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ABSTRACT

Among some factors that influence the quality of canine oocytes, age is well studied. Knowing that the
morphological assessment of oocytes is a useful tool for this analysis, the use of new techniques such as the brilliant
cresyl blue staining (BCB) increases this assessment. The objective of this work was to analyze the quantity and
the oocyte quality of bitches in different age groups through the conventional morphological evaluation, in addition
to the bright cresyl blue dye. For this purpose, 2.302 oocytes from 33 bitches were divided into four age groups
from 1 to 3 years old; 4-6, 7-10 and over 10 years old and their oocytes were classified as G1, G2 and G3, as well
as stained (BCB (+)) and non-stained (BCB (-)). The values were compared using the Kruskal test -Wallis and
Dunn post-test, by which it was possible to obtain higher amounts of G1 and BCB (+) oocytes in the range of 1 to
3 years, indicating that this range oocytes have a greater chance of success in fertilization processes and in vitro
production, for example.
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INTRODUCAO

Sabe-se que a competéncia oocitaria ¢ influenciada pela idade, um fator que pode
afetar a eficiéncia da producdo in vitro de embrides, que tem aplicagcdes importantes na
conservagao de recursos genéticos para reproducdo assistida de fémeas geneticamente valiosas,
especialmente aquelas espécies ameagadas de extingdo (ARMSTRONG, 2001).

Nesse contexto, tem havido um interesse consideravel no uso de animais jovens para
a produgdo de embrides devido a vantagem que poderia resultar na reducdo do intervalo de
gestagdo, acelerando assim a taxa de ganho genético alcangavel por selecdo natural
(ARMSTRONG, 2001). Desse modo, o objetivo desse trabalho foi analisar a quantidade e a
qualidade oocitéria de cadelas em diferentes faixas etarias por meio da avaliacdo morfologica
convencional, além do corante azul cresil brilhante.

MATERIAL E METODOS

Aspectos éticos e origem do material em estudo

Para a conducdo do experimento foram utilizados ovarios (n=66) de 33 cadelas
saudaveis ao exame clinico, em diferentes fases do ciclo estral (diestro e anestro), que foram
divididas em quatro grupos de acordo com as seguintes faixas etarias: 1-3 anos de idade (11
animais), 4-6 anos (9), 7-10 (7) e acima de 10 anos (6). Os ovarios foram obtidos da rotina de
ovario-salpingo-histerectomia (OSH) do Hospital Veterinario Prof. Sylvio Barbosa Cardoso da
Universidade Estadual do Ceara (HVSBC/UECE). O estudo foi aprovado pela Comissao de
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Etica para o Uso de Animais da Universidade Estadual do Ceara (CEUA-UECE) sob o niimero
de protocolo n°01223326/2019.

Colheita e transporte dos tecidos corticais ovarianos

Apos a OSH, os ovarios foram isolados assepticamente, lavados em meio
MEM/HEPES e transportados para o laboratorio. Feito isto, foram transferidos para placa de
Petri contendo PBS. Os ovarios foram seccionados em fatias finas, com laminas de bisturi ao
longo do seu comprimento e largura (s/icing), para a liberacao dos complexos cumulus—odcito
(COCs). Os oébcitos foram identificados, quantificados sob lupa estereomicroscopica (Leica®
MZ 12,5) e classificados de acordo com dois métodos: classificagdo morfolégica convencional
e ensaio de ACB. Na classificagdo morfologica convencional, os odcitos foram avaliados
conforme a homogeneidade, coloragdao do citoplasma e numero de camadas das células do
cumulus segundo os critérios morfologicos adotados por Hewitt e England (1997) e divididos
em trés graus: grau 1 (G1): pigmentagdao escura com uma ou mais camadas completa(s) de
células do cumulus; grau 2 (G2): pigmentacao clara com camadas incompletas de células do
cumulus; grau 3 (G3): pigmentacao palida, sem formato definido e sem células do cumulus
aderidas, sendo considerados degenerados.

Ensaio com azul cresil brilhante para selecio dos odcitos competentes

O ensaio do ACB foi baseado no protocolo adotado por El Shourbagy et al. (2006).
Imediatamente, apos a selecdo morfologica dos oocitos, os COCs foram incubados em gotas de
200uL de ACB diluido em PBS (26uM; B-5388; Sigma, St Louis, MO, USA) por um periodo
de 1 hora. Os COCs foram lavados em trés gotas de 200uL de PBS e os oocitos foram
classificados conforme a coloragdo, como ACB (+) (citoplasma azulado, sendo considerados
competentes) e os oocitos e ACB (—) (citoplasma incolor, menos competentes). A classificagao
dos odcitos foi realizada sob estereomicroscopio com magnitude de 50x.

Analise estatistica

Os resultados foram expressos em média =+ erro padrao da média e avaliados pelo teste
de Kruskal-Wallis afim de comparar as populacdes de odcitos das diferentes faixas etarias,
seguido pelo pos-teste de Dunn. Ademais, o teste de Qui-Quadrado foi utilizado para comparar
a morfologia. Foram considerados valores significativamente diferentes com 5% de
probabilidade (p<0,05). Os testes foram realizados pelo software Bioestat 5.0 (2007).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram avaliados 2302 od6citos obtidos das 33 cadelas. O grupo de cadelas de 1 a 3 anos
foi o que apresentou maior quantidade de o6citos como demonstrado na Tab. 01.

Em relacdo aos odcitos classificados de acordo com a coloracdo de ACB, nao foram
observados oocitos G1 ACB (—) em nenhum dos grupos com relagdo a idade. As cadelas do
grupo mais jovem (1-3 anos) apresentaram resultado superior ao grupo de idade acima de 10
anos (Tab. 02), nesse caso em relagdo a competéncia oocitaria.
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Tabela 01: Proporcao (%) de oocitos conforme classificagdo morfoldgica em diferentes faixas
etarias.

Idade (anos) G1 n (%) G2 n (%) G3 n (%) Total n (%)
1-3 788 (62,8) * 330 (26,3) 135 (10,7) 1253 (100)
4-6 205 (52,2) 105 (26,7) 82 (20,9) 392 (100)
7-10 288 (55,1) 121 (23,1) 113 (21,6) 522 (100)
>10 96 (71,1)® 27 (20) 12 (8,8) 135 (100)

Valores com diferentes letras sobrescritas em mesma coluna diferiram estatisticamente pelo teste de
Qui-quadrado (p<0,05).

Tabela 02: Porcentagem de odcitos classificados conforme diferentes niveis de impregnagao
de corante ACB.

Idade G1 ACB G2 ACB G2 ACB G3 ACB G3 ACB

(anos) (+) (+) ) (+) )
1-3 71,6+17,1° 20,9+6,1 9+6,3 3,7+1,2 8,5+3,5
4-6 22,746 11,643,3 0 2,8+0,9 6,243,1
7-10 41,1+17,3 17,1491 0,120,1 52,6 11,1+8,6
>10 16+7,7° 4,1+0,6 0,3+0,2 10,3 10,5

Valores com diferentes letras sobrescritas em mesma coluna diferem estatisticamente pelo teste de Kruskal-
Wallis e pds-teste de Dunn.

Em nossos resultados, foram observadas maiores quantidades de odcitos em cadelas
de 1-3 anos, corroborando com o estudo de Lopes et al. (2007), que afirmam haver relacio entre
a idade das cadelas e a proporcao de odcitos. Esses autores relataram que cadelas consideradas
jovens (1-3 anos de idade) apresentam quantidade superior de oocitos aquelas de idade adulta
(4-6 anos) e idosa (>7 anos). No entanto, em nosso trabalho houve diferenca (p<0,05) apenas
entre o grupo de idade jovem (1-3 anos) e idosa (a partir de 10 anos). Cadelas com idades mais
avancadas naturalmente possuem menor niimero de oocitos. Em estudo de Rocha et al. (2006)
a producao de odcitos nas cadelas de até 7 anos também foi maior do que aquelas com idades
entre 9,5 e 13 anos. Fémeas com idade superior a sete anos apresentam comprometimento na
habilidade de maturacdo oocitaria em relagcdo a animais mais jovens (HEWITT e ENGLAND,
1998).

Nao apenas a quantidade, mas a qualidade oocitarias sdo afetadas pela idade. Em
estudo de Rocha et al. (2007) atribuiu-se a redug¢ao na qualidade de odcitos a medida que a
faixa etaria de cadelas aumentou, o que poderia estar relacionado as falhas na regulacao dos
eixos hormonais e a capacidade de fertilizagdo oocitaria in vivo. Concordando com os resultados
de Rocha et al. (2006) cadelas adultas, com menos de sete anos de idade (de 1 a 3 anos),
possuem um rendimento melhor de o6citos de maior qualidade do que animais muito novos ou
muito velhos. A idade do animal influencia tanto o numero quanto a qualidade morfologica dos
COCs. Os animais mais jovens produzem significativamente mais odcitos com boa qualidade
morfologica do que as fémeas com mais de 4 anos (LOPES et al., 2007).

Ao contrario, de outras espécies, como bovinos, na maturagao oocitaria canina utiliza-
se rotineiramente apenas oocitos G1 ja que os G2 apresentam tendéncia a degenerar durante o
cultivo. A importancia da selecdo de odcitos com base na morfologia foi demonstrada por
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Nickson et al. (1993) quando foi observado a degeneracdo de odcitos com apenas uma camada
de células do cumulus, enquanto parte dos odcitos com mais de uma camada de células do
cumulus continuava a se desenvolver em cultivo. Segundo Rodrigues et al. (2009), a integridade
do fenotipo do complexo cumulus-o6cito € considerada tanto um indicador da sua viabilidade
como um potente marcador da capacidade de transcri¢ao de genes envolvidos na maturacao e
desenvolvimento embrionario inicial.

Apesar de haver varios estudos do ACB com od6citos bovinos, suinos, caprinos ha
poucos estudos com odcitos caninos, mas sabe-se que a utilizacdo melhora as taxas de sucesso
em MIV e PIV JEWGENOW et al., 2019; KARAMISHABANKAREH ¢ MIRSHAMSI,
2012). Nossos resultados apresentaram que as cadelas do grupo mais jovem tiveram mais
odcitos G1 competentes do que cadelas do grupo de idade mais avangada, corroborando com
Hewitt e England (1998) que afirmaram que cadelas com idade acima de 7 anos apresentavam
comprometimento na habilidade de maturagdo oocitaria em relagdo a animais mais novos. A
coloragao de ACB auxiliou a selecionar odcitos mais competentes para PIVE, aumentando seu
sucesso do que apenas a selegdo morfoldgica convencional em o6citos ovinos, bem como a
maturacdo ocitaria nuclear de gatos domésticos (JEWGENOW et al, 2019;
KARAMISHABANKAREH ¢ MIRSHAMSI, 2012).

CONCLUSOES

Concluimos que cadelas mais jovens dentre 1 a 3 anos possuem o06citos com aspectos
quanti-qualitativos melhores do que cadelas com idade superior a 10 anos, baseando-se na
contagem, avaliacdo morfologica e ensaio com ACB dos odcitos. Sugerimos ainda novos
estudos que utilizem os mesmos para avaliacao de sua viabilidade em procedimentos como
MIV e PIVE, posterior a selecdao desses odcitos com avaliagdes combinadas como apresentadas
neste trabalho.
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