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Resumo  

 

Objetivou-se determinar o efeito dos períodos seco e chuvoso na maturação nuclear e incidência de apoptose em oócitos 

ovinos maturados in vitro. Os ovários foram colhidos em abatedouro e transportados para o laboratório durante os períodos 

seco (Outubro a Março) e chuvoso (Abril a Setembro). Os oócitos foram recuperados de folículos de 2 a 6 mm, selecionados 

e maturados in vitro em 12 réplicas. Após a maturação, o estádio da meiose foi determinado pela coloração DAPI e a 

apoptose foi avaliada pela atividade das Caspases e pela fragmentação de DNA. As taxas de oócitos nos estádios de vesícula 

germinativa, metáfase I, telófase I e metáfase II foram semelhantes (P > 0,05). A atividade das enzimas Caspases foi mais 

frequente nos oócitos maturados in vitro durante o período seco, embora a incidência de fragmentação do DNA tenha sido 

semelhante entre os grupos (P > 0,05). Em conclusão, os períodos do ano exercem influência na viabilidade dos oócitos 

ovinos maturados in vitro aferida pela incidência da atividade das Caspases.  

 

Palavras-chave: nutrição, sazonalidade,  morte celular, reprodução, pequenos ruminantes. 

 

Abstract 

This study was aimed to determine the effect of weather season on nuclear maturation and incidence of apoptosis of in vitro 

matured ovine oocytes. The ovaries were collected at a slaughterhouse and transported to the laboratory during the dry 

(October to March) and rainy periods (April to September). Oocytes were harvested from 2 to 6 mm follicles, selected and in 

vitro matured in 12 replicates. After maturation, meiosis stage was determined by DAPI staining and apoptosis was evaluated 

by Caspase activity and DNA fragmentation. The frequency of oocytes in Germinal Vesicle, Metaphase I, Telophase I and 

Metaphase II was similar (P > 0.05). Caspase activity was higher in oocytes harvested during the dry period (P < 0.05), 

although DNA fragmentation was similar between groups (P > 0.05). In conclusion, the periods of the year exerts influence 

on ovine oocyte viability inferred by the incidence of Caspase activity. 

 

Key words: nutrition, seasonality, cell death, reproduction, small ruminants. 
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Introdução  

A introdução de raças exóticas tem 

sido uma alternativa para aumentar o 

desempenho produtivo dos rebanhos ovinos 

brasileiros. No entanto, essas raças apresentam 

maior susceptibilidade aos efeitos negativos do 

clima sobre seu desempenho reprodutivo 

(COSTA et al., 2008). Fatores ambientais 

como luminosidade, temperatura e umidade 

tem efeito direto sobre o desempenho 
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reprodutivo de ovinos e outras espécies (AL-

KATANANI et al., 2002; CHEMINEAU et al., 

2008). Estudos in vitro demonstraram que os 

oócitos são susceptíveis aos efeitos diretos da 

temperatura elevada, reduzindo a maturação 

nuclear, a fecundação, e o desenvolvimento 

embrionário até o estádio de blastocisto 

(ROTH e HANSEN, 2005; JU et al., 2005). A 

exposição de oócitos bovinos às temperaturas 

de 40-43° C durante as primeiras 12 horas da 

maturação in vitro (MIV) bloqueou ou reduziu 

o desenvolvimento embrionário (ROTH e 

HANSEN, 2004ab; PAYTON et al., 2004).  

Os mecanismos pelos quais o estresse 

calórico afeta a capacidade de 

desenvolvimento oocitário ainda não foram 

completamente esclarecidos. No entanto, tendo 

em vista que a apoptose é a principal 

responsável pela redução do número de oócitos 

durante a vida reprodutiva de fêmeas 

mamíferas (TILLY, 2001), é possível que esta 

forma de morte celular seja induzida em 

oócitos expostos às condições de estresse. 

A apoptose é o processo de morte 

celular programada em que ocorre 

autodigestão controlada da célula (ROTH e 

HANSEN, 2004a). A apoptose é observada 

durante o desenvolvimento de mamíferos e 

tem um papel importante na eliminação de 

células danificadas, anormais ou que perderam 

a função (MEIER et al., 2000). Essa forma de 

morte celular já foi identificada em células do 

cumulus (KOLLE et al., 2003), oócitos (ROTH 

e HANSEN, 2004a) e embriões (PAULA-

LOPES e HANSEN, 2002ab). 

Dessa forma, a caracterização e a 

manipulação dos mecanismos envolvidos na 

indução de apoptose oocitária após o estresse 

térmico, representam alternativas para 

minimizar os efeitos negativos da temperatura 

elevada sobre a capacidade reprodutiva de 

fêmeas bovinas o que pode se repetir em outras 

espécies como a ovina. 

O objetivo do estudo foi avaliar o 

efeito dos períodos seco e chuvoso na 

maturação nuclear e na indução da morte 

celular por apoptose em oócitos da espécie 

ovina. 

 

Material e Métodos 

Foram utilizados ovários de ovelhas 

mestiças com idade variando de 12 a 46 meses, 

colhidos no abatedouro Suimax, localizado na 

Região Metropolitana do Recife (RMR) 

(latitude 08° 03' 14'' S, longitude 34° 52' 52'' 

W). A temperatura ambiente, mínima e 

máxima, na seca (Outubro/2007 a 

Março/2008) foi de 23 e 33º C e na chuvosa 

(Abril a Setembro/2008) de 18 e 31° C, 

respectivamente. A pluviosidade mensal média 

dos cinco pontos de medição na RMR foi de 

87,54mm durante o período seco e de 268,92 

mm durante o período chuvoso (APAC, 2013). 

A umidade relativa média do ar foi de 71% no 

período seco e 85% no período chuvoso 

(INMET, 2009).  

Os ovários foram transportados para 

o Laboratório de Biotécnica da Reprodução do 

Departamento de Medicina Veterinária da 

Universidade Federal Rural de Pernambuco, 

em solução fisiológica contendo 30μg mL
-1

 de 

sulfato de gentamicina a 30º C até duas horas 

após o abate.  

Os oócitos foram recuperados de 

folículos de 2 a 6 mm. O conteúdo folicular foi 

lavado em meio contendo 8,0 mg de 

bicarbonato de sódio, 45,0 mg de glicose, 5,6 

mg de piruvato de sódio, 11,9 mg de HEPES, 

2,5 mg de sulfato de gentamicina e 20,0 mg de 

álcool polivinílico em 50 mL de Sp-TALP.  

Os oócitos foram selecionados como 

descrito por Gonçalves et al. (2008) e lavados 

três vezes no meio de colheita. Em seguida, os 

oócitos foram maturados no meio TCM 199 

contendo 10% de soro fetal bovino (SFB), 50 

μg mL
-1

 de piruvato de sódio, 2,6 mg mL
-1

 de 

bicarbonato de sódio, 50 μg mL
-1

 de sulfato de 

gentamicina, 20 μg mL
-1

 de FSH/LH (Pluset
®
) 

e 1 mg mL
-1

 de álcool polivinílico] sob óleo de 

parafina com atmosfera úmida contendo 5% de 

CO2 a 39º C durante 24 horas.  

Foi utilizado o modelo de estresse 

calórico descrito por Al-Katanani et al. (2002) 

para demonstrar o efeito do período do ano na 

capacidade de desenvolvimento dos oócitos. 

Neste modelo, os ovários foram colhidos de 

ovelhas nos períodos seco (Outubro a Março) e 

chuvoso (Abril a 
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Setembro). O índice de temperatura e umidade 

de cada mês foi calculado com base nos dados 

climáticos obtidos das estações metereológicas 

(INMET) estaduais. Os ovários foram 

classificados de acordo com o número de 

folículos e os oócitos foram processados 

separadamente em todos os experimentos.  

Oócitos imaturos colhidos foram 

desnudados e inicialmente processados para 

determinação da atividade das enzimas 

Caspases do grupo II com o reagente 

PhiPhiLux-G1D2 (Oncoimmunin
®
). Após a 

avaliação das Caspases, os oócitos foram 

fixados em uma solução de 4% de 

paraformaldeído por uma hora e armazenados 

em solução de 100 µL de “Phosphate-Buffered 

Saline” (PBS) com 1 mg mL
-1

 de 

“polivinilpirrolidona” (PVP) a 4° C até a 

realização do ensaio “terminal 

deoxynucleotidyl transferase-mediated dUTP 

nick end labeling” (TUNEL) (Paula-Lopes e 

Hansen 2002a; Roth e Hansen, 2004a). 

Parte dos oócitos maturados foi 

desnudada individualmente para determinação 

da atividade das enzimas Caspases do grupo II 

(PhiPhiLux-G1D2) e fragmentação de DNA 

(TUNEL) como descrito acima. Outra parte 

dos oócitos foi desnudada no Vortex
®
, 

colocados entre lâmina e lamínula e fixados 

em etanol e ácido acético (3:1) por 12 horas e, 

posteriormente, corados com orceína acética a 

1%, sob aumento de 1000x para avaliação da 

maturação nuclear. Após a coloração, os 

oócitos foram classificados como não definido 

(N.D. - oócitos onde não era possível 

identificar a fase da meiose); degenerado 

(Deg.); vesícula germinativa (V.G. - núcleo 

definido, com ou sem nucléolo, sem 

condensação da cromatina); rompimento da 

vesícula germinativa (R.V.G. - final da Prófase 

I com condensação da cromatina ou 

Diacinese); metáfase I (MI - cromossomos já 

condensados formando a placa equatorial ou 

início da formação da mesma); anáfase I (AI - 

início da migração dos cromossomos para os 

pólos da célula com fibras do fuso aparentes); 

telófase I (TI - cromossomos já nos pólos, com 

fibras do fuso aparentes) e metáfase II (MII - 

cromossomos formando a placa equatorial com 

o primeiro corpúsculo polar exteriorizado).  

A análise estatística foi realizada 

através de análise de variância pelo método 

dos quadrados mínimos. Os resultados foram 

expressos em média e desvio padrão. 

Considerando as medidas tratadas em 

percentuais procedeu-se o seguinte teste: 

comparação de variâncias, pelo teste F ao nível 

de significância de 5% (P < 0,05), equivalentes 

ou variâncias distintas (SAMPAIO, 2007).  

 

Resultados  

O número total de estruturas 

recuperadas no período seco foi de 1158 

oócitos e no chuvoso foi de 1151 oócitos, 

provenientes de 240 e 286 ovários, 

respectivamente. Houve um efeito negativo do 

período chuvoso sobre a qualidade dos oócitos 

recuperados com qualidade QI, II e IV (P < 

0,05). Apesar disso, a frequência de oócitos 

QIII foi semelhante entre os grupos (Tabela 1). 

Os oócitos maturados tiveram qualidade 

semelhante entre os períodos (P > 0,05). 

Também não foi verificada diferença (P > 

0,05) quando comparadas as taxas totais de 

maturação in vitro de oócitos nos período seco 

e chuvoso (Tabela 2).
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Tabela 1. Qualidade dos oócitos ovinos imaturos recuperados em dois períodos do ano 

Oócitos imaturos 

Períodos do ano  

Seco  

n / ( ± s) 

Chuvoso  

n / ( ± s) 

Qualidade I (QI) 175 / 14,58 ± 3,44
a
 145 / 12,08 ± 2,84

b
 

Qualidade II (QII) 232 / 19,33 ± 3,47
a
 250 / 20,83 ± 3,53

b
 

Qualidade III (QIII) 302 /25,16 ± 5,18
a
 371 / 30,91 ± 4,07

a
 

Qualidade IV (QIV) 265 / 22,08 ± 6,40
a
 479 / 39,91 ± 9,78

b
 

Total  974 / 100 1245 / 100 

Letras minúsculas diferentes nas linhas indicam diferenças significativas (P < 0,05) pelo teste F. n = número de oócitos,  

= média, s = desvio padrão.  

 

 

 

 

Tabela 2. Qualidade dos oócitos ovinos recuperados em dois períodos do ano e maturados in vitro 

(MIV) 

Oócitos maturados in vitro  

Períodos do ano  

Seco  

n / ( ± s) 

Chuvoso  

n / ( ± s) 

Qualidade I (QI) 144 / 12,00 ± 2,37
a
 154 / 12,83 ± 2,44

a
 

Qualidade II (QII) 252 / 21,00 ± 2,59
a
 238 / 19,83 ± 3,37

a
 

Qualidade III (QIII) 299 / 24,91 ± 3,42
a
 337 / 28,08 ± 2,06

a
 

Qualidade IV (QIV) 463 / 38,58 ± 6,82
a
 422 / 35,16 ± 10,14

a
 

Maturação in vitro (MIV) 763 / 59,66 ± 7,60
a
 801 / 63,83 ± 8,00

a
 

Total  1158 / 100 1151 / 100 

Letras minúsculas diferentes nas linhas indicam diferenças significativas (P < 0,05) pelo teste F. n = número de oócitos,  

= média, s = desvio padrão.  

 

Os oócitos submetidos a MIV e 

classificados como Deg., ND, VG, MI, TI e 

MII não foram afetados pelo período do ano (P 

> 0,05). No entanto, o índice de rompimento 

da VG foi maior na estação seca e AI foi maior 

no período chuvoso (P < 0,05) (Tabela 3). 
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Tabela 3. Efeito do período do ano sobre a maturação nuclear in vitro de oócitos ovinos 

Estádio da Maturação Nuclear  

Períodos do ano  

Seco  

n / ( ± s) 

Chuvoso  

n / ( ± s) 

Degenerados (Deg.) 59 / 8,75 ± 1,04
a
 73 / 9,12 ± 1,32

a
 

Não Definido (ND) 39 / 4,97 ± 2,32
a
 50 / 5,08 ± 2,46

a
 

Vesícula Germinativa (VG) 23 / 3,55 ± 1,93
a
 16 / 3,08 ± 2,14

a
 

Rompimento da Vesícula Germinativa (RVG) 58 / 8,93 ± 2,52
a
 23 / 2,25 ± 2,57

b
 

Metáfase I (MI) 29 / 5,08 ± 1,41
a
 19 / 3,85 ± 2,95

a
 

Anáfase I (AI) 15 / 2,96 ± 3,05
a
 34 / 5,25 ± 3,53

b
 

Telófase I (TI) 24 / 4,02 ± 2,25
a
 19 / 3,89 ± 2,76

a
 

Metáfase II (MII) 469 / 63,44 ± 5,38
a
 532 / 65,35 ± 4,64

a
 

Total  716 / 100 766 / 100 

Letras minúsculas diferentes nas linhas indicam diferenças significativas (P < 0,05) pelo teste F. n = número de oócitos,  

= média, s = desvio padrão.  

 

A atividade das Caspases não foi afetada 

pela estação do ano em oócitos imaturos (P > 

0,05), embora os oócitos recuperados no 

período seco tenham apresentado maior 

incidência de atividade de Caspases (Figura 1). 

A porcentagem de oócitos com fragmentação 

do DNA não foi afetada pelo período do ano 

(P > 0,05) tanto em oócitos imaturos como 

maturados (Figura 2). 

 

       
Figura 1: Efeito das estações seca e chuvosa na atividade das enzimas Caspases do grupo II 

em oócitos imaturos e maturados in vitro (MIV) da espécie ovina (P < 0,05) pelo 

teste F. 
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Figura 2: Efeito das estações seca e chuvosa na fragmentação de DNA (TUNEL) de oócitos 

imaturos e maturados in vitro (MIV) da espécie ovina (P < 0,05) pelo teste F. 

 

Discussão 

Os resultados obtidos na análise da 

maturação nuclear in vitro de oócitos logo 

após a MIV no período seco e chuvoso diferem 

dos resultados encontrados por Shirazi e 

Sadeghi (2007), mostrando que pode ocorrer 

uma grande variação na espécie, podendo 

sofrer influências genéticas, nutricionais e 

estacionais. As taxas de MII obtidas foram 

inferiores aos resultados obtidos por Shirazi e 

Sadeghi (2007), que obtiveram baixos 

percentuais de oócitos desnudos, e Carneiro 

(2008) pesquisando diferentes concentrações 

de IGF-1 nos meios de maturação. As maiores 

taxas de MII obtidas explicam-se, segundo 

Ledda et al. (2001) e Cecconi et al. (2008), 

pelo fato de que, em cultivo ocorre uma maior 

porcentagem de oócitos que completam a 

maturação devido à presença das células do 

cumulus, apresentando menores porcentagens 

de oócitos nas fases intermediárias da meiose, 

favorecendo a maturação oocitária em todas as 

espécies. 

Esta diferença pode ser atribuída à 

dinâmica folicular ovariana característica dos 

pequenos ruminantes, como citado por Vinoles 

et al. (2002), quando estudaram as 

particularidades do ciclo sexual de ovelhas. 

Desta forma, em qualquer fase do ciclo estral 

existem folículos em crescimento ou sofrendo 

atresia. A atresia dos folículos recrutados 

ocorre em função da diminuição da 

concentração plasmática de FSH conforme 

Adams et al. (1992), e Kruip e Boni (1994), 

que observaram a ação dos baixos níveis de 

estradiol intrafolicular induzem o 

aparecimento do folículo atrésico.  

A presença das células do cumulus é 

um fator importante na qualidade dos CCOs e 

benéfica para a obtenção de embriões após a 

FIV, pois oócitos desnudos têm uma taxa de 

clivagem baixa e qualidade inferior (FATEHI 

et al., 2005). Blondin e Sirard (1995) 

observaram em bovinos que a competência 

para o desenvolvimento embrionário in vitro 

somente foi afetada por altos níveis de atresia 

nas células do cumulus. Os oócitos com células 

do cumulus exibindo sinais médios de atresia 

tiveram taxas maiores de desenvolvimento 

embrionário que oócitos sem sinais de atresia. 

A expansão do cumulus é visível a partir de 12 

horas de maturação in vitro (SUTOVSKY et 

al., 1993). A presença considerável de 

glicosaminoglicanos nas células do cumulus 

impede a ação do estresse oxidativo dos 

radicais livres sobre os oócitos, evitando a 

redução na taxa de maturação e clivagem 

(LUVONI et al., 1996), e o choque térmico 

que bloqueia a síntese de proteínas 

(EDWARDS e HANSEN, 1997). 
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A condição fisiológica da doadora 

(peso, raça, idade e variação individual) tem 

merecido atenção em diversos estudos 

(VINOLES et al., 2002; FATEHI et al., 2005; 

Cecconi et al., 2008). Na avaliação da 

qualidade dos oócitos maturados, obteve-se 

uma taxa proporcional independente da 

estação, corroborando com Shirazi e Sadeghi 

(2007) e Cecconi et al. (2008), que obtiveram 

altas taxas de maturação em condições 

especiais de cultivo. Os CCOs de todas as 

classificações não diferiram na espécie 

independente da estação. A porcentagem de 

CCOs QI e QII obtidos foi pequena quando 

comparado com QIII e QIV, como encontrado 

por Chaves et al. (2009) onde concluíram que 

o diâmetro folicular não exerce influência 

sobre a qualidade do complexo cumulus 

oophorus recuperado de fêmeas ovinas no que 

aumenta a importância das células do cumulus. 

As mudanças apoptóticas 

desenvolvidas por alguns oócitos expostos a 

altas temperaturas ambientais evidenciam que 

alguns destes oócitos apresentam melhores 

condições de sobrevivência a estas alterações. 

Estas agressões do ambiente desenvolvem 

componentes inter e intracelulares que definem 

se um oócito pode reagir (ROTH e HANSEN, 

2004b). Tatemoto et al. (2000) estudando 

oócitos suínos observaram que as células do 

cumulus parecem ter um papel fundamental na 

proteção contra apoptose induzida por estresse 

oxidativo. Edwards e Hansen (1996) 

concluíram que estas células fornecem 

termoproteção para oócitos bovinos e, talvez, a 

integridade e a função dos complexos cumulus 

oophorus possam afetar a capacidade de 

sobreviver a uma maturação oocitária após 

choque térmico o que justifica que oócitos não 

maturados apresentam menos alterações que os 

maturados in vitro.  

Estes achados evidenciam que a 

temperatura ambiente dentro de intervalos 

fisiológicos pode ser um estímulo para a morte 

celular programada em oócitos mamíferos, 

corroborando com Roth e Hansen (2004b), que 

pesquisaram a competência do 

desenvolvimento de oócitos bovinos. Uma 

variedade de outras condições adversas 

também pode induzir a apoptose oocitária, 

incluindo a exposição às drogas 

quimioterápicas (PEREZ et al., 1997), 

radiações ionizantes (MORITA et al., 2000), 

estresse oxidativo (TATEMOTO et al., 2000) e 

criopreservação (MEN et al., 2003).  

No presente estudo, não foram 

observadas fortes mudanças morfológicas em 

associação com o aumento da atividade de 

Caspases. A fragmentação celular nos oócitos 

observadas por Van Blerkom e Davis (1998) 

não é sempre um resultado da ativação da 

caspase e, portanto, é possível que o choque 

térmico produzido pelo ambiente induza a 

atividade Caspase e a fragmentação nuclear 

sem induzir o complemento total de mudanças 

associadas com a apoptose celular 

independente da estação do ano. Entretanto, 

pesquisas adicionais com maior número de 

repetições em outras regiões são necessárias 

para validar estes resultados. 

 

Conclusão 

Os períodos seco e chuvoso do ano 

exercem influência sobre a maturação nuclear 

in vitro e na incidência de apoptose em oócitos 

ovinos.  
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