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Resumo

Na espécie canina as taxas de maturac¢do oocitaria sio baixas e a porcentagem de odcitos que permanecem em estagio
de vesicula germinativa (VG), independente das condi¢des de cultivo, ¢ alta. Durante a maturagio oocitaria, a VG sofre
modificagdo e remodelamento da cromatina, que se manifesta por alteracdes na sua configuracio e posicionamento.
Assim, o objetivo deste trabalho é avaliar a configura¢éo e o posicionamento da cromatina de odcitos em estégio de
VG durante o anestro e diestro de cadelas. Os ovérios de 33 fémeas (20 cadelas em anestro e 13 em diestro) foram
isolados, fatiados e os complexos cumulus-odcitos (COCs) foram submetidos a solu¢do de hialuronidase 0,2% para a
liberagao das células do cumulus. Apds esse processo, os 06citos selecionados foram corados, avaliados e apenas COCs
grau 1 foram utilizados. De um total de 920 odcitos, 566 foram classificados como grau 1 e os estagios de configuragdo
da cromatina identificados como VG-1, VG-2, VG-3 e VG-4. As alteragdes observadas na configuragdo da cromatina
foram caracterizadas como transi¢ao de uma cromatina dispersa (VG-1, VG-2) para parcialmente condensada (VG-3)
até atingir um estagio totalmente condensado (VG-4). Os dados analisados da configuracdo da cromatina mostraram
uma diferenca significativa entre as fases de anestro e diestro, com maior propor¢io de VG-1 e VG-2 durante o anestro
e de VG-3 e VG-4 durante o diestro. Ha necessidade de novos estudos para uma compreensdo adequada da influéncia
da configuragdo da cromatina de odcitos no estagio de VG na retomada da meiose e na competéncia meiética do odcito.
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Abstract

In canine specie, oocyte maturation rates are low and the percentage of oocytes that remain in the stage of germinal
vesicle (GV) regardless of culture conditions is high. During maturation oocyte undergoes modification and the GV
chromatin remodeling manifested by changes in the configuration and positioning. The objective of this work is to
evaluate the configuration and positioning of chromatin of oocytes in GV stage during anestrus and diestrus bitches.
The ovaries of 33 females (20 bitches in anestrous and 13 in diestrus) were isolated, sliced and only cumulus-oocyte
complexes (COCs) grade 1 were subjected to solution of 0.2% hyaluronidase for release in cumulus cells. After this
process, the selected oocytes were stained and evaluated. From a total of 920 oocytes, 566 were classified as grade 1 and
the stages of chromatin configuration identified as GV-1, GV-2, GV-3 and GV-4. The observed changes in chromatin
configuration been characterized as a transition dispersed chromatin (GV-1, GV-2) for partially condensed (GV-3) until
it reaches a fully condensed stage (GV-4). The data analyzed from the chromatin configuration showed a significant
difference between the stages with a higher proportion of GV-1 and GV-2 for the anoestrus and GV-3 and GV-4 during
diestrus. There is need for further studies to be able to have a proper understanding of the influence of chromatin
configuration of oocytes in GV stage in resumption of meiosis and consequently in oocyte meiotic competence.
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Introducao

O desenvolvimento das biotécnicas reprodutivas
nos canideos é de fundamental importancia para o
avango de programas de conservagio genética para
espécies ameagadas de extingdo. A fisiologia repro-
dutiva da cadela apresenta particularidades que a di-
ferencia de outras espécies domésticas. Na cadela, a
ovulagdo ocorre 1 a 2 dias ap6s o pico pré-ovulatério
do hormonio luteinizante (LH), ainda no inicio da
fase de estro e os foliculos ovarianos iniciam sua lu-
teinizagdo antes mesmo da ovulagdo. Os 0dcitos sdo
ovulados imaturos, no inicio da primeira divisao mei-
Otica. Assim, os odcitos requerem de 2 a 5 dias apds
a ovulagdo, para completar a matura¢ao (TSUTSUI,
1989; NICKSON et al., 1993). O ambiente das tubas
uterinas exerce uma importancia fundamental para
a maturagdo oocitdria dos canideos. Nessa espécie as
tubas uterinas sdo responsaveis por sustentar a sobre-
vivéncia dos odcitos até completarem o seu desenvol-
vimento, serem fecundados e atingirem o estagio de
blastocisto (LUVONI et al.,2005).

A maioria dos conhecimentos envolvendo a matu-
racdo in vitro (MIV) de odcitos caninos é baseada em
experimentos realizados em outros mamiferos. Entre-
tanto, os indices e a eficiéncia da maturac¢do oocitaria
nao sao promissores. Em cadelas, a taxa de MIV tem
demonstrado sucesso limitado, variando de 0 a 58%
para odcitos maturados até a anafase I e metéafase II
(NICKSON et al., 1993; HEWITT; ENGLAND, 1997;
BOLAMBA; BORDEN-RUSS; DURRANT, 2002). A
baixa competéncia meidtica desses odcitos, quando
submetidos a condi¢oes artificiais de cultivo, é consi-
derada como um grande obstéculo para o desenvolvi-
mento de biotecnologias reprodutivas nessa espécie,
como a fecundagao in vitro (FIV), produ¢ao de em-
brides in vitro (PIV) e a criopreservagao.

Lodde et al. (2007) observaram que, o odcito de ma-
miferos adquire uma série de competéncias durante
o desenvolvimento folicular, que desempenha papel
fundamental na fertilizagdo e nos estagios subsequen-

tes de pré-implantacido e desenvolvimento embrio-
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nario. Durante a fase de crescimento, o genoma do
odcito sofre influéncia de diversos niveis de regulacao,
no qual mudangas dinamicas na fungao e arquitetura
da cromatina possibilitam um importante mecanismo
epigenético para o controle da expressdo génica glo-
bal (DE LA FUENTE, 2006).

A configuragio da cromatina vem sendo descrita
em ratos (ZUCCOTTI et al., 1998), equinos (HINRI-
CHS et al,, 1993) e na espécie canina (DE LESEGNO
et al., 2008; LEE et al., 2008). Entretanto, os estudos
que avaliam a ultraestrutura dos odcitos, a remode-
lagao da cromatina do odcito em estagio de vesicula
germinativa (VG) e sua associagdo com a competén-
cia oocitaria em cadelas sdo escassos e inconclusivos.

Nas cadelas, embora o0 06cito possa retomar espon-
taneamente a meiose in vitro, as taxas de maturacao
sdo baixas e a porcentagem de odcitos que permane-
cem em VG, independente das condi¢des de cultivo, é
alta, o que estimula a caracterizagdo da configuragdo
e do posicionamento da cromatina em VG. Em vista
do exposto, o objetivo deste trabalho foi avaliar a con-
figuragdo e posicionamento da cromatina de odcitos
em estdgio de VG durante as fases de anestro e diestro

em cadelas.

Materiais e Método

Foram utilizadas 33 cadelas, sendo 20 fémeas em
anestro e 13 fémeas em diestro, de diversas ragas, com
idade varidvel entre 6 meses e 7 anos, submetidas a
ovario-histerectomia (OHE) eletiva no Servico de
Reprodug¢ido de Pequenos Animais do Departamento

de Reprodu¢ao Animal e Radiologia Veterinaria, da
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Faculdade de Medicina Veterindria e Zootecnia da
UNESP, Botucatu. O estudo teve o aceite da CAmara
de Etica da FMVZ - UNESP campus de Botucatu com

protocolo numero 176/2011.

Os ovarios foram isolados assepticamente, imersos
em solugdo salina 0,9% e transportados a temperatura
de 4°C para o Laboratorio de Reproduc¢do Animal de
Pequenos Animais e Silvestres, onde foram proces-
sados no prazo maximo de 4 horas ap6s o procedi-
mento cirurgico. A identificagdo da fase do ciclo estral
foi baseada na classificagdo proposta por Otoi et al.
(2002) da fase de anestro (ovarios com auséncia de
foliculos ou corpo liteo) e diestro (ovarios com a pre-
sen¢a de um ou mais corpos luteos). Posteriormente,
os ovarios foram fatiados em solugao aquecida a 37°C
de phosphate buffer solution (PBS) adicionando-se
10% de soro fetal bovino (SFB). Apds o processo de
selecao, os complexos cumulus-odcito (COCs) foram
lavados em meio tissue culture medium 199 (TCM-
199) tamponado com 25 mM de HEPES, acrescido de
solu¢do de amicacina, 0,2 mM de piruvato e 5 mM de

bicarbonato de sddio.

Os COC:s selecionados foram submetidos, durante
5 minutos, a solucdo de hialuronidase 0,2% para a re-
tirada das células do cumulus. Para o desnudamento
completo, os odcitos foram transferidos para micro-
tubos e colocados no agitador durante 3 minutos. Em
seguida, foram submetidos a varias pipetagens para a

retirada completa das células do cumulus.

Os odcitos foram entdo transferidos para uma so-
lu¢do de PBS suplementado com paraformaldeido
a 3,7%, sendo lavados novamente no PBS e corados
com 10 pg/ml de Hoechst 33342. Os odcitos foram
colocados entre lamina e laminula, e avaliados pelo
microscdpio de luz e fluorescéncia Leica” DFC 310
FX para a classificagdo da configuragdo da cromati-
na. A avaliacdo da configuragdo nuclear foi baseada
na descri¢do de Lodde et al. (2007). O teste de Fisher
(PROC FREQ, SAS Institute, 2009) foi usado para es-
timar a associacdo entre as fases do ciclo estral: anes-

tro e diestro e a configuragao da cromatina.
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Resultados

Um total de 920 odcitos foi isolado, e destes, apenas
566 foram classificados como grau I e utilizados para
avaliagao da configuragao nuclear. A configuragao da
cromatina dos odcitos em VG foi classificada em di-
ferentes estagios denominados VG-1, VG-2, VG-3 e
VG-4.

O estagio de VG-1 (Figura 1A) foi caracterizado
como odcitos com filamentos difusos e poucos sinais
de condensag¢ao da cromatina. Nesse estagio, os fila-
mentos se apresentam organizados de forma circular
e homogénea e evidenciou-se a presenc¢a do nucléo-
lo. No estagio de VG-2 (Figura 1B), observou-se que
os filamentos de cromatina mantiveram o contorno
homogéneo e circular, localizando-se centralmente
no nucleoplasma, semelhante ao estagio de VG-1.
Entretanto, houve uma maior dispersdo dos fila-
mentos de cromatina que adquiriram um aspecto
fibrino-granular e auséncia de sinais de condensagdo
da cromatina, observando-se também a presenca do
nucléolo.

O estagio de VG-3 (Figura 1C) foi representado por
uma condensagio parcial da cromatina, com filamen-
tos organizados de forma homogénea, sem contorno
e desfragmentados, visando uma maior compactagao
da cromatina. No estagio de VG-4 (Figura 1D), ob-
servou-se uma alta compacta¢do da cromatina, repre-
sentada por um pequeno circulo situado numa area
especifica do nucleo. No estagio de VG-3, assim como
no VG-4, nao foi observada a presenga do nucléolo e
nem do envelope nuclear.

Os resultados da distribui¢ao dos estdgios de odci-
tos em VG, durante as fases de anestro e diestro, es-
tdo expressos na Tabela 1. Comparando-se as fases
reprodutivas, observou-se alta propor¢ao de odcitos
no estagio de VG-1 (29,3%) e VG-2 (22,5%) na fase
de anestro. Uma maior frequéncia de odcitos no esta-
gio de VG-3 (27,6%) e VG-4 (22,8%) foi observada na
fase de diestro. As diferengas nos estagios de vesicula
germinativa, entre as fases de diestro e anestro, foram
significativas (P < 0,05).
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Figura 1 - Fotomicrografia de odcitos de cadelas antes da maturagéo in vitro, para avaliagdo e classificagdo da
cromatina em vesicula germinativa (VG). (A): VG-1, filamentos difusos de cromatina com poucos
sinais de condensa¢do. (B): VG-2, maior dispersdo dos filamentos de cromatina, observando-se a
presenca de nucléolos centralmente dispersos. (C): VG-3, condensag¢io parcial da cromatina, aus-
éncia de nucléolos e do envelope nuclear. (D): VG-4, alta compacta¢do da cromatina, localizagdo
periférica no nucleoplasma. Coloragdo Hoescht 33342. Aumento 200X

Tabela 1 - Configuragido nuclear de odcitos caninos em estagio de VG (vesicula germinativa) na fase de anestro
e diestro do ciclo estral - Sdo Paulo - 2013

Fase Reprodutiva Odcitos avaliados (n / %)

VG-1 VG-2 VG-3 VG-4 DEG
Anestro 86 (29,3)* 66 (22,5)* 46 (15,7)* 15 (5,1)* 81 (27,6)*
Diestro 7 (2,6)° 22 (8,1)° 75 (27,6)° 62 (22,8)° 106 (39,0)*

Valores com diferentes letras minusculas sobrescritas (a,b) na mesma coluna, diferem entre si
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Discussao

Na espécie canina, os resultados de maturac¢éo oo-
citaria in vitro (MIV) como na fertiliza¢ao in vitro
(FIV) sao limitados. A morfologia e o diametro do
odcito, apesar de serem apontados como possiveis in-
dicadores de competéncia oocitaria, ndo sdo suficien-
tes para explicar a habilidade desta célula em atingir
as etapas finais do processo de maturagao. Lodde et
al. (2007); De Lesegno et al. (2008) e Lee et al. (2008)
sugeriram que a competéncia oocitaria também esta-
ria relacionada a modificagdes e remodelamentos da
cromatina na VG (LODDE et al., 2007; DE LESEGNO
etal., 2008; LEE et al., 2008).

Os estudos relatando as altera¢des da cromatina na
VG na espécie canina sdo recentes. O presente traba-
lho, utilizando a microscopia de luz e fluorescéncia,
pode ser considerado pioneiro no Brasil a utilizar a
colora¢do Hoescht para a melhor visualizacio da cro-
matina e do nucléolo nessa espécie animal. Diversas
técnicas podem ser usadas para descrever essa remo-
delagdo como a microscopia de luz, a microscopia ele-
tronica de transmissao e a microscopia confocal (DE
LESEGNO et al., 2008; REYNAUD et al., 2009).

Chohan e Hunter (2003) descreveram cinco confi-
guragdes de cromatina. A VG-1, caracterizada por fi-
lamentos de cromatina condensados ao redor do nuc-
léolo e membrana nuclear. A VG-2, por filamentos de
cromatina localizados ao redor do nucléolo. A VG-3,
como filamentos de cromatina organizados em aglo-
merados distribuidos completamente no nucleo, com
desaparecimento do nucléolo. A VG-4, como filamen-
tos de cromatina organizados em aglomerados mais
condensados distribuidos no nucleo. A VG-5, como
filamentos de cromatina condensados em um tnico
aglomerado isolado. A tultima classificagdo foi subdi-
vidida em VG-5 inicial e VG-5, sendo que na primei-
ra a cromatina se encontra parcialmente condensada
e na segunda totalmente condensada. Com base na
classificagdo de Chohan e Hunter (2003), pode-se ob-
servar que a configuracdo de VG-1 e VG-2 sao simi-

lares as encontradas no presente trabalho. Os estagios
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de VG-5 no estagio inicial e de VG-5 observados por
Chohan e Hunter (2003) sao analogos, respectiva-
mente, aos estagios de VG-3 e VG-4 aqui relatados.
Chohan e Hunter (2003) admitem que a aquisi¢do da
competéncia meiotica é influenciada pelo estagio de
desenvolvimento da VG no momento do isolamento
do odcito. Dessa maneira, os odcitos que retomam a
meiose in vitro sdo provavelmente aqueles em esta-
gios de VG-4 ou VG-5 antes da maturagdo. No pre-
sente trabalho os odcitos obtidos das cadelas na fase
de diestro apresentaram maior frequéncia de odcitos
nos estagios de VG-3 e VG-4, correspondentes aos es-
tagios de VG-5 inicial e VG-5 de Chohan e Hunter
(2003), portanto, mais habeis em se desenvolverem

até os estagios finais da maturagdo nuclear.

As mudancas morfoldgicas no nucléolo ou a orga-
niza¢do da cromatina refletem a sintese ativa de RNA
que possibilita o acimulo de transcriptos maternos
necessarios para a retomada da meiose e consequen-
te desenvolvimento embrionario (FAIR et al., 1996).
Gilchrist e Thompson (2007) afirmaram que o uso de
odcitos transcripcionalmente ativos na maturagio in
vitro pode fazer com que a retomada da meiose ocor-
ra de forma precoce, antes que o estoque de RNAm
seja suficiente para sustentar o desenvolvimento em-
briondrio. Essa afirmag¢do pode explicar as baixas ta-
xas de maturagdo dos odcitos no estagio de alta ati-
vidade de transcri¢ao. Os odcitos no estagio de alta
compactagdo da cromatina (inativos transcripcional-
mente), representados pelos estagios de VG-3 e VG-4
encontrados, seriam 0s odcitos mais competentes em

completar a maturacao.

Lee et al. (2008) referiram que as alteragdes na con-
figuragdo da cromatina, caracterizadas por transi¢ao
de uma cromatina dispersa (VG-1, VG-2) para par-
cialmente agrupada (VG-4), progridem até ser atin-
gindo um estagio totalmente agrupado (VG-5). Os
estagios de VG-1 e VG-2 sdo semelhantes a descri-
¢do realizada neste trabalho e os estagios de VG-4 e
VG-5 foram similares aos de VG-3 e VG-4. Da mesma

maneira, que no experimento realizado por Lee et al.



(2008), verifica-se uma remodelagdo da cromatina,
representada por filamentos dispersos, até ser atingi-
do um estagio de compactagdo visualizado por alto
grau de condensagdo da cromatina.

De Lesegno et al. (2008) descreveram cinco confi-
guragdes de VG em cadelas, das quais duas identifi-
cadas em odcitos in vivo (VGce- vesicula germinativa
central e VGp- vesicula germinativa periférica) e as
outras trés apos o cultivo in vitro (VG-1, VG-2 e VG-
3). Os odcitos que exibiram padrao VG-1 e VG-2 fo-
ram menos desenvolvidos em termos de maturacio
nuclear e citoplasmatica quando comparados a VGp
(antes do cultivo in vitro). Sugeriram que tanto VG-1
como VG-2 sao provenientes de odcitos em VGe,
enquanto os odcitos com padrao VG-3, metafase I,
metéfase II e degenerados se originam de odcitos em
VGp. Os resultados do presente trabalho demonstram
uma associagao entre o estagio de VG no momento de
isolamento do odcito e o potencial de progressao des-
sa célula em atingir a maturagao nuclear. Assim, deve-
se considerar a importancia da sele¢do e avaliagdo de
odcitos com caracteristicas que demonstrem maior
potencial de competéncia, ja que a obtengao e sele-
¢d0 de odcitos ao acaso de uma populagdo altamente
heterogénea pode comprometer significativamente a
taxa de maturagéo.

A influéncia da fase do ciclo estral sobre a compe-
téncia oocitaria, observando-se maior porcentagem
na progressiao da meiose em odcitos obtidos da fase
de diestro ou folicular, quando comparados com 06-
citos obtidos da fase de anestro, tem sido destacada.
Lopes, Rocha e Sousa (2010) relataram que 94% dos
odcitos recuperados na fase de anestro e 63,2% resga-
tados na fase de diestro se apresentavam no estagio de
VGc de acordo com a classificagao de De Lesegno et
al. (2008), enquanto 5,6% dos odcitos obtidos da fase
de anestro e 36,8% dos odcitos provenientes da fase
de diestro se encontravam no estagio de configuracao
VGp. Desse modo, os achados desses autores indicam
a existéncia de associacdo entre as fases do ciclo estral

e a configuragdo da cromatina em VG.
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De modo similar, no presente trabalho, os resulta-
dos obtidos revelaram que as configuragdes da cro-
matina em VG foram distintas nas fases de anestro e
diestro. No anestro, houve uma frequéncia maior de
odcitos nos estagios mais iniciais de desenvolvimento,
ou seja, VG-1 (29,3%) e VG-2 (22,5%) quando com-
parada ao diestro VG-1 (2,6%) e VG-2 (8,1%). No
diestro, foi constatada uma propor¢ido mais elevada
de odcitos em estagios mais avangados de desenvolvi-
mento, ou seja, VG-3 (27,6%) e VG-4 (22,8%) quando
comparada aos oocitos em estagio de anestro VG-3
(15,7%) e VG-4 (5,1%). Assim, fica claro o envolvi-
mento dos hormdnios esteroides sobre os estagios da
configuracdo da cromatina em VG conforme a pro-
gressao do ciclo estral, sendo os odcitos em VG-3 e o
VG-4 mais capazes de atingir os estagios finais da ma-
turacdo nuclear, possibilitando a obtengdo de taxas de
matura¢des mais elevadas, fertilizacio e consequente
desenvolvimento embrionario.

Reynaud et al. (2009) descreveram trés tipos de
configuragdes de VG relacionadas com o pico de LH
e a ovula¢do nas cadelas. A configuragio difusa seria
caracterizada por uma cromatina homogénea distri-
buida por todo o nucleoplasma, com aspecto difuso
e presenca de um ou ocasionalmente dois nucléolos.
Na classifica¢do parcialmente agrupada, a cromatina
¢ reunida de forma parcial ao redor do nucléolo, en-
quanto na agrupada a cromatina é restrita a uma area
especifica do nicleo. Pode-se observar que o estagio
de VG-1e VG-2 classificadas no presente trabalho sao
semelhantes a configuragao difusa, o estagio VG-3 é
similar a configuragao parcialmente agrupada e o es-
tagio VG-4 a configuragao agrupada.

Reynaud et al. (2009) utilizando foliculos pré-ovu-
latérios observaram 69% e 21% de odcitos, respecti-
vamente, com cromatina parcialmente agrupada e
totalmente agrupada. Destacaram, ainda, que ha um
grande indicativo de que ambas as configuracdes de
cromatina, parcial e totalmente agrupada, sao compe-
tentes para a retomada da meiose e que esta transicao

esta associada ndo apenas com maturagdo nuclear,
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mas também com a maturagio citoplasmatica do 06-
cito. Antes do pico de LH, a configuragdo de cromati-
na agrupada torna-se predominante (60% para 80%).
O aparecimento do LH induz a mudangas na confi-
guragao da cromatina, com o aumento da proporgao
de configuragoes totalmente agrupadas. Durante dois
dias ap6s a ovulagdo, ndo ha mudangas na configu-
racao da cromatina e alguns odcitos ainda possuem
cromatina parcialmente agrupada. Essa observagao é
consistente com o fato de que a cadela necessita de 56
a 72 horas apds a ovulagao para que os odcitos atin-
jam o estagio de M-II.

Esses dados sugerem uma influéncia hormonal na
competéncia e desenvolvimento dos odcitos no am-
biente intra-ovariano e/ou na tuba uterina, demons-
trada pela associacdo existente entre a competéncia
e a fase do ciclo estral. Além disso, apontam para a
necessidade de uma selecdo mais rigorosa de odcitos,
levando-se em consideragdo as caracteristicas de po-
sicionamento e remodelacdo da cromatina. Essas ca-
racteristicas possibilitariam a selecdo de uma amostra
mais homogénea em termos de competéncia oocitd-
ria, ja que os odcitos normalmente utilizados na ma-
turagdo in vitro sdo aqueles obtidos de foliculos em
varias etapas do desenvolvimento e em fases distintas
do ciclo estral, expostos, portanto, a diferentes con-
centragdes de gonadotrofinas e hormonios esteroides.

De Lesegno et al. (2008) afirmaram que a ondulagao
do envelope nuclear é um evento que antecede a onda
de LH, e que associado ao deslocamento do nucleo em
diregdo a periferia representa o primeiro sinal que in-
duz & maturagao. Dessa maneira, para que a maturagao
oocitdria final ocorra, s3o necessarios dois sinais distin-
tos: um antes do pico de LH para induzir 8 maturagio,
e outro, cerca de trés dias apds a ovulacao, para indu-
zir a retomada meidtica. Admitiram que a presenca de
odcitos com sinais de maturidade citoplasmatica em
ovarios de fémeas em anestro pode ser consequéncia
da sua exposi¢do a gonadotrofinas durante a segun-
da parte desta fase, o que pode ser um indicativo da

presenca de ondas foliculares durante o anestro. En-
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tretanto, como a populacdo de VGp ¢é inferior a VGc
durante esse periodo, levanta-se a hipdtese que a pro-
vavel evolugdo desses odcitos seja a atresia e que 06ci-
tos pré-ovulatorios seriam provenientes da populacao
de VGc. Esses achados podem ser comparados com os
dados do presente trabalho, no qual se observa na fase
de diestro maior parcela de odcitos na configuracao de
VG-3 e VG-4, quando comparados com a fase de anes-
tro. Os odcitos obtidos da fase de anestro apresentam
uma parcela significativa de odcitos mantidos ainda em
estagios imaturos, o que prejudica a sua habilidade em
atingir a M-II, j& que ainda ndo se encontram prontos
morfologica e transcripcionalmente para se desenvol-
verem até os estagios finais da maturagao.

A diferenca entre as fases do ciclo estral, confor-
me discutido na literatura, pode ser consequéncia de
mudancas hormonais e outros fatores desconhecidos,
que possibilitariam melhor habilidade para o odcito
se desenvolver e se tornar apto a completar sua ma-
turacdo final. Esses dados demonstram a necessida-
de de uma suplementacéao diferencial, que possibilite
que odcitos imaturos tenham as mesmas condigdes
de se desenvolverem em um ambiente artificial, como

ocorre aos 06citos mais competentes.

Conclusao

Os resultados obtidos revelaram que as configura-
¢oes da cromatina em VG foram distintas nas fases de
anestro e diestro. A configuragdo nuclear da vesicula
germinativa, representada pela sua transicdo de dis-
persa no anestro para parcial ou totalmente agrupada
no diestro, estd intimamente associada a habilidade
para a retomada da meiose e consequente competén-
cia oocitéria, indicando que cadelas na fase de diestro
representam uma melhor escolha para obtencdo de

od6citos mais competentes.
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