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RESUMO - A preservagao de material genético e
a aplicagao de biotécnicas reprodutivas tém sido
sugeridas como método auxiliar na preservagao
de espécies. No presente estudo, ovécitos de
gatas domésticas foram submetidos a maturagao
in vitro (MIV) com intuito de estabelecer um
protocolo eficaz para a o uso posterior em felinos
selvagens. Um total de 808 ovdcitos (390 grau l e
418 grau ll) foi coletado de ovarios de 43 gatas,
com uma média aproximada de 9 ovécitos de cada
categoria por animal. Uma amostra de 156
ovécitos foi corada com fluor6foro especifico para
DNA, verificando o estagio meiotico. No total, 70%
dos ovécitos atingiram Metafase Il, sendo
considerados maduros. A taxa média de
maturagao dos ovocitos grau | (74£3%) foi maior
(p<0,05) do que a dos grau Il (67+3). Conclui-se
que os protocolos utilizados foram eficientes e a
MIV de ovécitos de gata doméstica pode ser
utilizada em nosso laboratério como referéncia
para estudos com felinos selvagens.
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ABSTRACT - The establishment of genome
resource banks and the application of assisted
reproduction has been proposed as auxiliary tools
for preserving endangered species. In this study
domestic cat oocytes were matured in vitro (IVM)
as a model for defining efficient protocols for wild
felid species. A total of 808 oocytes (390 grade |
and 418 grade Il) were collected from 43 domestic
cat ovaries, with a mean number of 9 oocytes, per
category, per animal. To assess the meiotic cycle
phase, 156 oocytes were stained with DNA specific
marker. Overall, 70% of the oocytes were
considered mature (Metafase IlI). The mean
maturation rate for oocytes grade | (74+3%) were
higher (p<0.05) than that for oocytes grade Il
(67+3). In conclusion, the described protocols were
effective and domestic cat IVM can be used in our
laboratory as a control for studies in wild felids.
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Introducao

A busca de estratégias para a preservagao de
espécies em extingao tem impulsionado a comunidade
cientifica a pesquisar alternativas para a preservagao
de material genético, com intuito de formagéo de bancos
de genoma (WILDT e ROTH, 1997; SWANSON et al.,
2003). Entre os diferentes tipos de tecidos e/ou células
armazenados estdo os gametas. Para os felinos
selvagens Sul-Americanos, SWANSON et al. (2003)
iniciaram um banco de genoma com amostras
congeladas de sémen e, posteriormente, produziram
76 embrides de jaguatirica e 52 embrides de gato-do-
mato-pequeno que foram criopreservados para
transferéncia posterior (SWANSON e BROWN, 2004).

Em paralelo aos bancos de genoma, esté a aplicagao
das biotécnicas reprodutivas em felinos, incluindo a
maturacao e fecundagao in vitro de ovécitos, a injecao
espermatica intracitoplasmatica, a criopreservagao de
foliculos, ovocitos, sémen e embrides, com subsequente
transferéncia embrionaria (GOODROWE, 1992; WILDT
e ROTH, 1997; FARSTAD, 2000).

O presente estudo teve como objetivo maturar
ovocitos provenientes de ovarios de gatas domeésticas
com a finalidade de estabelecer um protocolo para a
maturagéo in vitro de ovécitos de felinos em nosso
laboratorio e, assim, poder extrapolar a aplicagcao desta
técnica para espécies de felinos selvagens.

Materiais e Métodos

Todos os reagentes, corantes, meios de cultivo e
suplementos utilizados no presente estudo, exceto
quando especificados, foram adquiridos da Sigma-
Aldrich. Os meios de cultivo e solugdes estoque foram
preparados com agua ultrapura (Sistema Puritech —
Permution, E.J. Krieger & Cia Ltda), em vidraria estéril,
sendo, a segquir, filtrados (Sterifil 47 mm, 22mm,
Millipore) e transferidos em aliquotas, para frascos
estéreis, sob capela de fluxo laminar.

Coleta dos ovicitos e maturagdo in vitro: Como fonte
de ovécitos para os ensaios de maturagao in vitro foram
utilizados ovarios de gatas domésticas adultas
submetidas a ovariohisterectomia em clinicas
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veterindrias particulares e hospitais veterinarios de
Curitiba-PR. Os ovarios foram transportados ao
laborat6rio em solugédo salina tamponada contendo
sulfato de estreptomicina (0,05 g.L") e sal sédico de
penicilina G (0,05 g.L"). Como recomendado, a coleta
dos ovacitos foi feita dentro do intervalo maximo de seis
horas apdés a cirurgia (COMIZZOLI, WILDT e
PUKAZHENTHI, 2003; SPINDLER e WILDT, 1999b),
sendo que 80% das coletas ocorreram em
aproximadamente trés horas apds a intervencao
cirdrgica.

Com excecdo de pequenas modificagdes, a
maturagao in vitro dos ovocitos foi realizada conforme
descrito por ROTH et al. (1995), SPINDLER e WILDT
(1999b) e COMIZZOLI, WILDT e PUKAZHENTHI
(2003). Resumidamente, os ovarios foram colocados
em placas de Petri de 35 mm contendo meio essencial
minimo de Eagle com sal de Hank e L-glutamina
(HMEM), suplementado com albumina sérica bovina (4
g.L"), acido hidroxietil piperazina etanosulfénico
(HEPES; 6 g.L"), sulfato de estreptomicina (0,05 g.L ")
e sal sodico de penicilina G (0,05 g.L"). A seguir, foram
submetidos a varias incisdes com auxilio de uma lamina
de bisturi estéril para liberagdo dos complexos cumulus-
ovécitos (COCs). Sob ampliagao de 32 vezes em
estereomicroscopio e com auxilio de micropipeta de
vidro (confeccionada a partir de um tubo capilar de
microhematécrito aquecido em lamparina e esticado
manualmente) os COCs foram selecionados e
transferidos para outra placa contendo gotas de 100 ml
de meio HMEM.

Numa primeira etapa, foram selecionados os
COCs com citoplasma escuro e homogéneo, sem
vacuolos citoplasmaticos e totalmente envolvidos por
no minimo duas camadas de células cumulus,
denominados COCs grau | (WOOD e WILDT, 1997;
COMIZZOLI, WILDT e PUKAZHENTHI, 2003). Os
COCs grau | foram lavados trés vezes, por meio de
passagem em trés gotas de meio HMEM, seguida
de passagem em trés gotas de meio de maturagéo
(meio essencial minimo de Eagle com sal de Earle e
bicarbonato de sédio - EMEM, suplementado com
L-glutamina (0,292 g.L"), albumina sérica bovina (4 g.L "),
sulfato de estreptomicina (0,05 g.L"), sal sédico de
penicilina G (0,05 g.L"), piruvato (11 g.L"), horménio
foliculo estimulante (FSH, 2 mg.ml*'; (Folltropin V,
Vetrepharm Inc Canad4), horménio luteinizante (LH,
2 mg.ml"; Lutropin V, Bioniche Animal Health Canada
Inc) e b-Estradiol (2 mg.ml'). Apds isso, grupos de
10 a 20 COCs foram colocados em gotas de 100 ml
de meio de maturagao cobertas com 6leo mineral
lavado, ambos previamente equilibrados em
temperatura de 37°C, atmosfera com 5% de CO,
em ar e maxima umidade, sendo incubados por 24
horas. Todo o processo entre incisao do ovario e
colocagao dos COCs grau | na incubadora levou
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entre 5 e 10 minutos.

Apoés esta etapa, foram coletados os COCs com
citoplasma de coloragao mais clara ou com presenca
de vacuolos, ou entdo que apresentavam falhas
discretas nas camadas de células cumulus, classificados
como COCs grau Il. Foi dispensado o0 mesmo
tratamento aplicado aos COCs grau | quanto a lavagem
e incubagao.

Remocgéo das células do cumulus: Apbés 24 horas
de incubagao, os COCs foram colocados em placa de
Petri de 35 mm de didametro contendo meio HMEM com
hialuronidase (0,4%; formula magistral), incubados a
37°C por 5 minutos (BYERS et al., 1994) e pipetados
repetidas vezes para remover as células do cimulus
aderidas a zona pelucida. Foram, a seguir, lavados em
HMEM sem hialuronidase para remover os debris das
células do cumulus.

Avaliagdo da maturagéo in vitro: Apds a remogao
das células do cumulus, os ovécitos foram fixados
em 500 ml de paraformaldeido (2%) e Triton-X
(0,04%) por 45 minutos a 37°C (SPINDLER e WILDT,
1999b; RINGLEB, ROHLEDER e JEWGENOW,
2004). Na seqUéncia, foram corados com um
fluoréforo especifico para DNA (bisbenzimida H
33342 - HOECHST; 5 mg.ml'") em 500 ml de meio
HMEM por 10 minutos a 37°C e montadas as laminas
para avaliagdo em microscépio de fluorescéncia. O
estagio do ciclo meiético, foi visualizado e foram
considerados maduros os ovécitos em metafase |l
(SPINDLER e WILDT, 1999b).

Anélise Estatistica: Os dados foram submetidos a
andlise descritiva, calculando-se a média e erro padrao
da média para as variaveis estudadas. Diferencas
significativas entre os valores médios obtidos, de acordo
com a categoria dos ovécitos (Grau | ou Grau ll), foram
detectadas por teste t de Student, para um alfa de 5%.

Resultados

Um total de 86 ovarios foi processado em todos
os experimentos, dos quais foram coletados 390
ovocitos classificados como grau | (39,2%) e 418
como grau Il (42%). Do total de 808 ovécitos
submetidos a maturagao in vitro, uma amostra de
19% (156 ovécitos) foi utilizada para avaliagdo da
taxa de maturagao. Os demais ovocitos maturados
nao foram fixados por terem sido utilizados em
experimento paralelo de avaliacdo de sémen
criopreservado (BAUDI, 2005). A taxa média geral
de maturacgédo foi de 70% e os valores médios, por
categoria de ovécito, bem como o nimero médio
de ovocitos por animal, sdo apresentados na
TABELA 1.
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TABELA 1 —NUMERO DE O\/OCITOS COLETADOS DE OVARIOS DE GATAS DOMESTICAS (n=43) E TAXA DE
MATURACAO MEDIA (+ EPM) PARA OVOCITOS GRAU | E II.

Ovécitos Grau |

Ovécitos Grau |l

N? ovdcitos coletados 390 (39%) 418 (42%)

N2 ovécitos /gata 91+1,4°2 9,7+1,4%

Percentual de maturagao in vitro * 74+3,4°% 67 £3,3°
(73) (83)

ab — | etras diferentes indicam valores estatisticamente diferentes para p<0,05.

* Foram considerados maduros os ovécitos em metafase |l

Discussao

Os felinos apresentam, em geral, ovulagao reflexa
e, 24 a 48 horas apos o acasalamento, os ovécitos sdo
liberados como ovécitos secundarios em metéafase |l
(FARSTAD, 2000). Em condi¢bes de maturacéo in vitro,
amaioria dos ovocitos atinge a metafase Il em 24 horas
de incubacdo (WOLFE e WILDT, 1996). Entretanto,
para se alcangar a maturagao, os meios e condi¢des
de cultivo devem proteger os ovécitos de lesdes
oxidativas enquanto a adicdo de horménios ao meio
deve preservar a interagado entre as células cimulus e
0 ovécito, criando o nivel de AMP ciclico intra-ovocitario
ideal para a primeira divisdo meiética ocorrer (LUVONI
e CHIGIONI, 2004).

Neste estudo, tanto o tempo de cultivo de 24 horas
bem como os meios de cultivo utilizados permitiram obter
taxas de maturacao similares as descritas na literatura. A
taxa de maturagdo de 70% encontrada para todos os
ovécitos avaliados, é um valor intermediario entre os
valores encontrados por SPINDLER E WILDT (1999a,b)
e por RINGLEB, ROHLEDER e JEWGENOW (2004),
com variagao entre 65% e 77,3%. Percentuais inferiores
(44,68%) em gatas adultas, foram relatados por LOPES
(2002) que também referiu uma taxa de coleta de 42,3
COCs por gata, um numero considerado elevado por
animal, incluindo possivelmente COCs em estagios
menos desenvolvidos, o que pode comprometer a taxa
média de maturagao.

Segundo WOOD et al. (1997), o critério morfolégico
de selegcdo dos COCs promove a selegao de
populagbes aparentemente homogéneas, porém que
podem ter alta heterogeneidade funcional, podendo
incluir foliculos parcialmente atrésicos. Parte dos
ovocitos Grau Il obtidos no presente estudo ja poderiam
estar nesta condicado atrésica, o que implicaria em
menores taxas de maturagdo em relagao aos ovécitos
Grau |, como observado. Outro fator evolvido nesta
menor taxa de maturagado pode ter sido o tempo
despendido desde a remogao dos COCs até o inicio da
incubacéo, o qual deve ser o menor possivel, e neste
estudo foi maior para os ovégitos Grau Il. Por estas
razdes, em estudos de fertilizagao in vitro, normalmente,
apenas os ovocitos Grau | sdo selecionados
(COMIZZOLI, WILDT e PUKAZHENTHI, 2003;
RINGLEB, ROHLEDER e JEWGENOW, 2004).

Quanto ao numero de COCs Grau | e Il coletados
por ovario, 0 nimero médio aqui encontrado esta de
acordo com os valores reportados, porém numeros

expressivamente mais altos (LOPES, 2002) ou mais
baixos (COMIZZOLI, WILDT e PUKAZHENTHI, 2003;
SPINDLER e WILDT, 1999a) sdo também relatados.
Diferengas no critério de sele¢do adotado € uma das
principais justificativas para estas diferencas
(FREISTEDT, STOJKOVIC e WOLF, 2001). OQutros
fatores implicados incluem a sazonalidade reprodutiva,
idade e estado nutricional da fémea. Como as gatas
sdo poliéstricas sazonais, com atividade sexual durante
0s meses de dias longos, uma redugao significativa no
nuamero e qualidade dos ovécitos coletados fora da
estacdo reprodutiva foi observada por SPINDLER e
WILDT (1999a). Do mesmo modo, em fémeas pré-
puberes o0 nimero médio de ovdcitos por ovario € menor
(LOPES, 2002). Por outro lado, SWANSON et al.
(2002), em estudo com fémeas de jaguatirica e gato-
do-mato-pequeno, observaram uma maior qualidade
dos ovécitos obtidos por aspiragdo laparoscépica e
também um maior indice de fertilizagao in vitro quando
0s animais eram mantidos sob dieta com suplementagao
vitaminica e mineral adequadas.

Apenas fémeas adultas e saudaveis foram utilizadas
no presente estudo, porém n&o foram obtidas
informagdes precisas quanto a idade e estado nutricional
dos animais. Além disso, a coleta dos ovocitos
concentrou-se nos meses de primavera e verao, periodo
favoravel para a reproducao em felinos. Desse modo,
apesar das muitas variaveis envolvidas, nao houve
alteracado significativa nas taxas de maturacéo dos
ovécitos das diferentes doadoras (dados n&o incluidos).
E importante destacar que um nimero similar de
ovocitos Grau | e Il foram obtidos dos ovarios de todas
as doadoras e que, apesar da menor taxa de maturagao,
os ovacitos Grau Il apresentaram competéncia funcional
similar a dos ovdcitos Grau Il em testes in vitrode ligagao
espermatica a zona pellcida, tanto para sémen de gato
doméstico como de espécies selvagens (BAUDI, 2005).

Conclusao

Com base nas condicdes experimentais aqui
descritas e nos resultados obtidos, conclui-se que os
protocolos utilizados foram eficientes para a colheita,
classificagdo e maturagao in vitro de ovocitos de gatas
domésticas. Fémeas adultas, saudaveis e durante a
estacao reprodutiva podem fornecer cerca de 10
ovacitos de alta qualidade (Grau I) por animal, dos quais
pelo menos 70% podem atingir o estagio de meiose Il e
serem utilizados em ensaios de fertilizagéo in vitro. Um
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nuamero similar de ovécitos Grau Il pode ser obtido
também de cada fémea, os quais apresentam uma
menor taxa de maturacdo, porém representam um
material valioso para estudos da fungdo espermatica
de felinos. Finalmente, ainda que os protocolos nao
possam vir a ser extrapolados diretamente para o uso
em espécies selvagens, os dados obtidos neste
experimento permitirdo o uso da maturagao in vitro de
ovocitos de gata doméstica como pratica de rotina em
nosso laboratério, servindo como valores de referéncia
e de controle de qualidade dos protocolos para os
estudos com fémeas selvagens.
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