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Influéncia do fator de crescimento semelhante a insulina I (IGF-I)

adicionado ao meio fluido sintético de tuba uterina (SOF) sobre a
maturacao in vitro de oocitos caninos (Canis familiaris)

The effect of the synthetic oviductal fluid medium (SOF) supplemented
with insulin-like growth factor-I1 (IGF-I) on in vitro maturation of canine
oocytes (Canis familiaris)

Marco Antonio Machado'*; Gilson Hélio Toniollo?; Kellen Oliveira'

Resumo

O conhecimento da regulag@o do crescimento folicular e da maturagdo oocitaria ¢ de grande importancia
no desenvolvimento e aperfeicoamento de novas biotecnologias como a fecundagdo in vitro e a
transferéncia nuclear. Considerando-se a necessidade de elucidagdo dos mecanismos basicos envolvidos
na maturagao oocitaria na espécie canina, a presente pesquisa foi desenvolvida com o objetivo de
avaliar o efeito do fator de crescimento semelhante a insulina-1 (IGF-I), adicionado ao meio fluido sintético
de tuba uterina (SOF), sobre a maturagdo de oocitos caninos. Foram utilizadas 37 cadelas submetidas a
ovariohisterectomia, eletivas e terapéuticas, como doadoras dos complexos cumulus oo6citos grau 1
(n=875) que foram alocados em trés grupos: MO (coloragdo no momento da colheita), Controle (72 h no
meio SOF) e Experimental (72h no meio SOF + 100 ng de IGF-I). Ap6s 72 horas de maturagao dos odcitos
o estadio de maturag@o nuclear foi avaliado, por meio de coloragdo com Hoechst 33342. Os maiores
indices de recuperacdo das estruturas foram obtidos daquelas doadoras com racas definidas, fémeas
jovens, nuliparas e em estro. Nao houve diferengas estatisticas entre os dados analisados quanto a
maturagdo nuclear entre os grupos controle (SOF) e experimental (IGF-I).

Palavras- chave: Maturagao in vitro, oocito, cadela, IGF-I, SOF, maturagdo nuclear

Abstract

The follicular growth and oocyte maturation knowledge are very important to the development and improvement of
new biotechnologies such as in vitro fertilization and somatic cell nuclear transfer. In order to the necessity of clarify
the basic mechanisms related to canine oocyte maturation, this investigation focuses on the evaluation of the effect
of insulin-like growth factor-i (IGF-I), added to synthetic oviductal fluid medium (SOF) on the in vifro maturation of
domestic dog oocytes. Thirty-seven bitches undergoing ovariohysterectomy for castration or due to pathological
conditions of the uterus were selected as oocytes’ donors (n=875). The oocytes were allocated in the following
groups: MO (stained in the collection’s time), Control (72h in SOF) and Experimental (72h in SOF plus 100 ng IGF-I).
After 72 hours of maturation the oocytes’ nuclear status were assessed by Hoechst 33342 dye. The best results in
terms of oocyte harvest were observed in those juvenile donors, females in estrus, nuliparous and pure breeds. No
significant differences were observed between treatments control (SOF) or experimental (IGF-I).
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Introducio

A maturagao de odcitos (MIV), e posterior
producdo in vitro (PIV) e a transferéncia de
embrides, apresentam limitagdes na industria canina
que em grande parte sdo devidas as baixas demandas
comerciais, reduzidos indices de maturacdo dos
odcitos e a diferentes aspectos técnicos.

Em um estudo sobre as biotécnicas reprodutivas
em canideos Farstad (2000), descreveu uma variacao
de 0 a 58% nas taxas de maturagdo, usualmente em
torno de 20%, em diferentes sistemas de cultivo e
meios, o que demonstra que os sistemas de cultivo
sao modelos inadequados em relagdo ao ambiente
fisiologico, necessitando modificagdes e adaptacdes.
E, segundo Rodrigues e Rodrigues (2006), alguns
grupos de pesquisa atribuem a melhoria nas taxas de
meiose in vitro em caes aos efeitos da inclusao de
gonadotrofinas, esteréides, hormonios, fatores de
crescimento e suplementos protéicos ao meio de
maturacdo. Por outro lado, outros pesquisadores
sugerem que a maturacao nuclear do odcito ocorreria
in vitro independentemente da suplementagdo com
soro ou proteina ao meio de cultivo.

Apesar das necessidades de cultivo dos odcitos
ainda ndo estarem bem determinadas, a maioria dos
estudos de maturagdo de oodcitos em caes utiliza o
meio TCM 199 (meio de cultivo de tecidos),
modificado ou ndo, sob condi¢des de temperatura e
umidade variaveis (NICKSON et al., 1993;
HEWITT; ENGLAND, 1997; HEWITT,;
ENGLAND,1998; OTOI et al., 2000; OTOI et al.,
2001). Além do TCM sao descritos os meios TYH
(Krebs-Ringer bicarbonato modificado), TALP
(tyrode modificado) e BWW (Biggers-Whitten-
Whittingham) que podem ser suplementados com
proteina, hormonios, soro ¢ células da tuba uterina
(LUVONI, 2000; BOGLIOLO et al., 2002).

Hewitt, Watson ¢ England (1995), estudaram os
meios suplementados com FSH, hCG e estradiol para
cultivar oocitos em foliculos pré antrais avancados e
antrais precoces. A pesquisa resultou em
percentagem reduzida de oocitos alcancando os

estadios de MI a MII. Outro grupo de pesquisa avaliou
meios de maturagdo semelhantes nos quais, além da
suplementagdo com gonadotrofinas, foi adicionado
EGF e observou aumento significativo da expansao
das células do cumulus ¢ maturagao nuclear dos
odcitos caninos (RUSS et al., 1998).

Os resultados de Hewitt; England, 1999, sugerem
que o cultivo de o6citos caninos em meio SOF (fluido
sintético tubarico) melhorou a percentagem de oocitos
que reiniciaram a maturagao in vitro apos 96 horas,
mas ndo afetou a proporcao de oodcitos com quebra da
vesicula germinativa ap6s 48 horas de cultivo. Segundo
estes autores as diferengas observadas seriam atribuidas
as concentragdes de BSA (albumina sérica bovina), alta
e baixa, nos tratamentos.

Para Bolamba et al. (2002), o cultivo de foliculos
pré-antrais de cadelas em meio SOF foi suficiente para
maturagdo de uma menor propor¢ao de o6citos caninos
e que tanto SFB (soro fetal bovino) quanto BSA foram
inefetivos quando adicionados ao meio de cultivo.

A composicao do meio SOF para as cadelas pode
ser adaptada, diferindo daquela utilizada em outras
espécies, tais como: niveis protéicos, carboidratos e
ions bicarbonato como fonte de didxido de carbono
para manutencao do pH. A alta taxa protéica no meio
de maturacdo oocitaria em cadelas pode ser a chave
para o melhor desenvolvimento embrionario, pois se
verifica que concentragdes crescentes de BSA
melhoram a taxa de desenvolvimento oocitario. O
acréscimo de BSA aos meios de maturagdo pode
facilitar a aderéncia de fatores de crescimento e
evitar decréscimo na concentragdo de oxigénio do
meio (HEWITT; ENGLAND, 1999).

Rota e Cabianca (2004), compararam os meios
TCM 199 e SOF adicionando o EGF (fator de
crescimento epidermal) ou ITS (insulina, transferrina
e selénio) e obtiveram alta percentagem de retomada
da meiose dos odcitos cultivados, porém com baixos
indices de MII. Os autores consideraram que os
percentuais de QVG (quebra de vesicula germinativa)
nao diferiram estatisticamente entre os meios testados
e que o SOF reduziu a progressdo dos oocitos além
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de QVG e que o EGF reduziu o percentual de oocitos
com nucleos que ndo puderam ser identificados.

Os fatores de crescimento semelhantes a insulina
(IGF I e II) sao peptideos com similaridades
estruturais a pro-insulina, conhecidos como
somatomedinas. Eles podem participar na maturagao
do odcito, ovulagdo, implantagdo e embriogénese.
Estes fatores sdo hormonios peptidicos com baixo
peso molecular e caracteristicas estruturais e
atividade metabolica semelhantes a pré-insulina
(YOSHIMURA, 2003). Localmente, produzem
efeitos paracrinos e autocrinos sobre a proliferacao
celular. Em mamiferos, os fatores de crescimento
estdo envolvidos na estimulac¢do das células
foliculares e também na maturagdo do oodcito
(LORENZO et al., 2002).

Kitiyanant, Saikhun e Pavasuthipaisit (2003),
pesquisaram os efeitos estimulatérios do IGF-I sobre
as taxas de maturacao in vitro em felinos (Felis catus)
objetivando a utilizagdo dos odcitos para estudos de
transferéncia nuclear. A maturagao dos oocitos de grau
1 foi melhorada com a adi¢ao de IGF-I ao meio DMEM
(meio dulbecco eagle modificado) quando comparadas
aos demais graus (2 a 4).

Quetglas et al. (2001), avaliaram os efeitos do
IGF-I sobre a maturacao de odcitos e a producao de
embrides in vitro de bovinos. Naqueles oocitos
submetidos a maturagcdo com a adi¢ao do IGF-I foi
observado um aumento na taxa de clivagem dos
embrides quando o meio nao recebeu gonadotrofinas.
Os autores concluiram que o IGF-I ndo apresentou
efeitos benéficos observaveis na MIV e na PIV.

O objetivo deste experimento foi avaliar o efeito do
fator de crescimento (IGF-I) adicionado ao meio SOF
sobre as taxas de matura¢ao nuclear de odcitos caninos.

Material e Métodos

As fémeas doadoras de ovéarios foram agrupadas
conforme as ragas, definidas (Boxer, Labrador, Pit
Bull, Teckel, Terrier Brasileiro, Pastor Alemao,

Pinscher e Poodle) e sem ragas definidas; a idade,
em peri-puberes (6 a 10 meses) e adultas (> 10 meses
de idade); a condicao reprodutiva (nulipara, primipara
e multipara), e a fase do ciclo estral, através de
citologia vaginal.

Foram selecionados ovarios de 37 cadelas,
provenientes de ovariohisterectomia eletivas e
terapéuticas realizadas no Setor de Obstetricia do
Hospital Veterinarias Governador Laudo Natel, da
Universidade Estadual Paulista, Campus de
Jaboticabal.

Os ovarios foram liberados das bolsas ovarianas,
lavados em solucdo salina (NaCl a 0,9%) e
acondicionados em frascos estéreis contendo solugao
salinaa 0,9% a 37 °C para o transporte ao Laboratorio
de Reproducdo Animal do Departamento de Medicina
Veterinaria Preventiva e Reprodug¢ao Animal, da
Universidade Estadual Paulista, Campus de
Jaboticabal e processados dentro de um periodo de
1 hora apds as cirurgias, mantendo-se a temperatura
de 37 °C. No laboratorio os ovarios foram
acondicionados em frascos plasticos estéreis
contendo solugdo de PBS (salina fosfato tamponada)
acrescida de 10% de SFB, estabilizada em estufa de
CO, a 37,5 °C.

Nesta mesma soluc¢do, os ovarios foram fatiados
com laminas de bisturi dentro de placas de Petri
estéreis de 35 mm contendo PBS em espagos de
aproximadamente 2 mm para liberagdo dos odcitos.

Foram selecionados 875 complexos cumulus-
odcitos (COCs) classificados como grau 1, ou seja,
aqueles COCs com ooplasma uniformemente escuro,
com zona pelucida intacta, circundado por uma ou
mais camadas de células do cumulus (Figura 1),
lavados em solucao de PBS + 10% SFB e
posteriormente em meio TCM 199 — HEPES.

Os COCs foram alocados ao acaso nos grupos
MO (momento da colheita), Controle com SOF (C) e
Experimental (E) que recebeu 100 ng/ml de IGF-I
adicionado ao meio SOF.
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Figura 1. Complexos cumulus odcitos classificados como
Grau-I selecionados para maturagao in vitro. Jaboticabal-
SP, 2006.

Os odcitos que fizeram parte do grupo MO foram
corados no mesmo dia da colheita. Os protocolos,
descritos abaixo, s30 0s mesmos para 0s grupos
Controle e Experimental com maturagdo de 72 h em
estufa.

Padronizou-se que no maximo 15 COCs dos
grupos Controle e Experimental fossem colocados
em 500ml do meio SOF (acrescido ou ndo de IGF-I
de acordo com o tratamento) em placas de cultivo
celular com 4 cavidades (Nunc) de 1ml cada.

Os COCs dos grupos Controle e Experimental
foram mantidos em estufa de 5% de CO, € 95% de
umidade a 37,5 °C por 72 horas, quando foram
retirados, lavados (3x) em meio 199-HEPES,
passados por hialuronidase 0,2% para remocgdo das
células do cumulus. Apds esse procedimento os
odcitos foram novamente lavados (3x) em meio TCM
199-HEPES.

Os o6citos desnudos foram colocados em solugdo
de formaldeido 3% por 30 minutos e posteriormente
lavados em solug¢do de PBS + PVA (alcool
polivinilico). Apos a lavagem os odcitos foram
corados por 15 minutos em ambiente escuro com o
corante Hoechst 33342 (10 pg/ml) (Sigma-Aldrich
B-2261) diluido em glicerol e PBS e, em seguida,
transferidos para ldminas de microscopia e
recobertos por laminulas, para observagao dos
estadios de maturacdo nuclear em microscopio de

epifluorescéncia (Olympus 081, Japan) no
comprimento de onda 330-385 nm.

Os odcitos avaliados em laminas foram divididos
em quatro categorias, conforme Hewitt e England
(1997):

Vesicula Germinativa Intacta (VG) — nucleo
definido, com ou sem nucléolo, sem condensacao da
cromatina;

Quebra de Vesicula Germinativa (QVG) —
cromatina descondensada, fora do centro celular;

Cromatina Condensada (MI/MII) — nenhuma
membrana nuclear e formagdes distintas de cromatina
compacta;

Oocitos sem Cromatina ou Nao Passiveis de
Identificacdo (NPIN)

Analise Estatistica

A analise estatistica dos dados foi realizada com o
teste ndo paramétrico de comparagdo de médias Mann-
Whitney quando comparadas duas médias e Kruskal-
Wallis quando comparado mais de trés médias, utilizando
onivel de significancia inferior a 0,05.

Os dados encontrados foram listados em tabelas
contendo numeros absolutos e relativos das
freqiiéncias observadas nos grupos estudados.

Resultados e Discussao
Raca das doadoras

As ragas definidas (n=12) representaram 32,4%
e as sem ragas definidas (n=25) 67,6% do total das
doadoras de ovarios. Aparentemente o fator racial
nao exerceu influéncia sobre o nimero total de odcitos
recuperados com a técnica de fatiamento utilizada
neste experimento. Esta observag¢do concorda com
os resultados obtidos por Reynaud et al. (2005), que
ndo encontraram diferengas significativas sobre a
influéncia do fator etario e do fator racial, nem
observaram interagdo entre estes fatores sobre o
numero de estruturas colhidas. Por outro lado, Durrant
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etal. (1998), utilizando a técnica de digestao enzimatica
de ovarios encontraram um niimero significativamente
maior de foliculos de animais sem raga definida quando
comparados aos com raca definida.

Idade das doadoras

A idade da doadora é um fator que afeta a quantidade
e a qualidade dos odcitos de boa qualidade e as taxas
de maturacdo in vitro (NICKSON et al., 1993;
THEISS, 1997; RODRIGUES; RODRIGUES, 2003).

Strom Holst et al. (2001), pesquisando a taxa de
recuperacao de docitos em cadelas encontraram uma
redugdo de 4,7 células por ano.

Hewitt e England (1998), compararam cadelas
com idades variando de 1 a 6 anos com outras em
idades de 7 anos ou superior. Os autores
concluiram que as doadoras mais jovens
apresentaram um maior potencial de maturagao

in vitro dos odcitos quando comparado ao grupo
de animais mais velhos.

Nesta pesquisa foi observada uma maior
distribuicdo de COCs entre as fémeas adultas,
aquelas com idade superior a 10 meses, quando
comparadas aquelas fémeas com idade entre 6 a 10
meses, classificadas como peri-puberes. Nao foi
avaliado o efeito da idade sobre a MIV.

Condi¢do reprodutiva das doadoras

A distribui¢do das freqiiéncias de condicdo
reprodutiva e COCs estdo descritas na Tabela 1.

Fase do Ciclo Estral das Doadoras

Os valores relativos as colheitas dos COCs nas
diferentes fases do ciclo estral, o caso indeterminado e
os casos de piometra estdo representados na Tabela 2.

Tabela 1. Distribuicdo de freqiiéncias de condi¢ao reprodutiva das doadoras dos complexos cumulus-o6citos caninos.

Jaboticabal- SP, 2006.

Condi¢ao Reprodutiva Doadora/Total (%) COCs/Doadora (%)
Nulipara 15/37 (40,54) 676/15 (45,06)"
Primipara 16/37 (43,24) 559/16 (34,93)*
Multipara 6/37 (16,21) 239/6 (39,83)°
Total 37/37 (100,00) 1474/37 (39,84)

Numeros seguidos de letras diferentes na mesma coluna diferem estatisticamente entre si (P<0,05).

Tabela 2. Distribuicao de freqiiéncias das doadoras e dos complexos cumulus-oo6citos caninos nas diferentes fases do

ciclo estral e piometra. Jaboticabal-SP, 2006.

Diagndstico Doadora/Total (%) COCs/Doadora
Anestro 7/37 (18,91) 266/7 (38)"
Diestro 20/37 (54,05) 784/20 (39,2)°
Estro 2/37 (5,40) 118/2 (59)
Proestro 5/37 (13,51) 181/5 (36,2)"
Piometra 2/37 (5,40) 80/2 (40)*
Indeterminado 1/37 (2,70) 45/1 (45)°
Total 37/37 (100,00) 1474 (257.,4)

Numeros seguidos de letras diferentes na mesma coluna diferem estatisticamente entre si (P<0,05).
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A influéncia da fase do ciclo estral das cadelas e,
conseqiientemente, dos eventos endocrinos
pertinentes a cada periodo, sobre a taxa de
recuperacdo de oocitos e os indices de maturagdo
ainda ¢ controversa, visto que, os poucos trabalhos
publicados apresentam dados contrapostos.

Alguns estudiosos afirmam que o nimero de
odcitos viaveis colhidos e a taxa de maturacao em
oocitos cultivados in vitro parecem ser afetados pelo
ciclo estral (NICKSON et al., 1993; YAMADA et
al., 1993) enquanto outros, ndo encontraram influéncia
da fase do ciclo estral sobre os indices de maturacao
oocitaria dos o6citos de cadelas no periodo de anestro
e diestro (HEWITT; ENGLAND, 1997). Por outro
lado, Martins (2005), estudando a maturagao nuclear
de odcitos obtidos no estro e no anestro, encontrou
52,09% dos COCs classificados como grau 1 em
anestro ¢ 43,17% das cadelas em fase de estro.

Os COCs classificados como grau 1 foram
recuperados de todas as 37 cadelas e de um total de
875 células, obteve-se uma média de 23,7 COCs por
doadora. Estes valores médios de odcitos classificados

como Grau-I estao aquém daqueles encontrados por
Vannuchi (2003), (32,46 COCs/fémea) e por Ferreira
(2006), com uma média de 49,8.

Do niimero total de COCs grau 1 selecionados,
173 foram destinados para compor o grupo MO e
foram avaliados 75 odcitos apds coloracgao,
demonstrando um aproveitamento de 43,35%. No
grupo controle, foram alocados 333 COCs e restaram
para avaliagdo pos-coloragio 124 odcitos, resultando
em 37,23% de aproveitamento. No grupo
experimental foram alocados 369 COCs e restaram
143 odbcitos apos processo de coloragdo, com um
indice da aproveitamento de 38,75%.

Essas perdas sdao atribuidas aos processos de
maturacdo, retirada da camada de células do
cumulus, retirada da zona pelucida, passagem pela
solucdo 4cida e varias outras lavagens em solugdes
que sdo necessarias para os processos de coloracao
nuclear descritos na metodologia.

A Tabela 3 demonstra freqiiéncia dos o6citos grau
Inos diferentes grupos.

Tabela 3. Distribuicao das freqiiéncias dos odcitos classificados como grau 1, avaliados pela coloragdo nuclear (Hoechst

33342). Jaboticabal- SP, 2006.

Grupos (n)

Coloragao Nuclear

Oocitos/total (%)

Momento da Colheita (173)
Controle (333)
Experimental (369)
Total (875)

75/173 (43,35)

124/333 (37,23)
143/369 (38,75)
342/ 875 (39,10)

Avaliacdo do Estadio de Maturacido Nuclear
nos Diferentes Grupos

Vesicula germinativa (VG)

Em valores totais, somando os grupos M0, Ce E,
34 oocitos foram encontrados em estadio de VG em
numeros relativos esse valor corresponde a 7,34%
do niimero total avaliado.

Considerando cada grupo separadamente, ndo foi
encontrada diferenga estatistica (P<0,05) nos valores
do MO em relagdo aos grupos C ¢ E, e também nao
houve diferencas estatisticas entre os grupos C e E,
maturados por 72 horas em meio SOF acrescidos ou
ndo de 100 ng/ml de IGF-1 de acordo com o
tratamento (Tabela 4). A Figura 2 demonstra um
odcito em estadio de VG.
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Tabela 4. Distribuicao de freqiiéncias dos odcitos caninos
em estadio de vesicula germinativa (VG) maturados in vitro
entre os grupos experimentais. Jaboticabal- SP, 2006

Odcitos em
Grupos VG/Total (%)
Momento da Colheita 13/106 (12,26)
Controle 11/167 (6,58)
Experimental 10/190 (5,26)
Total 34/463 (7,34)

Tabela 5. Distribuicao de freqiiéncias dos odcitos caninos
em estadio de quebra de vesicula germinal (QVG) entre os
grupos experimentais na maturagdo in vitro. Jaboticabal-
SP, 2006.

Grupos QVG/oocitos avaliados (%)

Momento da Colheita 27/106 (25,47)

Controle 23/167 (13,77)
Experimental 22/190 (11,57)
Total 72/ 463 (15,55)

Figura 2. Odcito canino em estadio de vesicula
germinativa (VG). Jaboticabal-SP, 2006

Quebra de vesicula germinativa (QVG)

O numero total de oo6citos em estadio de QVG
foi de 72, em valores relativos corresponde a 15,55
do total de odcitos avaliados.

Assim como no estadio de VG, nao houve
diferencas estatisticas (P<0,05) entre os grupos M0
em relacdo aos C e E, resultado igualmente
encontrado entre os grupos maturados (C e E) por
72 horas em meio SOF acrescidos ou nao de 100 ng/ml
de IGF-I de acordo com o tratamento. A distribui¢ao
de QVG nos diferentes grupos esta demonstrada na
Tabela 5.

Para Martins, 2005, a QVG em odcitos maturados
em meio SOF foi semelhante entre as doadoras em
estro (23%) e em anestro (23,6%) O estadio de QVG
esta ilustrado na Figura 3.

Figura 3. Odcito canino em estadio de quebra de vesicula
germinativa (QVG). Jaboticabal-SP, 2006.

Metafase 1 (MI)

Foram encontrados 14 odcitos em MI (Tabela 6),
o que corresponde a 3,03% do numero total de o6citos
avaliados.

Tabela 6. Distribuicao de freqiiéncias dos odcitos caninos
em estadio de metafase I (MI) entre os grupos
experimentais na maturagao in vitro. Jaboticabal-SP, 2006

Grupos Odcitos em MI/Grupo
Momento da Colheita 3/106 (2,83)
Controle 7/167 (4,19)
Experimental 4/190 (2,10)
Total 14/ 463 (3,02)

Igualmente aos achados anteriores, ndo houve
diferencas estatisticas entre o grupo MO e os demais
e entre os grupos maturados (C e E) por 72 horas
em meio SOF acrescidos ou ndo de 100hg/ml de
IGF-I de acordo com o tratamento.
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No grupo MO0, nao foi encontrado oo6citos em MI
(Figura 4) oriundos de cadelas em anestro e, por outro
lado, foram encontrados 15,34% de oocitos
provenientes de fémeas em estro. Ja nos grupos
maturados em SOF por 24 horas encontrou 9,72%
em doadoras em anestro e 58% em doadoras em
estro (MARTINS, 2005).

Figura 4. O6cito canino em metafase I (MI). Jaboticabal-
SP, 2006.

Nao Passivel de Identificacdo Nuclear (NPIN)

Foram encontrados 342 odcitos nao passiveis de
identificacao nuclear, isso corresponde a 74,02% do
numero total de odcitos avaliados.

Houve diferengas estatisticas significativas
(P<0,05) entre os grupos MO e C, e MO e E. Nao
houve diferencas entre os grupos maturados C ¢ E,
conforme demonstra a Tabela 6.

Martins (2005), encontrou no momento da colheita
36,36% de odcitos NPIN oriundos de cadelas em
anestro ¢ 19,63% de cadelas em estro. Para os
grupos maturados em SOF por 24 horas observou
41,67% em doadoras em anestro ¢ 15% em doadoras
em estro.

A Figura 5 demonstra um odcito ndo passivel de
identificacdo nuclear.

Tabela 7. Distribuicao de freqiiéncias dos odcitos caninos
ndo passiveis de identificagdo nuclear (NPIN) entre os
grupos experimentais na maturagdo in vitro. Jaboticabal-
SP, 2006.

Odcitos em NPIN/
Grupos Obcitos por grupo
Momento da Colheita 63/106 (59,43)"
Controle 126/167 (75,44)°
Experimental 153/190 (80,52)"
Total 342/463 (6,91)

Numeros seguidos de letras diferentes na mesma coluna diferem
estatisticamente entre si (P<0,05).

Figura 5. Oocito canino ndo passivel de identificag@o
(NPIN). Jaboticabal-SP, 2006.

Conclusoes

Considerando os objetivos propostos e os
resultados obtidos no presente estudo, sob as
condi¢des anteriormente descritas, foi possivel
concluir que:

Os maiores indices de recuperagao das estruturas
(COCs) foram obtidos daquelas doadoras com ragas
definidas, fémeas adultas, nuliparas e em estro.

A suplementagdo do meio SOF com o IGF-I ndo
apresentou efeitos benéficos sobre a maturagao
nuclear in vitro de odcitos caninos.

Sugerem-se mais estudos para aprimorar este
sistema de cultivo para a maturagao e fecundacao
de odcitos caninos.
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