiais.

O foliculo ovariano ¢ a unidade estrutural e funcional do ovario o qual contém um
ovocito cercado por células da granulosa, uma membrana basal e células da teca organizadas e
associadas a tal membrana (WU et al., 2001). De acordo com o grau de evolugdo, os foliculos
ovarianos podem se dividir em: pré-antrais e antrais. Os foliculos pré-antrais representam
cerca de 90% da populacao folicular ovariana e sdo classificados de acordo com seu estagio
de desenvolvimento em foliculos primordiais, primarios e secundarios. Quando ha o acimulo
de liquido folicular na cavidade antral o foliculo é denominado terciario o qual,
posteriormente, evolui para o foliculo pré-ovulatorio ou de Graaf (GEORGE et al., 1998).

Uma vez que os ovocitos alcancam a fase diplotena (profase da primeira divisao
meiotica), estes t€ém a meiose interrompida. A meiose pode ser reiniciada em duas situagoes:
primeiro, na puberdade, em resposta ao pico de LH levando a ovulagdo, sendo esta ativagao
da meiose caracterizada pela dissolucdo da membrana nuclear e condensacdo da cromatina,
processo denominado desarranjo da vesicula germinativa (RICHARD; SIRARD, 1996).
Segundo, na retirada dos ovécitos imaturos do ambiente folicular levando a um reinicio da
meiose espontaneo (BEVERS et al., 1997).

Uma grande quantidade de foliculos primordiais ja estd presente durante o
desenvolvimento fetal das ovelhas, sendo esses primeiros foliculos formados em torno dos 70
dias de gestagdo (MARIANA et al., 1991). Embora seja muito variavel, ¢ estimado que exista

em torno de 40.000 a 3.000.000 de foliculos nesta espécie ao nascimento (DRIANCOURT et



al., 1991) e, em ovelhas adultas, 50 foliculos em fase antral ja estariam presentes em qualquer
momento do ciclo estral (DRIANCOURT et al., 1986). Parece haver uma relagdo entre o
tamanho da reserva de foliculos primordiais e a propor¢ao de foliculos que iniciam seu
desenvolvimento; dessa forma, o nimero de foliculos em fase antral observado durante o
ciclo estral, pode refletir, pelo menos em parte, a reserva de foliculos primordiais presentes
(GULEKLI et al., 1999).

Variagdes significativas entre individuos e entre ragas, e a populacdo ovariana
poderiam ser a chave para explicar diferengas nos resultados de TE/FIV obtidos em
determinados grupamentos genéticos. Entretanto, em animais de produgdo esta relagdo pode
ser diminuida por diferentes fatores que interferem no processo de recrutamento folicular,
como balanco metabolico, condi¢do corporal, condigdes ambientais, dentre outros (BONI et
al., 1997).

O crescimento dos foliculos do estagio primordial ao antral inicial ¢ definido como
desenvolvimento folicular inicial. Este periodo dura em torno de seis meses em ovelhas e nao
¢ dependente de hormonios gonadotréficos (CAHILL; MAULEON, 1980). Tisdall et al.
(1995) sugeriram que em ovelhas receptores para FSH estdo presentes nas células da
granulosa de foliculos primarios, embora Fortune (2003) tenha demonstrado uma habilidade
variavel do FSH em estimular o desenvolvimento folicular pré-antral. Este autor sugere que as
fases iniciais do desenvolvimento folicular sdo controladas por fatores intraovarianos, mas

essas ainda ndo sdo bem elucidadas.

2.2.2 Dinamica folicular

Ha duas fases relacionadas ao desenvolvimento folicular tanto em ovinos quanto
bovinos. A primeira, fase pré-antral, ¢ independente de gonadotrofinas. A segunda, fase
antral, requer um suporte gonadotrofico e € caracterizada pelo desenvolvimento folicular em
um padrdo de ondas. O hipotidlamo estd envolvido na secre¢do do hormoénio liberador de
gonadotrofinas (GnRH) e, juntamente com este, a glandula pituitaria ¢ responsavel pela
liberagdo do hormonio foliculo estimulante (FSH) e do horménio luteinizante (LH). Essas
gonadotrofinas possuem uma grande influéncia na emergéncia e crescimento folicular.

A secre¢do de FSH durante o ciclo estral de ovelhas nao ¢ pulsatil, entretanto hd uma
variagdo didria nas concentragdes desse hormonio, sendo observados picos de FSH a cada 5
dias o que coincide com a emergéncia de ondas foliculares (EVANS et al., 2000). Ondas

foliculares caracterizam-se por um crescimento sincronizado de um grupo de foliculos



(emergentes), seguido pelo crescimento de um ou mais (foliculo dominante), enquanto o
restante regride (foliculos subordinados). O desenvolvimento e aplicagdo da ultra-sonografia
transretal e da laparoscopia levou a um maior entendimento das ondas foliculares em ovelhas
(Figura 1). O padrao de emergéncia e crescimento folicular em ondas nessa espécie ocorre a
cada 4 a 5 dias e, como citado anteriormente, cada onda ¢ precedida por um aumento nas
concentragdes de FSH (EVANS et al., 2000).

De acordo com Ginther et al. (1995), cada onda folicular contém 1 a 4 foliculos
crescendo de 2 - 3 mm de didmetro a 4 - 12 mm antes da regressao ou ovulacao e o numero de
ondas foliculares por ciclo pode variar entre racas, mas gira em torno de 2 a 4 ondas.
Entretanto, a selecdo, recrutamento e dominancia ainda ndo estdo completamente elucidados

Nnos ovinos.
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Figura 1.1: Representacdo esquematica de uma onda folicular em ovelhas durante o ciclo
estral. Trés ondas foliculares sdo mostradas na figura. * indica o surgimento do FSH na fase
pré-ovulatéria coincidindo com o pico de LH. A figura também mostra os picos periddicos do
FSH que precedem cada emergéncia de ondas foliculares.

Fonte: Duggavathi, 2004.



Uma vez que o foliculo atinge a dominancia, este inibe o desenvolvimento de outros
foliculos devido a sua capacidade de sintetizar estradiol e progesterona e adquire receptores
de FSH e LH nas células da granulosa. Em ovelhas, h4 evidéncias de que o foliculo ovulatério
exerce esse efeito de dominéncia sobre o restante dos foliculos em desenvolvimento durante a
fase folicular, levando-os a atresia (EVANS et al., 2000). Entretanto, em algumas ragas mais
prolificas (Booroola), em torno de 50% dos foliculos da penultima onda folicular ovulam
juntamente com os foliculos ovulatorios da onda final do ciclo (BARTLEWSKI et al., 1999).

Nas ovelhas, hd dois padrdoes de secre¢do do LH, sendo que cada um controla
diferentes aspectos da funcdo ovariana. O LH pré-ovulatorio surge 14 horas antes da
ovulagdo, sendo responsavel por induzir este evento e formar o corpo liteo. Este pico surge
no momento em que a progesterona tem seus niveis diminuidos e hd o aumento da secrecdo
de estradiol durante a fase final do ciclo estral. A secre¢do pulsatil de LH ocorre no decorrer
do ciclo e ¢ importante na promocao da esteroidogénese ovariana (GOODMAN, 1994). A
liberagcdo de LH no estagio pré-ovulatorio ¢ acompanhado por um pico de FSH com duragao

de 11 a 12 horas.

2.3 Biotecnologias aplicadas a reproducio

A reproducdo assistida de ovinos constitui-se de uma ferramenta para o incremento do
numero de animais de um rebanho através da reducdo no intervalo entre geragdes associada a
multiplicagdo de material genético superior. A exploracdo dessa espécie ainda € carente em
tecnologias avangadas, apesar disso, tem havido uma demanda por biotécnicas como a
sincronizag¢ao de estros, IA, TE e a PIVE.

A TA permite aumentar significativamente a produtividade da progénie quando se
utilizam reprodutores devidamente selecionados a partir de testes de progénie (EVANS;
MAXWELL, 1987). Tal biotécnica possui resultados mais consolidados e, como visto, estd
intimamente associada a multiplicacdo dos animais a partir do material genético do macho. A
TE também propicia a multiplicagdo de individuos geneticamente superiores, além de permitir
a reducdo do intervalo entre geragdes por possibilitar a colheita de embrides de fémeas jovens
e pré-puberes. Entretanto, essa biotécnica possui inconvenientes tais como, a variacdo na
resposta do tratamento superovulatorio e as seqiielas deixadas no trato reprodutivo devido a
intensa manipula¢ao quando da colheita dos embrides.

A PIVE em pequenos ruminantes tem despertado um grande interesse cientifico em

virtude da disponibilidade de material para pesquisa a um baixo custo além de estas espécies



serem um excelente modelo para aplicacdo da transgénese. Esta técnica ainda mantém um
carater experimental acentuado e necessita de estudos que elucidem as etapas envolvidas em
todo o processo.

Os resultados inconsistentes da PIVE em ovinos ainda s3o entraves na utilizagao
comercial desta biotécnica. O que ocorre, muitas vezes, ¢ a falta de informacdes especificas
sobre essa espécie levando a adaptagdo de técnicas ja difundidas em bovinos impossibilitando
a obtencao de melhores resultados. A espécie ovina possui suas particularidades e essas
devem ser estudadas e aplicadas na biotécnica de PIVE, pois além de ser fonte de embrides
para pesquisas basicas de biologia e fisiologia do desenvolvimento, a técnica possui bom
potencial para aplicagdo no melhoramento genético de rebanhos, bem como na produgdo de

clones e animais transgénicos (BERNARDI, 2005).

2.3.1 A producio in vitro de embrides ovinos

A PIV caracteriza-se pela manipulagdo dos gametas em nivel laboratorial e envolve as
etapas de MIV dos ovocitos aspirados dos ovarios; capacitacdo espermatica e FIV dos
ovocitos maturados e o CIV dos embrides até o estadgio de blastocisto. Em comparagdo com a
tradicional TE apos ovulagdo multipla, a coleta repetida de ovdcitos seguida pela maturagao,
fertilizacdo e pelo cultivo in vitro apresenta um maior potencial de produgdo de embrides de
uma tnica doadora (BALDASSARRE et al., 1994; KUHHOLZER et al., 1997; SEVILLANO
et al., 1997). Outras vantagens associadas a essa técnica incluem a possibilidade do uso de
animais pré-puberes, puberes, gestantes e lactantes como doadores (EARL et al., 1995; ANEL
et al., 1997); producdo de embrides de fémeas valiosas que morreram ou que serdo destinadas
ao abate (GALLI; LAZZARI, 1993) e desenvolvimento de pesquisas na area de transferéncia
nuclear e transgénese (BALDASSARRE et al., 2002).

A técnica de PIV de embrides vem sendo amplamente desenvolvida ao longo dos
ultimos anos. Desde o nascimento do primeiro bezerro proveniente da FIV de ovocitos
provenientes de doadoras tratadas hormonalmente (BRACKETT et al., 1982), esfor¢os t€m
sido feitos no intuito de estender o uso da técnica nas demais espécies animais. Nos meados
da década de 80 foram obtidos os primeiros cordeiros oriundos da FIV de ovdcitos ovinos
maturados in vivo (CHENG et al., 1986). Alguns anos mais tarde, foi relatado o nascimento
do primeiro cordeiro oriundo da realizagdo de todas as etapas in vitro (CZLONKOWSKA et
al., 1991).



Componentes do CCO tém sido objeto de muitas investigacdes ao longo dos anos com
o0 objetivo de aumentar a competéncia ovocitaria na FIV. Em bovinos, embora os indices da
MIV e FIV sejam altos (80%), apenas em torno de 30% desses ovocitos se desenvolvem até o
estagio de blastocisto (RIZOS et al., 2002). Portanto, um dos pontos cruciais da producao de
embrides tanto in vivo como in vitro € o processo de maturagdo ovocitaria, pois € nessa etapa
que o ovocito adquire competéncia, ou seja, ele se torna capaz de completar a maturagao, ser

fertilizado e suportar o desenvolvimento embrionario inicial (HYTTEL et al., 1997).

2.4 Maturacao ovocitaria in vivo X in vitro

A maturagao do ovécito € definida como o evento que permite que ele seja fecundado
e se torne capaz de iniciar o programa de desenvolvimento da pré-implantacdo embrionaria
(LEIBFRIED-RUTLDGE et al., 1987). Tal processo compreende duas etapas principais;
primeiro a matura¢do nuclear que envolve a condensacdo do material nuclear para formar os
cromossomos, seguida por dois ciclos meidticos; e segundo, a maturacao citoplasmatica, que
compreende a redistribuicio de organelas (THIBAULT et al., 1987; SZOLLOSI, 1993).

Na producdo de embrides in vivo, aproximadamente 81% dos ovocitos ovulados se
desenvolvem em embrido (PETERS, 1996); enquanto na PIV, como discutido anteriormente,
apenas 30%, em média, desses ovocitos se desenvolvem até o estagio de blastocisto (RIZOS
et al., 2002). Tais diferencas também sdo influenciadas pelas diferencas de competéncia de
desenvolvimento entre os ovocitos, além das circunstancias da PIVE. Além disso, na PIVE
trabalha-se com uma populagdo heterogénea de ovocitos, pois estes encontram-se em estagios
diversos de desenvolvimento, o que leva a obtencdo de diferencas importantes nos resultados
da biotécnica (HENDRIKSEN et al., 2000).

Portanto, a qualidade intrinseca dos ovocitos ¢ o fator determinante da propor¢do de
ovocitos que atingirdo o estagio de blastocisto sendo que, ovocitos maturados in vivo sdo mais

competentes do que aqueles maturados in vitro (RIZOS et al., 2002).

2.4.1 Maturacao nuclear

O objetivo da maturagdo nuclear ¢ a obtengdo de um gameta hapldide através de dois
ciclos de divisdo celular meidtica. A competéncia meiotica inicia-se durante a formagao do
antro porém, mesmo competente, o ovocito permanece na profase I até o pico de LH. Os

ovocitos ficam bloqueados no estagio de dictidteno da profase I, conhecido como vesicula



germinativa (VG), até completarem seu desenvolvimento (MEHLMANN, 2005). A retomada
da meiose, como citado anteriormente, ¢ induzida in vivo pelo pico de LH ou quando os
ovocitos sao isolados do ambiente folicular e colocados em meios de maturagdo in vitro.
(BEVERS et al., 1997).

Apbs o pico, o LH ird atuar via receptores localizados em células da granulosa (EPPIG
et al., 1997), implicando assim em um mecanismo de estimulagdo indireta na matura¢do do
odcito. O reinicio da meiose € caracterizado pela quebra da VG seguido de uma condensagao
de cromossomos e formagao do fuso da metafase I (MI). Esta primeira divisdo meiotica se
completa com a segregacdo de cromossomos homologos entre o ovocito € o primeiro
corpusculo polar, levando o ovécito a metafase I (MII) onde permanece até a fecundagao
(DEKEL, 2005).

Nos ovocitos bovinos as células da granulosa inibem o reinicio da meiose (BEVERS
et al., 1997) e quando o meio ¢ suplementado com fluido folicular aumenta-se a inibi¢ao
(SIRARD; BILODEAU, 1990). Richard e Sirard (1996) demonstraram que as células
foliculares estdo envolvidas no mecanismo de supressao da meiose, em particular as células
da teca. Os eventos nucleares e citoplasmaticos que ocorrem durante este processo sao
chamados de maturagdo ovocitiria e sdo pré-requisitos para a formagdo de um ovocito

competente (ASSEY et al., 1994a).

2.4.2 Maturacao citoplasmatica

Os complexos eventos que ocorrem durante a maturacdo ovocitaria ndo dependem
apenas da separagdo cromossOmica durante a maturagdo nuclear, mas também da
redistribuicdo de organelas citoplasmaticas e do armazenamento de RNAm, proteinas e
fatores de transcrigdo necessarios para este processo. A transcri¢do € o armazenamento de
proteinas no citoplasma do ovdcito sdo de fundamental importancia no processo de maturagao
e garantem o progresso do desenvolvimento embrionério inicial até o estagio de oito células
em bovinos, quando o genoma embrionario ¢ ativado e a sintese de novas proteinas torna-se
necessaria (MEIRELLES et al., 2004).

O processo de maturagdo citoplasmatica pode ser dividido em trés principais eventos:
a redistribuicdo de organelas citoplasmadticas, a movimentacdo de filamentos do citoesqueleto
e a maturacao molecular. A presente revisao abordarda somente a etapa de redistribuicido de

organelas por esta ser o foco da avaliagao ultraestrutural no trabalho a seguir.



2.4.2.1 Redistribui¢do de organelas citoplasmaticas

Sabe-se que varias modificagdes ultraestruturais relativas a morfologia e redistribuicao
podem ser observadas em organelas citoplasmaticas durante a maturagao ovocitaria. O trafego
de organelas durante a maturacdo ocorre através da atuacdo de microfilamentos e
microtubulos do citoesqueleto e o reposicionamento das organelas depende das necessidades

da cé¢lula durante cada estagio de desenvolvimento (FERREIRA et al., 2008).

Mitocondrias

A ativacdo metabolica envolvida com a sintese de proteinas e a fosforilagdo sdo
indispensaveis a maturacdo citoplasmatica. Neste contexto, as mitocondrias exercem um
papel de extrema importancia, pois sd3o componentes chave na maquinaria metabolica
responsavel pelo suprimento de energia que ¢ consumida durante o processo de maturagdo. O
movimento das mitocondrias para areas de alto consumo de energia € crucial para os ovocitos
e blastocistos durante periodos criticos do ciclo celular. Estudos mostram que durante o
periodo de maturagdo, as mitocOndrias sintetizam o ATP necessario para a sintese de
proteinas que, posteriormente, suportam o completo processo de maturagdo e
desenvolvimento embrionario (STOJKOVIC et al., 2001).

Anadlises ultraestruturais de ovoécitos bovinos maturados in vivo mostram que as
mitocondrias apresentam distribuicdo periférica antes do surgimento do LH, se agrupam no
estagio final da maturacdo nuclear, e se dispersam novamente apds a extrusdo do corpusculo
polar, aproximadamente 19 horas apo6s o aparecimento do LH (Figura 1.2A). Ao atingir a MII,
as mitocondrias juntamente com as gotas lipidicas, ocupam uma posi¢ao central na célula
(HYTTEL et al., 1997).

Recentes estudos mostram que o nimero de mitocdndrias presentes no citoplasma de
ovocitos bovinos varia de acordo com o estdgio de desenvolvimento celular. Ovogonias
apresentam 200 unidades dessa organela enquanto os ovoécitos primarios possuem
aproximadamente 6.000. Esse nimero aumenta ainda mais durante a maturacdo ovocitaria.
Portanto, o metabolismo ovocitdrio depende tanto da presenca quanto da quantidade de
mitocondrias, visto que um numero reduzido destas pode causar distribui¢do anormal de

organelas durante a embriogénese inicial (SHOUBRIDGE et al., 2007).



Ribossomos e Reticulo Endoplasmatico

A sintese protéica ¢ importante ndo somente para a maturacdo citoplasmatica, mas
também para a formagao do zigoto e desenvolvimento embrionario inicial. Para este fim, uma
quantidade apropriada de ribossomos deve estar presente durante a maturacdo. Ribossomos
sdo sintetizados pela transcricdo de genes de RNA ribossémico (RNAr), pelo processo de
transcricao e adi¢ao de proteinas ribossomais as suas subunidades. O nucléolo ¢ o sitio de
formagao das subunidades ribossomais ¢ durante as fases de crescimento do ovdcito e
ativacdo do genoma embriondrio ele esta presente na forma fibrinogranular, refletindo a alta
atividade de sintese ribossomal. O ovocito de foliculos primordiais possui atividade
transcricional quiescente e o nucléolo ¢ exclusivamente composto da por¢cdo granular,
sinalizando a auséncia da atividade de sintese ribossomal (FAIR et al., 2001).

Durante a MI, a sintese protéica do ovocito €, aproximadamente, trés vezes maior do
que durante a fase de quebra da VG. Quando a célula atinge a MII, entretanto, o ovdcito
apresenta niveis basais de traducdo do RNAm. Portanto, os altos niveis de sintese protéica
observados na MI, ao contrario do encontrado em MII, pode ser devido ao grande
armazenamento ribossomal durante a MI. Como conseqiiéncia da ampla utilizagdo dessas
organelas durante o processo de maturagdo at¢ a MII, o armazenamento de proteinas ¢
reduzido e, entdo, a quantidade de ribossomos e os niveis de sintese protéica podem ser
comparativamente menores. Nesse caso, esta evidéncia suporta a idéia de que a presenga de
ribossomos ¢ diretamente ligada a sintese protéica durante periodos cruciais de
desenvolvimento (TOMEK et al., 2002).

As membranas do reticulo endoplasmatico (RE) sdo fisiologicamente ativas, interagem
com o citoesqueleto e contém diferentes dominios especializados em funcdes diversas.
Incluem-se entre as fun¢des do RE a formacgado e degradacdo protéica, o metabolismo lipidico,
a compartimentaliza¢gdo do nucleo, regulagdo do gradiente i6nico de célcio e sintese de
membranas (LIPPINCOTT-SCHWARTZ et al., 2000). Mudangas bioquimicas e estruturais
no RE durante a maturagdo sdo criticas para um funcionamento apropriado da regulacao
intracelular de célcio. Em ovdcitos de mamiferos o RE ¢ encontrado em regides corticais e se
acumula em pequenos aglomerados no citoplasma durante seu desenvolvimento at¢ MII e a
liberacdo de célcio ¢ aumentada depois da maturacdo (Figura 1.2A). Durante a fertilizagdo, a
entrada do espermatozdide no ovocito é acompanhada pela liberacdo de calcio pelo RE

seguida pelo inicio do desenvolvimento embrionario (STRICKER, 2006).



Granulos da Cortical

Os granulos da cortical (GC) sao derivados do complexo de golgi e a sua exocitose ¢
um dos mecanismos usados pelos ovocitos para prevenir a polispermia (Figura 1.2B). Sao
organelas encontradas exclusivamente em ovoécitos sendo compostas por proteinas, moléculas
estruturais, enzimas e glicosaminoglicanas. Para ovdcitos no estagio de VG, os granulos estao
distribuidos em grupos no citoplasma. No final do periodo de maturagdo, quando esses
ovocitos atingem o estagio de MII, os GC se posicionam em contato intimo com a membrana
plasmatica, como forma estratégica de aguardar a entrada do espermatozdide e a ativagao
ovocitaria para promover o bloqueio da poliespermia (THIBAULT et al., 1987).

Se a fertilizacdo por mais de um espermatozoide ocorrer, o zigoto resultante sofrerd
uma divisdo anormal e ndo se tornara viavel. O mecanismo de bloqueio da polispermia ¢
altamente conservado entre grupos de animais e ¢ baseado em rapidas modificagdes da matriz
extracelular ovocitaria. Esta modificacdo envolve a liberacdo do contetido dos GC para fora
da célula depois que o ovdcito ¢ ativado pela liberagdo de célcio do RE em resposta a entrada

do espermatozoéide no citoplasma ovocitario (HALLEY; WESSEL, 2004).
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2.5 Modificacoes ultraestruturais do ovdcito durante o seu desenvolvimento

Uma forma de avaliar as modificagdes sofridas pelo ovocito durante seu
desenvolvimento ¢ a utilizagao da microscopia eletronica de transmissdo. A ultraestrutura dos
ovocitos ¢ grandemente modificada desde o estagio de foliculo primordial até o ovdcito
maduro. A descri¢do a seguir trata das modificagdes sofridas durante o desenvolvimento
folicular de ovdcitos bovinos.

Durante sua fase de crescimento o ovécito aumenta de, aproximadamente, 30um
(foliculo primario) para mais de 120pm (foliculo terciario), sendo este aumento acompanhado
por acimulo de RNAm, proteinas, substratos e nutrientes. Nos foliculos primarios, o ovécito
apresenta microvilosidades, as mitocondrias se alongam e o nucleo € periférico. Nesses
foliculos a comunicacao entre ovdcito e células da granulosa ocorre por endocitose através de
vesiculas recobertas por membranas - “coated pits” (HYTTEL et al., 1997). No foliculo
secundario, o complexo de golgi ¢ responsavel pela produc¢do de granulos da cortical e pela
deposicao da zona pelucida (ZP). Devido ao desenvolvimento da ZP, ha um distanciamento
do ovécito e células da granulosa. Dessa forma, a partir do estagio de foliculo secundario a
comunicagdo intercelular se da por jungdes tipo “Gap”. No foliculo tercidrio inicial, hd uma
multiplicagdo de mitocondrias, gotas lipidicas, granulos da cortical e vesiculas que se
distribuem por todo o citoplasma. No foliculo terciério tardio, as organelas se deslocam para a
periferia, aumenta o nimero de gotas lipidicas e vesiculas, assim como o tamanho do
complexo de golgi (HYTTEL et al., 1997).

No foliculo dominante, as gotas lipidicas e os GC se deslocam para a periferia, sendo
esse processo a mudanga ultraestrutural que evidencia o inicio do processo de maturacao
citoplasmatica (CRAN, 1989). H4 diminui¢do no tamanho do complexo de golgi e durante o
periodo pré-ovulatorio este diminui ainda mais suas dimensdes; a membrana nuclear se torna
ondulada e o nucleo vacuolizado (ASSEY et al., 1994a). Além disso, células da corona radiata
se alongam provocando sua retra¢do em dire¢do a superficie da membrana do ovocito (FAIR
et al., 1995) e ha um aumento do tamanho do espago perivitelinico. Até esse momento as
mudangas ocorridas no ovocito sdo chamadas de pré-maturagdo ou capacitagdo, ocorrendo
antes do pico de LH (HYTTEL et al., 1997). Sem o pico de LH o foliculo comega a regredir
entrando em atresia € uma nova onda folicular surge. Com o pico de LH o ovdcito entra em
sua maturagdo final que tem como caracteristicas a expansao das células do cumulus, redugao
no compartimento do complexo de golgi, aumento no conteudo lipidico e alinhamento dos

granulos da cortical préximos da membrana do ovocito (HYTTEL et al., 1997).



3. JUSTIFICATIVA

Atualmente observa-se uma forte expansao da ovinocultura no Brasil e uma demanda
cada vez maior de biotecnologias da reproducao que proporcionem a multiplicacdo da espécie
ovina de forma eficiente. A PIVE surge como alternativa para esse objetivo, visto que oferece
diversas vantagens frente a outras biotécnicas ja amplamente difundidas, como um maior
potencial de producdo de embrides de uma tinica doadora, a possibilidade do uso de animais
pré-puberes, puberes, gestantes e lactantes como doadores; produg¢dao de embrides de fémeas
valiosas que morreram ou que serdo destinadas ao abate e o desenvolvimento de pesquisas na
area de transferéncia nuclear e transgénese.

Apesar de ser uma biotécnica bastante eficiente, a PIVE ainda precisa ter suas etapas
melhor elucidadas, principalmente no que diz respeito a MIV, por esta ser uma etapa limitante
de todo o processo. Tal fato ¢ evidenciado pela constatagdo por diversos autores de que menos
da metade dos ovocitos maturados e fertilizados in vitro atingem o estagio de blastocisto.

A maturacdo do ovocito inclui processos nucleares e citoplasmaticos que coordenados
possibilitam o desenvolvimento de embrides viaveis. A avaliagdo de tais processos através da
microscopia eletronica ¢ uma importante ferramenta que possibilita o entendimento da
biologia do ovdcito durante a maturagdo e permite o aprimoramento de biotécnicas como a

PIVE.

4. OBJETIVO GERAL

Estudar aspectos ultraestruturais da maturagdo in vitro de ovocitos ovinos visando obter

informacgdes que permitam otimizar a utilizagcdo de biotécnicas da reprodugdo nesta espécie.

5. OBJETIVOS ESPECIFICOS

» Descrever os eventos morfologicos ultraestruturais do processo de maturagdo
citoplasmatica ao longo de vinte e quatro horas de maturacio in vitro;
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RESUMO

CARACTERISTICAS ULTRAESTRUTURAIS DE OVOCITOS OVINOS DURANTE
A MATURACAO IN VITRO. Déborah Mendes Maximo. Orientador: Jairo Pereira Neves,
PhD. Brasilia, DF.

O objetivo deste trabalho foi descrever e avaliar, através da analise de aspectos
ultraestruturais, o processo de maturacao in vitro (MIV) de ovécitos ovinos por um periodo de
24 horas apds a insercdo de ovodcitos imaturos no meio de maturacdo. Para isso, foram
coletados ovarios de abatedouro, sendo os foliculos aspirados no laboratério. Os complexos
cumulus oophorus (CCO) selecionados foram divididos em grupos e transferidos para o meio
de maturagdo onde permaneceram por 6, 12, 18 e 24 horas apds o inicio do processo, exceto o
tratamento 0 hora. Apos a retirada das estruturas nos diferentes tempos de maturagdo, essas
foram processadas para a microscopia eletronica de transmissdo. Foi observado no tratamento
0 hora que os ovocitos possuiam caracteristicas compativeis com estruturas imaturas € apds 6
horas de MIV ocorria a migragdo de mitocondrias e lipideos para a periferia citoplasmatica e
inicio de expansdo das células do cumulus. Tais alteragdes relacionam-se ao processo de
aumento de atividade metabdlica ovocitaria e inicio do processo de maturacdo que levara o
ovocito até o estagio de metafase II. Entre 12 e 18 horas de MIV foram observados rearranjos
citoplasmaticos de organelas, tais como o alinhamento e aumento dos granulos da cortical
associados a membrana plasmatica, que permitiram inferir sobre o processo de maturagado
nuclear, sugerindo que, nessa espécie, 18 horas de MIV seriam suficientes para o ovocito
atingir sua maturagdo citoplasmatica e nuclear e ser fertilizado. Foi observado também a
presenca de mitocondrias do tipo hooded em alguns momentos da maturagdo. Tais estruturas
sdo comumente encontradas em ovoécitos de outras espécies e podem estar relacionadas hd um
aumento da atividade metabdlica mitocondrial durante o periodo de migracdo de organelas.
Ap0s 24 horas de M1V, os ovocitos avaliados apresentavam caracteristicas de degeneragdo o
que pode estar ligado ao envelhecimento desta célula devido a sua permanéncia por mais 6
horas no meio MIV depois da aquisi¢do de competéncia para a fertilizacdo in vitro (FIV). Este
trabalho permitiu a avaliagdo de aspectos ultraestruturais da MIV em ovinos, bem como
forneceu conhecimentos a respeito da maturagdo nuclear. Entretanto, mais estudos devem ser

realizados para aprimorar essa importante biotécnica nessa espécie.

Palavras chave: microscopia eletronica de transmissdo, mitocondrias hooded, produgdo in

vitro de embrides.



ABSTRACT

ULTRASTRUCTURE CHARACTERISTICS OF SHEEP OOCYTES DURING IN
VITRO MATURATION. Déborah Mendes Maximo. Jairo Pereira Neves, PhD. Brasilia, DF.

The aim of this study was describe and evaluate, by analysis of ultrastructural aspects,
the in vitro maturation (IVM) process of the sheep oocytes during 24 hours after insertion of
immature oocytes in maturation medium. For this, ovaries were collected from slaughterhouse
and its follicles were aspirated on laboratory. The selected cumulus oocyte complex (COC)
were divided into groups and transferred to the maturation medium where they were
maintained for 6, 12, 18 and 24 hours after the beginning of process, except the 0 hour
treatment. The structures were removed after different maturation times and processed to
transmission electron microscopy. In 0 hour treatment the oocytes had compatible
characteristics with immature structures and, after 6 hours of IVM, there was migration of
mitochondrias and lipids to the cytoplasm periphery and the onset of cumulus cells expansion.
These alterations were compatible with increasing metabolic activity on oocyte and the onset
of maturation process that enable the structure to reach metaphase II. Between 12 and 18
hours of IVM, were observed cytoplasmic rearrangements of organelles, like aligning and
increasing of cortical granules associated with plasmatic membrane, that were related to the
process of nuclear maturation, suggesting that, in this specie, 18 hours of IVM were enough to
the oocyte reach nuclear and cytoplasmic maturation and be fertilized. The presence of
hooded mitochondrias in some times of maturation was observed. These structures were
commonly found on other species oocytes and could be related to increase of mitochondrial
activity metabolic during organelles migration. After 24 hours of IVM, the oocytes had
characteristics of degeneration that can be related to cellular aging because of the persistence
on the maturation medium after acquisition competence to in vitro fertilization (IVF). This
work enabled the evaluation of the ultrastructural aspects of sheep IVM and provide
knowledge about the nuclear maturation. However, more studies must be performed to refine

this important biotechnique in sheeps.

Key words: transmission electron microscopy, hooded mitochondrias, in vitro embryo

production.



1. INTRODUCAO

Assim como na espécie bovina, os procedimentos de aspiracdo folicular, MIV, FIV e
CIV permitem a exploracao do potencial reprodutivo das fémeas ovinas de maneira inédita. A
PIV de embrides oferece ainda a possibilidade de aceleragdo do ganho genético por meio da
reducdo do intervalo entre geracdes e a maximizacao do nimero de nascimentos a partir de
fémeas de alto valor genético (LOHUIS, 1995), principalmente, quando sdo utilizadas
doadoras jovens (EARL et al., 1995; BALDASSARRE et al., 1996).

Além disso, a PIV fornece uma fonte econdmica e abundante (a partir de ovarios
colhidos em abatedouros) de ovodcitos maturados, zigotos e embrides a serem utilizados com
fins de pesquisa basica em fisiologia do desenvolvimento, na reproducdo de animais de
producdo e para aplicacdo comercial de biotécnicas emergentes, tais como a sexagem de
embrides (O'BRIEN et al., 2004), injecdo intracitoplasmatica de espermatozdide (WANG et
al., 2002), transferéncia nuclear e transgénese (BALDASSARRE et al., 2002).

Avangos no conhecimento sobre a matura¢ao final dos gametas (MERMILLOD et al.,
1999), pesquisas sobre diferentes condi¢des de cultivo para a maturagio ovocitaria (COGNIE
et al., 2003) e desenvolvimento embrionidrio em ruminantes (THOMPSON, 2000)
favoreceram o progresso substancial nos sistemas de PIV. Apesar da produgdo in vitro ser
documentada em pequenos ruminantes (ALBERIO et al., 2002; BERLINGUER, et al., 2006),
os resultados de cultivo in vitro apresentam um avango limitado e esta técnica ainda nao ¢
utilizada como rotina nessa espécie.

Um dos pontos cruciais da PIVE ¢ o processo de maturagdo ovocitéria, pois ¢ nessa
etapa que o ovocito adquire competéncia, ou seja, ele se torna capaz de completar a
maturacado, ser fertilizado e suportar o desenvolvimento embrionario inicial (HYTTEL et al.,
1997; SIRARD, 2006). A maturacdo ovocitaria ¢ um longo processo durante o qual os
ovocitos adquirem a habilidade de progredir através dos eventos subsequentes de
desenvolvimento que envolve complexos e distintos, embora interligados, mecanismos de
maturagdo nuclear e citoplasmatica (FERREIRA et al., 2008).

O conhecimento das modificagdes ultraestruturais durante a MIV de diferentes
espécies contribui para o entendimento da biologia do ovdcito e permite a obtengdo de
melhorias nos sistemas de MIV e FIV espécie-especificos. Portanto, o objetivo do presente
estudo ¢ investigar os aspectos relacionados a maturagdo citoplasmatica in vitro da espécie

ovina.



2. MATERIAL E METODOS

2.1 Coleta e manipulac¢ao dos ovarios

Os ovarios foram coletados no abatedouro L&M, localizado em Santo Antonio do
Descoberto — GO, distante aproximadamente uma hora e meia do laboratério onde foram
processados. Imediatamente apds o abate, os ovarios foram mantidos em solucdo fisiologica
entre 30°C e 35°C. Ao chegar ao laboratorio, estes foram lavados em solucao fisiologica pré-
aquecida e mantidos nessa mesma solu¢do em banho-maria a 35°C durante o processo de
aspiracdo folicular. As aspiracdes foliculares e maturagdo in vitro dos ovdcitos obtidos foram
realizadas no Laboratorio de Reproducdo Animal das Faculdades Integradas — UPIS

localizado no Campus de Planaltina, Brasilia, DF.

2.2 Aspiracao folicular e recuperacao dos ovocitos

Os foliculos foram aspirados com a utilizagdo de uma agulha de calibre 21G acoplada
a uma bomba de pressdo a vacuo (40mmHg). O fluido folicular foi depositado em um tubo de
coleta estéril mantido em banho-maria a 35°C. O liquido coletado foi transferido para placa
de petri mantida em placa aquecedora e, os CCOs foram classificados sob estereomicroscopio
e somente as estruturas consideradas de qualidade I (ovocitos contendo mais de trés camadas
de células do cumulus e citoplasma homogéneo) e II (ovocitos com duas ou trés camadas de

células do cumulus e citoplasma homogéneo) foram selecionadas (BLONDIN; SIRARD,

1995).

2.3 Maturacao in vitro

As estruturas selecionadas foram divididas em grupos de 4 a 6 CCOs e transferidos
para gotas de 150 pl do meio de maturacdo (Nutricell®), cobertas com o6leo mineral,
previamente estabilizadas por 2 horas em incubadora a 38,5°C e 5% CO,, com umidade
saturada. Em torno de 5 estruturas foram removidas das gotas do meio de maturagdo as 6, 12,

18 e 24 horas apds o inicio do processo, exceto o tratamento 0 hora.



2.4 Processamento dos CCOs para microscopia eletronica

Apos a retirada das estruturas nos diferentes tempos de maturacdo, e previamente ao
inicio do processo, essas foram transferidas para a solucdo de Karnovisky (2% de
glutaraldeido, 2% de paraformaldeido, 3% de sacarose em tampao cacodilato de sddio 0,1M
com pH 7,2) a 4°C por 24 horas, sendo entdo colocados no tampao cacodilato 0,1M onde
permaneceram a 4°C até o processamento no Laboratério de Microscopia Eletronica, IB —
UnB.

A pos-fixacdo foi realizada com tetréxido de 6smio 1%, ferricianeto de potassio 0,8%
e cloreto de célcio 2,5 mM por 1 h no escuro. Depois o material foi contrastado in block com
acetato de uranila 0,5% e desidratado em concentragdes crescentes de acetona e incluido em
resina Spurr. Os cortes semi-finos (3um) foram corados com azul de toluidina para
observacdo da regido equatorial dos ovdcitos. Os cortes ultra-finos foram colocados sobre
telas de cobre e observados, posteriormente, no microscopio eletronico de transmissao (Jeol

1011, Jeol, Toquio, Japao).

2.5 Analise

No microscopio eletronico de transmissdo foram observadas as organelas
citoplasmaticas, como o nucleo, as mitocondrias, as gotas de lipideos, as vesiculas e os
granulos da cortical. O aspecto da distribuigdo e associacdo entre tais organelas também eram
avaliados. Além disso, observou-se a zona peltcida e o contato desta com o citoplasma

através das microvilosidades; a disposi¢do e o formato das células da granulosa.



3. RESULTADOS

Os ovocitos imaturos obtidos de foliculos em fase antral correspondentes ao
tratamento “0 hora” apresentaram células do cumulus em formato cilindrico e compactadas
(Figura 2.1A). No ovdcito, mitocondrias pleomorficas se encontravam dispostas em pequenos
grupos por todo o citoplasma, sendo a maioria deles concentrados na periferia deste. As gotas
lipidicas geralmente encontravam-se associadas aos grupos de mitocondria (Figura 2.1B). Foi
observado um moderado numero de vesiculas de tamanhos variados (pequenas e médias)
dispersas pelo citoplasma e o nucleo com localizagdo periférica (Figura 2.1C). O espago

perivitelinico estava presente e associado a pequenas microvilosidades.

Apos seis horas de maturagdo in vitro, havia um aumento do espaco entre as células do
cumulus € um pequeno aumento do espago perivitelinico, assim como da quantidade e
tamanho das microvilosidades que se projetavam em dire¢do a zona peltcida (Figura 2.2A e
B). As mitocondrias, em formatos variados, sendo a maioria em “capuz” (hooded) estdo
dispostas em grupos maiores na periferia do citoplasma associadas a gotas lipidicas. Vesiculas

continuavam presentes em grande quantidade distribuidas por todo o citoplasma do ovdcito

(Figura 2.2B e C).
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Figura 2.1: Caracteristicas ultraestruturais de ovdcitos ovinos imaturos, tempo 0 hora. A)
Imagem do aspecto geral do citoplasma e da disposi¢do compactada das células do cumulus.
B) Imagem do citoplasma do ovocito onde se observa a concentragao de pequenos grupos de
mitocondrias na periferia do citoplasma (setas) e sua associacdo com gotas lipidicas. C)
Imagem do citoplasma do ovdcito onde o nilicleo possui localizagdo periférica e vesiculas de
tamanhos variados se encontram dispersas pelo citoplasma. Observar o espaco perivitelinico
reduzido e com pequenas microvilosidades. CC — células do cumulus; ZP — zona pelucida; EP

— espago perivitelinico; GL — gota lipidica; V — vesicula; N — nticleo.
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Figura 2.2: Caracteristicas ultraestruturais de ovocitos ovinos apos 6 horas de MIV. A)
Imagem das células do cumulus as quais apresentam um maior espacamento entre si. B)
Citoplasma do ovécito contendo grupos maiores de hooded mitocondrias (setas) dispostas na
periferia. Observar o aumento do espago perivitelinico e das microvilosidades que se projetam
para a zona pelucida. C) Imagem do citoplasma do ovécito evidenciando grupos periféricos
de mitocdndrias (setas), geralmente associadas a gotas lipidicas. CC — células do cumulus; ZP

—zona pelucida; EP — espacgo perivitelinico; GL — gota lipidica; V — vesicula.




Apds doze horas de maturagdo, as mitocondrias distribuiam-se pelo citoplasma
iniciando o processo de disposi¢do em “teias” (Figura 2.3A) e as gotas lipidicas se
concentravam na periferia (Figura 2.3A e 2.3B). Havia o alinhamento dos granulos da cortical
na periferia do citoplasma localizados em intervalos regulares junto & membrana plasmatica

(Figura 2.3 B).

Apo6s dezoito horas de maturacdo havia um maior espacamento entre as células do
cumulus (Figura 2.4A). No ovocito havia aumento do nimero de granulos da cortical em
intimo contato com a membrana citoplasmatica (Figura 2.4B). As mitocondrias encontravam-
se dispostas ao redor de pequenas regidoes menos eletrondensas do citoplasma e a maioria
possuiam formato em ‘“capuz” (hooded). Havia também uma diminui¢do do niimero de

vesiculas dispersas pelo citoplasma e as gotas lipidicas retornavam a uma posi¢do mais

interna (Figura 2.4B).
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Figura 2.3: Caracteristicas ultraestruturais de ovocitos ovinos ap6s 12 horas de MIV. A)
Imagem do citoplasma do ovocito no qual se observa o inicio do processo de disposi¢do das
mitocondrias (setas) organizadas em “teias”. B) Imagem do citoplasma do ovdcito mostrando
a disposi¢ao de gotas lipidicas na periferia e o alinhamento dos granulos da cortical junto a

membrana plasmatica (cabeca de seta). GL — gota lipidica; ZP — zona pelucida.




zp

zp A

GL
CC ~

5 um

Figura 2.4: Caracteristicas ultraestruturais de ovoécitos ovinos apos 18 horas de MIV. A)
Imagem das células do cumulus e zona pelucida do ovocito. Observar o maior espagamento
entre as células do cumulus. B) Imagem do citoplasma do ovocito onde as setas indicam as
mitocondrias dispostas ao redor de pequenas regides menos eletrondensas do citoplasma.
Observar também a diminui¢ao de vesiculas e a retomada da posi¢do mais interna das gotas
lipidicas. As cabecas de seta mostram granulos da cortical em intimo contato com a

membrana plasmética. CC — células do cumulus; ZP — zona pelucida; GL — gota lipidica.

Apo6s vinte e quatro horas de maturacdo in vitro, observava-se o alongamento das
células do cumulus e o espaco entre estas preenchido por material de secregdo, sugestivo de
acido hialurdnico (Figura 2.5A). As mitocondrias ndo possuiam nenhum padrio de
distribuicdo como observado nos tratamentos anteriores, havia também o reaparecimento de
gotas lipidicas concentradas na periferia do citoplasma e indicios de retragcdo citoplasmatica

(Figura 2.5B).
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Figura 2.5: Caracteristicas ultraestruturais de ovoécitos ovinos apos 24 horas de MIV. A)
Imagem das células do cumulus evidenciando o alongamento destas células e o espaco entre
elas preenchido por material de secrecdo, sugestivo de 4cido hialurdnico. B) Imagem do
citoplasma do ovoécito onde hé gotas lipidicas (GL) concentradas na periferia do citoplasma.
As setas indicam mitocondrias sem qualquer padrao de distribuicdo. Observar também os
pontos de retracao citoplasmatica (seta larga) CC — células do cumulus; AH — provavel acido

hialurénico; ZP — zona pelucida.

4. DISCUSSAO

Os ovocitos obtidos de foliculos em fase antral, correspondentes ao tratamento “0
hora”, apresentaram caracteristicas compativeis com estruturas imaturas descritas por Cran et
al. (1980) em ovinos e por diversos autores em outras espécies (CRAN, 1985; HYTTEL et al.,
1986; ALVARENGA , 2006; MONDADORI, 2008). A disposi¢do de organelas descrita,
como grupos de mitocondrias, geralmente associadas a gotas lipidicas, dispersas pelo
citoplasma e células do cumulus em formato cilindrico e proximas umas das outras condizem
com um ovdcito imaturo que ainda precisa ser ativado, neste caso, por fatores presentes no
meio de maturagdo in vitro e pela auséncia de inibidores do fluido folicular, para que haja
continuidade do processo de maturacao.

Apbs 6 horas de MIV algumas alteracdes citoplasmaticas ja sdo perceptiveis neste
trabalho, como a migragdo de grupos de mitocOndrias e lipideos para a periferia do

citoplasma. Esta redistribui¢do de organelas pode estar relacionada ao inicio do processo de




maturagdo citoplasmatica, necessario para que o ovocito alcance o estagio de metafase II. De
acordo com Mondadori (2008), o preparo do ovécito para o reinicio da meiose se da com este
aumento da atividade metabolica evidenciado pela localizacdo periférica de organelas. Essa
migracao de organelas para a periferia citoplasmatica também pode estar relacionada a
transmissdo de sinais entre ovocito e células do cumulus que pode ocorrer tanto por juncdes
do tipo “Gap” como de forma paracrina (DEKEL e BEERS, 1980; LUCIDI et al., 2003). De
acordo com estes autores, substancias de baixo peso molecular como, ions, nucleotideos e
aminoacidos podem atravessar das células do cumulus para o ovocito e vice-versa através de
jungdes tipo “Gap”. Ha também evidéncias de que tais trocas ndo dependem de tal contato
fisico entre células do cumulus e citoplasma ovocitario, ou seja, substancia soliveis podem
ser transportadas de um local para o outro apenas por difusao (LUCIDI et al., 2003).

Comparando-se o estadgio anterior da maturacao (tratamento 6 horas) com as imagens
obtidas apds 12 e 18 horas de maturacdo evidencia-se uma migragdo de organelas
citoplasmaticas, mitocondrias e lipideos, da periferia para uma regido mais interna do
citoplasma. Tal observacdo condiz com andlises ultraestruturais de ovocitos bovinos
submetidos a MIV, as quais mostram que as mitocondrias se deslocam de uma posi¢ado
periférica para uma distribui¢do mais dispersa pelo citoplasma apds 12 a 18 horas de cultivo
(HYTTEL et al., 1986). Este evento ¢ similar ao que ocorre com as mitocondrias in vivo, que
envolve uma distribuicdo periférica antes do surgimento do LH, formagdo de grupos na
cortical nos estagios finais da maturagdo nuclear e uma distribuicao dispersa apos a extrusao
do corpusculo polar, aproximadamente 19 horas apo6s o surgimento do LH (HYTTEL et al.,
1986; FERREIRA et al., 2008).

Além da redistribui¢do de mitocondrias e lipideos, apds 12 horas de maturacdo, ha o
alinhamento dos granulos da cortical na periferia do ovécito e 6 horas depois (18 horas) ha
um aumento no numero desses granulos, os quais se encontram intimamente associados com a
membrana plasmatica. Tal constatacdo coincide com a de Hosoe e Shioya (1997) os quais
descreveram que para ovocitos bovinos no estagio de vesicula germinativa, os granulos da
cortical se distribuem em grupos dispostos pelo citoplasma e no final do periodo de
maturagdo, quando o ovdcito atinge o estagio de MII, os granulos encontram-se distribuidos
em intimo contato com a membrana plasmatica, uma forma estratégica de arranjo para esperar
pela entrada do espermatozdide (THIBAULT et al., 1987; CONNER et al., 1997).

Como visto, as descri¢des da redistribui¢do de organelas ao longo da MIV permitem
fazer inferéncias, tanto a respeito do estdgio de maturagdo citoplasmatica quanto nuclear em

que o ovocito se encontra. No presente trabalho, apesar de ndo ter sido feita a avaliacao da



maturacdo nuclear através da constatagdo por imagens da extrusdo do primeiro corpusculo
polar, ¢ possivel inferir que o ovocito tenha atingido esse estagio com 18 horas de MIV
baseado na configuracdo das organelas. Sendo assim, sugere-se que ovdcitos ovinos ja
estariam prontos para a etapa de FIV com apenas 18 horas de MIV, diferente do tempo de
MIV utilizado para bovinos, de 22 a 24 horas (GONCALVES, 2008). Tal especulagdo ja
poderia justificar a importancia de protocolos de PIVE espécie-especificos, onde tempos de
cultivo e composi¢ao de meios devem ser ajustados para diferentes espécies.

Apo6s 24 horas de MIV os ovdcitos apresentavam caracteristicas de degeneragdo, como
a retracdo e o aspecto de granulagdo do citoplasma, além da desorganizagdo apresentada pelas
mitocondrias que ja ndo possuiam nenhum padrdo de distribui¢@o. Tais alteracdes podem ser
devidas a aquisicdo de competéncia ovocitaria para fertiliza¢do ja nas 18 horas apos o inicio
da MIV. Neste caso, a permanéncia por mais 6 horas no meio de maturagdo (24 horas)
proporcionaria danos irreversiveis ao ovocito devido ao seu envelhecimento decorrido de um
tempo excessivo no meio de MIV. De acordo com Long et al. (1994), Hunter e Greve (1997),
um maior tempo de cultivo ovocitario pode desorganizar estruturas nucleares e
citoplasmaticas resultando em erros de pareamento de cromossomos € queda na fecundacao.

No presente trabalho, observou-se que as mitocondrias eram pleomorficas e a maioria
delas possuia o formato hooded apds 6 horas de MIV. Esse formato caracteriza-se pela
projecao de um pequeno apéndice sobre a mitocondria formando um arco ou capuz. Esse
aumento da superficie mitocondrial pode estar relacionado a um aumento da atividade
metabolica mitocondrial durante o periodo de migracdo de organelas que caracterizam a
maturagdo citoplasmatica e nuclear. De acordo com Senger e Saacke (1970), esse tipo de
mitocondria também ¢ freqiientemente encontrado em ovocitos de pequenos e grandes
foliculos bovinos e, como visto neste trabalho, também se encontra geralmente associada a
lipideos. Essa associagdo observada pode ser devida a utilizagdo dos lipideos como fonte
energética pelas mitocondrias durante periodos que requerem alta sintese de energia por esta
organela, como foi visto nas fases iniciais da maturagdo em que o ovocito progride até a
extrusdo do corpusculo polar. As regides menos eletrodensas visualizadas 18 horas apds a
MIV podem ser “vazios” deixados pelo consumo de gotas lipidicas pelas mitocondrias que as
circundavam nos tempos anteriores da MIV. Portanto, sugere-se que as mitocondrias teriam
alto metabolismo até as 18 horas, pois até este momento o ovocito estaria passando por
grandes transformacgdes relacionadas ao processo de maturagdo, utilizando como fonte de
energia os lipideos. Apds esse tempo o ovdcito entraria numa fase de menor metabolismo

devido a aquisi¢ao de competéncia para a FIV.



Os ovdcitos selecionados para a MIV neste trabalho possuiam mais de duas camadas
de células do cumulus, pois estas desempenham importante fungdo durante a MIV e
subseqiiente desenvolvimento do ovocito. Shirazi et al. (2007) concluiram que a habilidade de
ovocitos ovinos reiniciarem a meiose na auséncia de uma conexdo inicial entre células do
cumulus e o ovoécito ¢ drasticamente interrompida. Portanto, para uma correta maturagdo, ¢
imprescindivel o contato fisico entre ovoécito e células do cumulus.

Durante o processo de MIV as células do cumulus sofreram modifica¢des tanto de
forma quanto de disposi¢do, ou seja, ao longo do processo tais células se alongavam e
distanciavam-se umas das outras. Além disso, foi observado o acumulo de material de
secrecdo entre estas células ao final da MIV. De acordo com Gongalves et al. (2008), durante
a maturagdo nuclear e citoplasmatica as células do cumulus tornam-se suspensas em uma
matriz de muco, permanecendo separadas em funcao do acumulo desse muco rico em acido
hialurénico. Hormonios endogenos e fatores produzidos pelo ovdcito estimulam a sintese de
acido hialuronico pelas células do cumulus, induzindo a expansdo do cumulus durante o
periodo de maturagdo. Tais fatos explicam o ocorrido no presente trabalho com relacao as
células do cumulus e pode-se inferir que essas apresentam evolucdo caracteristica durante o
processo de MIV.

O meio de maturacgdo utilizado neste estudo foi fornecido pela empresa Nutricell® e ¢
o meio utilizado rotineiramente na PIV de embrides bovinos. Apesar de existirem alguns
relatos da evolugdo dos protocolos de PIV de embrides ovinos (DEMATOS et al., 1999;
GULER et al., 2000), optou-se por trabalhar com um meio ja bem estabelecido na PIV de
embrides de bovinos, haja vista sua utilizagdo na PIVE de outras espécies de ruminantes
(bafalo - MONDADORI, 2008). Apesar de ndo haver relatos sobre a utilizagdo desse meio
antes, 0 meio se mostrou capaz de fornecer as condi¢des minimas necessarias para promover a
maturacao ovocitaria em ovinos. Baseado nos resultados obtidos no presente estudo, sugere-se
que outros trabalhos sejam realizados com o objetivo de aprimorar protocolos de MIV para

0ovinos.



5. CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

Este trabalho promoveu a descricdo dos eventos morfologicos ultraestruturais do
processo de maturagdo citoplasmatica ao longo de vinte e quatro horas de maturagado in vitro
da espécie ovina, assim como permitiu a avaliagdo da possivel aquisicdo de competéncia
ovocitaria através da visualizagdo das mudancas citoplasmaticas ocorridas durante a MIV.
Além disso, a observagao dos aspectos de rearranjo de organelas citoplasmaticas permitiu
fazer inferéncias a respeito da maturagdo nuclear do ovocito ovino, sendo que, tais avaliagdes
devem ser confirmadas através de estudos que contemplem a etapa da FIV.

Mais estudos sdo necessarios para que a MIV na espécie ovina seja aprimorada.
Avaliagdes a respeito de taxas de maturagdo, comparacao entre diferentes meios de MIV e
substancias que adicionadas a este promovam melhores resultados na producao de embrides,

dentre outros, devem ser consideradas etapas importantes para o futuro da PIVE em ovinos.
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