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The reproductive biotechnologies are important tools for conservation of domestic and
wild animal species, because they allow the recovery and future use of reproductive mate-
rial. The aim of this study was to evaluate morphological parameters of COCs of agoutis ob-
tained by slicing the ovary for using them in maturation and fertilization protocols in vitro
production of embryos. Seventeen female agoutis NEPAS, CCA-UFP], age and weight ave-
rage of 3.9 years and 2.16 kg, respectively, were underwent ovariossalpingohisterectomy.
The ovaries after dissected and weighed on a precision balance were sliced individually.
We proceeded the search and selection of COCs in stereomicroscope, which were identi-
fied and quantified by each ovary, and classified as to their morphology, by the quantity of
layers of cumulus cells and the cytoplasm into four degrees. It has been found that the tech-
nique of slicing ovarian possible to obtain agouti COCs with recovery of loads and varying
degrees of quality. There was no correlation between age and weight of animal ovaries, age
and the number of COCs obtained; between the weight of agoutis and weight of ovaries and
the number of COCs obtained.

INDEX TERMS: Ovarian slicing technique, oocytes, agoutis, Dasyprocta prymnolopha, rodent, cumu-

lus-oocytes complex (COCs), IVM.
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RESUMO.- As biotécnicas da reprodu¢do sdo importan-
tes ferramentas para conservacdo de espécies domésticas
e silvestres, pois permitem a recuperacdo e uso futuro de
material reprodutivo. O objetivo deste estudo foi avaliar
parametros morfologicos de CCOs de cutias, obtidos pela
técnica de fatiamento do ovario para utilizacdo em proto-
colos de maturagao e fecundagao na produgdo in vitro de
embrides. Foram utilizadas dezessete cutias fémeas do
NEPAS, CCA- UFPI, com idade e peso médios de 3,9 anos
e 2,16Kg, respectivamente, que foram submetidas a ova-
riossalpingohisterectomia. Os ovarios apds dissecados e
pesados em balanga de precisdo, foram fatiados individu-
almente. Procedeu-se a busca e selecio dos CCOs em es-
tereomicroscopio, os quais foram identificados e quantifi-
cados por cada ovario, além de classificados quanto a sua
morfologia segundo a quantidade de camadas de células do
cumulus e ao citoplasma em quatro graus. Verificou-se que
a técnica de fatiamento do ovéario possibilitou a obtencdo
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de CCOs de cutias, com recuperacdo de grande quantidade
e de variados graus de qualidade. Nao houve correlagoes
entre a idade dos animais e o peso dos ovarios; a idade e o
numero de CCOs obtidos; entre o peso das cutias e o peso
dos ovarios e o nimero de CCOs obtidos.

TERMOS INDEXADORES: Ovario, o6citos, cutias, Dasyprocta prym-
nolopha, roedor, complexos cumulus-o6cito (CCOs), MIV.

INTRODUCAO

As biotécnicas da reproducio sdo importantes ferramentas
para conservacdo de espécies silvestres visto que permi-
tem a recuperac¢do e o uso futuro de material reproduti-
vo, além de facilitar a troca de gametas entre populagdes,
evitando os efeitos negativos da endogamia, bem como as
incompatibilidades comportamentais entre individuos que
inviabilizam a reprodugdo natural. Entretanto, no contexto
da reproducio assistida, uma fonte de obtencdo de oécitos
é crucial para preservagdo de recursos genéticos, conser-
vacdo de espécies ameacadas, transgénese e clonagem,
por transferéncia nuclear, para propositos reprodutivos ou
para geracdo de células-tronco embrionarias para serem
utilizadas em medicina regenerativa. A obtenc¢do destas cé-
lulas constitui-se em um requisito importante tanto para
estudos basicos sobre reproducdo quanto para pesquisas
em técnicas de reproducao assistida, como a produgdo in
vitro de embrides. O sucesso dessa biotecnologia depende,
principalmente, da qualidade oocitaria que esta diretamen-
te relacionada a presencga das células do cumulus e as pe-
culiaridades dos métodos de recuperagdo dos complexos
cumulus-odcito (CCOs).

Varias técnicas para obtencdo de CCOs podem ser utili-
zadas e possuem impacto consideravel sobre a quantidade
e amorfologia dos CCOs recuperados e, consequentemente,
sobre a competéncia no desenvolvimento odcitario (Bols et
al. 1997). 0s CCOs podem ser obtidos da tuba uterina, logo
ap6ds a ovulagdo, sendo que neste caso, o processo de matu-
racdo oocitdria ja se iniciou in vivo, ou de foliculos pré-ovu-
latérios, imaturos e por vezes atrésicos, havendo necessi-
dade de ser realizada a maturacgdo oocitaria in vitro (Wani
2002). Os métodos de coleta mais comumente utilizados
para obtencdo de CCOs ainda ndo maturados sdo: aspiracdo
folicular, fatiamento do ovario (slicing) e curetagem da pa-
rede folicular (scraping). De acordo com Wani et al. (2000),
a técnica de slicing ovariano possibilita o acesso a foliculos
localizados profundamente dentro do cdrtex do ovario, re-
sultando na recuperacdo de maior quantidade de CCOs do
que o método da aspiragao folicular com agulha acoplada a
seringa, no qual ainda ha maior possibilidade de perda dos
mesmos. Assim, esta técnica tem grande aplicabilidade as
pesquisas por constituirem uma fonte abundante de CCOs
(Gibbons et al. 2008).

Ha procedimentos padronizados para coleta de CCOs
em varias espécies domésticas e silvestres, em roedores
de laboratoério (Nagy et al. 2002) e alguns ratos silvestres
(Martin-Coello et al. 2008), mas estes procedimentos nem
sempre podem ser aplicados as demais espécies, e isto, por
sua vez, gera a necessidade de desenvolvimento de técni-
cas de coletas adaptadas a espécie a ser trabalhada. Deste

modo, diante da escassez de informagdes sobre técnicas
para obtencdo de CCOs de cutias, com vista a utilizacdo na
producio in vitro de embrides, o objetivo deste trabalho foi
avaliar a técnica do fatiamento do ovario para a obtenc¢do
de CCOs de cutias, analisando parametros morfoldgicos,
além da quantidade e qualidade dos CCOs obtidos, bem
como a existéncia de correla¢des entre a idade e o peso das
cutias e o numero de odcitos obtidos.

MATERIAL E METODOS

0 estudo foi realizado no Centro de Ciéncias Agrarias (CCA) da
Universidade Federal do Piaui (UFPI), em Teresina, PI. Foram uti-
lizadas dezessete cutias fémeas oriundas do Nucleo de Estudos e
Preservacdo de Animais Silvestres (NEPAS) da UFPI (Registro de
Criadouro IBAMA n® 02/08 - 618), com idade e peso médios de
3,9 anos e 2,16 kg, respectivamente.

Inicialmente, as cutias foram submetidas a exame ultrassono-
grafico para excluir os animais gestantes do experimento. As féme-
as ndo gestantes foram alojadas em baias onde ficaram isoladas
dos machos durante todo o experimento. Os animais foram nova-
mente submetidos ao exame ultrassonografico 30 dias apds o pri-
meiro exame para confirmar o diagndstico negativo de gestagao.

Os animais receberam como alimentacdo ragdo comercial
peletizada (proteina bruta minima - 12%, extrato etéreo - 1,5%,
matéria fibrosa - 12%, matéria mineral - 13%, calcio - 1,3% e f6s-
foro - 0,4%), além de milho, frutas e verduras regionais da época
e agua ad libitum.

As cutias foram contidas manualmente com auxilio de puca
e entdo levadas ao Laboratério de Pesquisas Morfolégicas em Ci-
éncia Animal do CCA/UFPI, onde foram submetidas a aplicagio
da medicagdo pré-anestésica (meperidina 2mg/Kg, via intramus-
cular profunda). Apés 15 minutos foram aplicados 50mg/kg de
cloridrato de quetamina associados a 1mg/kg de cloridrato de
xilazina por via intramuscular para indugido anestésica. Poste-
riormente, foi realizada a tricotomia do abdémen da cutia seguida
da assepsia local com alcool a 70% e iodo povidona para que se
procedesse a ovariossalpingohisterectomia (OSH). Apds o proce-
dimento cirtrgico as cutias retornaram ao NEPAS, onde permane-
ceram isoladas dos demais animais e receberam medicagdo anti-
-inflamatdria (meloxicam 0,1mg/kg, via subcutanea) por 5 dias e
antibioticoterapia (enrofloxacina 10mg/kg, via subcutanea) por
7 dias.

Os ovérios foram cuidadosamente dissecados e pesados indi-
vidualmente em balanga de precisdo. Ap6s este procedimento os
ovarios foram transportados até o Laboratério de Biotecnologia
da Reproducdo Animal no CCA/UFPI, em tubo de centrifuga de
15 mL contendo 10 mL de solugdo salina tamponada com fosfato
(PBS) a temperatura de 37°C. Seguidamente, os ovarios foram fa-
tiados individualmente com lamina de bisturi em placa de petri de
100x15mm (TPP). Apds o fatiamento procedeu-se a procura e se-
lecdo dos CCOs em estereomicroscopio (Nikon SMZ 645). Os CCOs
foram identificados, quantificados por cada ovario e colocados no
meio de manutenc¢ido (TQC Holding Plus®) e classificados quan-
to a sua morfologia segundo a quantidade de camadas de células
do cumulus e ao citoplasma em quatro diferentes graus de acordo
com Leibfried & First, (1979).

Foi realizada a analise descritiva de todos os parametros ava-
liados (idade e peso do animal, peso dos ovarios direito e esquer-
do e nimero de CCOs obtidos nos ovarios esquerdo e direito, bem
como o numero total de CCOs por animal). Realizamos o teste t de
Student para as variaveis de peso dos ovarios e nimero de CCOs
dos ovarios direito e esquerdo. Para a avaliacdo da qualidade dos
CCOs, foi feita uma andlise de proporgao entre os diferentes tipos
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obtidos. A avaliagdo de correlagdes entre idade e peso do animal,
idade do animal e peso dos ovarios, idade do animal e nimero de
CCOs obtidos, peso do animal e peso dos ovarios, peso do animal e
numero de CCOs obtidos e peso dos ovarios e nimero de CCOs foi
feita pelo teste de correlagido de Pearson e teste t de Student para
testar a significancia das correla¢des. A analise estatistica foi rea-
lizada utilizando-se o programa “Statistical Analysis System” (SAS
2002) por meio dos procedimentos PROC MEANS, PROC TTEST,
PROC CORR, com P<0,01.

Todos os procedimentos realizados neste trabalho foram au-
torizados pelo Comité de Etica em Experimentagio Animal da
Universidade Federal do Piaui (protocolo n® 001/13 CEEA/PI) e
pelo Instituto Chico Mendes de Conservagdo da Biodiversidade
(ICMBio) por meio do Sistema de Autorizacdo e Informacdo em
Biodiversidade (SISBIO) de nimero de protocolo 36942-1.

RESULTADOS

As cutias apresentaram, em média, 3,9+1,2 anos e pesaram
2,1£0,3kg. Os ovarios direito e esquerdo pesaram, em mé-
dia, 74 e 75mg, respectivamente.

Os resultados da coleta de CCOs por fatiamento dos ova-
rios estdo apresentados no Quadro 1. Foi obtida uma média
de 8,5 CCOs por ovario, ou 17,0 CCOs por cutia. Nao foram
verificadas diferencas significativas entre os pesos dos ova-
rios direito e esquerdo (P>0,05); e também entre o nimero
de CCOs obtidos dos ovarios direito e esquerdo (P>0,05)
pelo teste t de Student a 5% de probabilidade.

Os CCOs de cutia obtidos apresentaram diferentes graus
de qualidade, sendo que aqueles que apresentaram cumu-
lus compacto presente, contendo mais de trés camadas de
células; o ooplasma com granulagdes finas e homogéneas,
preenchendo o interior da zona pelicida e de coloragio
marrom foram classificados como grau I (3,5%). Aqueles
CCOs que apresentaram cumulus compacto parcialmente
presente em volta do o6cito ou rodeando completamente o
o6cito, com menos de trés camadas celulares; o ooplasma
apresentava granulagdes distribuidas heterogeneamente,
estando mais concentradas no centro e mais claras na pe-
riferia ou condensadas em um s6 local aparentando uma
mancha escura, foram classificados como grau Il (6,2%). Os
CCOs com cumulus presente, mas expandido; o ooplasma
contraido com espaco entre a membrana celular e a zona
pelucida, preenchendo irregularmente o espago perivite-
lino foram classificados como grau III (68,2%). E os CCOs
sem cumulus foram classificados como grau IV (13,5%).
Foram também observados CCOs pequenos e de coloragido
escura com citoplasma irregular, que foram classificados
como degenerados (8,6%).

As correlacbes de Pearson entre as caracteristicas ava-
liadas foram em grande parte nio significativas (P>0,01),
positivas e de alta a média magnitude (Quadro 2).

A idade das cutias apresentou correlagdo positiva sig-
nificativa apenas com o peso do animal (0,66). Nao foram
observadas correlacdes significativas entre a idade do ani-
mal e o peso dos ovarios e nem entre a idade do animal e o
nimero de CCOs obtidos.

Com relacao aos pesos das cutias, ndo foram observadas
correlacgdes significativas entre o peso da cutia e o nimero
CCOs obtidos. Entre o peso da cutia e o peso dos ovarios
foi possivel observar, que apesar de ndo significativa, existe
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Quadro 1. Peso e idade das cutias (Dasyprocta prymnolopha),
peso dos ovarios e nimero de CCOs obtidos

Animal Idade Peso Peso Peso N.CCOs N.CCOs Total de
cutia cutia 0D OE oD OE  CCOs/ ovario
(anos) (Kg) (mg) (mg) de cutia
1 4,6 2,1 103 64,3 16 16 32
2 6,0 2,3 822 938 17 10 27
3 3,1 21 718 951 17 9 26
4 51 24 940 526 6 5 11
5 2,8 1,7 551 85,2 22 6 28
6 3,1 2,3 449 40,7 5 12 17
7 4,5 2,3 404 356 3 6 9
8 5,0 2,2 108,55 98,8 12 4 16
9 2,8 2,3 13,4 185 2 1 3
10 3,2 21 566 48 5 8 13
11 4,7 2,2 689 65 10 9 19
12 4,5 2,2 659 825 6 10 16
13 1,2 1,1 996 853 1 1 2
14 3,0 2,1 953 819 6 11 17
15 3,6 2,3 78,0 83,6 7 11 18
16 4,4 2,1 922 1214 6 9 15
17 52 2,2 94,8 1223 11 9 20
Totais - - - - 152 137 289
Médias 3,9 2,1 74 75 89 8,0 17
Desvios- 1,2 0,3 26 29 6,0 3,8 8,2
padrdo
CV (%) 307 142 387 673 481 48,42
Erro-padrao 0,2 0,1 6,3 7,0 1,4 0,9 1,9

Quadro 2. Estimativas dos coeficientes de correlacio de
Pearson entre a idade e o peso das cutias (Dasyprocta
prymnolopha), idade e peso dos ovarios, idade e niimero
de CCOs obtidos, peso dos animais e peso dos ovarios, peso
dos animais e nimero de CCOs obtidos e pesos dos ovarios
direito e esquerdo e niimero de CCOs obtidos por fatiamento
dos ovarios direito e esquerdo de cutias

Peso corporal PT NOD NOE TO
Idade  0.6642** 0.2843»  0.3159™ 0.3455m 0.3942m
PESO 1 -0.2449™  0.0046™ 0.3743" 0.1798"
POD 0.9132***  (0.2359™ 0.2326™ 0.2823"
POE 0.9311**  0.4244" 0.1854r 0.3981"
PT 1 0.3635" 0.2251" 0.3722"
NOD 1 0.3503" 0.8972%**
NOE 1 0.7279%%*
TO 1

POD = Peso ovario direito; POE = Peso ovario esquerdo; PT = Peso Total;
NOD = Numero de CCOs OD; NOE = Nimero de CCOs OE; TO = total de
CCOs/cutia; Mediaoo = Média de CCOs/ovario. ** P<0,01; *** P<0,001; ™
= ndo-significativo. Teste t de Student.

uma relagdo negativa entre eles. Os pesos ovarianos direito
e esquerdo ndo apresentaram correlacdo significativa com
o numero de CCOs obtidos dos ovarios direito e esquerdo,
respectivamente.

DISCUSSAO

A média de CCOs obtida neste trabalho mostrou-se supe-
rior ao nimero de CCOs obtidos, também por fatiamento
do ovério, em chinchilas (Aiudi et al. 2007).

De acordo com Wani et al. (2000), a técnica de fatia-
mento do ovario possibilita o acesso a foliculos localizados
profundamente dentro do cortex do ovario, resultando na
recuperacdo de maior quantidade de CCOs do que o méto-
do da aspiragao folicular com agulha acoplada a seringa, no
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qual ainda ha maior possibilidade de perda dos mesmos.
Entretanto, neste estudo em cutias observou-se que a mé-
dia obtida para recuperagio de CCOs por fatiamento do
ovario foi semelhante a mostrada por Martin-Coello et al.
(2008) em M. spretus (19,3), superior a obtida também por
estes autores em M. spicilegus (11,2) e inferiores a média
obtida em M. musculus (25,7). Entretanto, apesar de obter
médias superiores naquele trabalho, as trés espécies do es-
tudo foram submetidas a tratamento hormonal anterior, o
que provavelmente estimulou o desenvolvimento folicular
e gerou uma maior média de CCOs obtidos. Neste experi-
mento os autores verificaram ainda que a média de CCOs
obtida por aspiracdo folicular foi maior que a média de
oodcitos obtidos da tuba uterina apds a superovulagio nas
trés espécies trabalhadas.

No que diz respeito as caracteristicas dos ovarios das
cutias, foi possivel verificar que os resultados obtidos se
aproximam aos encontrados por Guimaraes, Matos & Vale
(1994) e por Almeida et al. (2003) para a cutia, e aos de
Matamoros (1981) para a paca, mas sao inferiores aos ex-
postos por Weir (1971), que encontrou um peso médio de
0,207 g, para a cutia.

Embora a aparéncia nio assegure a capacidade dos
CCOs de se desenvolverem in vitro, este parametro morfo-
légico serve como indicador de sua viabilidade. Isso por-
que os CCOs dependem do suporte adequado das células
do cumulus, que tém ligacdo direta com o ooplasma, per-
mitindo o transporte de nutrientes e sinais que controlam
o metabolismo e a maturagdo nuclear e citoplasmatica
(Hirsfield 1991). Desta forma, a avalia¢do visual quanto a
compactacdo, quantidade e aparéncia das células do cumu-
lus e uniformidade do citoplasma tem sido utilizada como
meio de selecionar CCOs e classifica-los qualitativamente
(Pavlok et al. 1992, Moreno et al. 1993, Costa et al. 1997).

Em estudos com bovinos, Costa et al. (1997) observa-
ram que a maior porcentagem de CCOs obtidos apds aspi-
racio folicular foram aqueles que apresentavam corona ra-
diata intacta e mais de trés camadas compactas de células
do cumulus-odcito, classificado no nosso estudo como grau
I. A diferenca observada entre os dois estudos deve-se as
diferentes fases do ciclo estral em que os animais encon-
travam-se no momento dos experimentos, visto que alguns
estudos indicam que a progesterona plasmatica afeta a
qualidade oocitaria (Hendriksen et al. 2004, Pfeifer et al.
2009, Pfeifer et al. 2011) pois odcitos coletados na fase tar-
dia de diestro sdo mais competentes que aqueles coletados
no inicio do diestro ou na fase folicular do ciclo estral, onde
a concentragdo de progesterona é mais baixa (Machatkova
etal. 1996, 2004).

Os resultados obtidos neste trabalho diferem dos obti-
dos por Reis etal. (2006), que observaram que o nimero de
CCOs produzidos foi diretamente proporcional a idade das
vacas. Estes autores estudaram também os efeitos da idade
das vacas na qualidade dos CCOs e relataram que ha uma
correlacdo positiva entre estes parametros até os 7-8 anos,
come¢ando a baixar a partir desta idade. Assim, tal diferen-
caverificada entre os estudos pode dever-se, em parte, pela
diferenca dos intervalos de idade das espécies estudadas,
bem como pelas diferencas fisioldgicas entre as mesmas.

A auséncia de correlagio entre os pesos ovarianos direi-
to e esquerdo e o niumero de CCOs obtidos dos ovarios di-
reito e esquerdo, observada neste estudo, difere do obser-
vado para outras espécies, como demonstrado em bovinos
havendo maior correlagdo do peso ovariano com o total de
CCOs (Fernandes et al. 2001).

CONCLUSOES

Assim, é possivel concluir que, a técnica de fatiamento
do ovario é viavel para obtencdo de CCOs de cutias, per-
mitindo a recuperacdo de grande quantidade de CCOs, de
variados graus de qualidade.

Analisando as correlagdes entre a idade dos animais e o
peso dos ovarios, a idade e o niumero de CCOs obtidos, bem
como entre o peso das cutias e o peso dos ovarios e o nud-
mero de CCOs obtidos, ndo houve diferencas significativas.
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