Ny

Rev. Bras. Reprod. Anim., Belo Horizonte, v.3, n.41, p.688-690, jul./set. 2017. Disponivel em www.cbra.org.br

Obtencao de odcitos post mortem em Leopardus tigrinus Schreber, 1775 — Relato de Caso
Obtention of post mortem oocytes in Leopardus tigrinus Schreber, 1775 - Case Report
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Resumo

Entre as varias técnicas utilizadas para a preservagdo ¢ manejo de espécies selvagens, as biotécnicas
aplicadas a reprodugdo sfo apresentadas como alternativas promissoras na conservacdo do germoplasma de
espécies ameagadas, além de fornecer dados cada vez mais detalhados sobre a fisiologia reprodutiva dessas
espécies. O presente relato pretende demonstrar a aplicabilidade da técnica de fatiamento ovariano (slicing) na
recuperagdo de oodcitos post mortem em um exemplar de gato-do-mato-pequeno (Leopardus tigrinus) vitima de
atropelamento, observando a quantidade de odcitos e seus respectivos graus morfoldgicos para uma possivel
maturacdo celular. Um total de 88 odcitos foram coletados e estes foram classificados em trés graus de acordo
com sua conformacdo. A técnica de corte de ovario foi vidvel para a recuperacdo de odcitos na espécie e
apresentou um niimero consideravel de coleta com ovarios em 6timo estado de conservagdo, no entanto, sugere-
se a realizagdo de estudos adicionais para obter dados complementares.
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Abstract

Among the various techniques used for the preservation and management of wild species, biotechniques
applied to reproduction are presented as promising alternatives in the conservation of the germplasm of
endangered species, as well as providing increasingly detailed data on the reproductive physiology of these
species. The present report intends to demonstrate the applicability of the slicing technique in the recovery of
postmortem oocytes in a small leopard (Leopardus tigrinus), a victim of trampling, observing the amount of
oocytes and their respective morphological degrees for possible cell maturation. A total of 88 oocytes were
collected and classified into three grades according to their conformation. The ovarian cutting technique was
feasible for the recovery of oocytes in the species and presented a considerable number of ovarian collection in
excellent condition, however, it is suggested to carry out additional studies to obtain complementary data.
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Introducao

O Leopardus tigrinus é a menor espécie de felino do Brasil. Possui porte e proporgdes corporais
semelhantes ao gato doméstico, com comprimento da cabega e corpo de 49,lcm (40 a 59,1 cm), membros
pequenos e proporcionais ao corpo, além de cauda longa, com comprimento de 26,4 cm (20,4 a 32 cm), o que
equivale a 60% do comprimento da cabeca e corpo. A massa corporal varia de 1,75 a 3,5 kg (média de 2,4 kg)
(Oliveira et al., 2010). Estima-se que nos proximos 15 anos, ou trés geragdes, ocorrerda um declinio de pelo
menos 10% desta populagdo, principalmente pela perda e fragmentagio de habitat causadas pela expansdo
agricola (Oliveira et al., 2013). Uma fonte de obtengdo de odcitos € crucial para a preservagdo de recursos
genéticos, conservagdo de espécies ameacgadas, transgénese e clonagem, por transferéncia nuclear, para
propositos reprodutivos ou para geragdo de células-tronco embriondrias para serem utilizadas em medicina
regenerativa (Ferraz et al., 2016). O sucesso dessa biotecnologia depende, principalmente, da qualidade oocitaria
que esta diretamente relacionada a presenga das células do cumulus e as peculiaridades dos métodos de
recuperagdo dos complexos cumulus-odcito (CCOs). O fatiamento ovariano (slicing) estd entre os métodos de
coleta comumente utilizados para obtengdo de CCOs ainda ndo maturados (Ferraz et al., 2016). A recuperagdo
folicular pode ser realizada post mortem ou depois de uma ovariectomia, podendo ser recuperados até ap6s 36
horas a partir dos ovarios armazenados eX Situ em meio fisiologico (Johnston et al., 1991). O presente trabalho
objetivou a obteng@o de odcitos através da técnica de fatiamento ovariano (slicing) observando a aplicabilidade
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de tal técnica em situagdes emergenciais como obitos inesperados, por exemplo, onde a preservacdo de material
genético ¢ crucial, quantificando e qualificando os odcitos coletados em ovarios post mortem de uma fémea de
Leopardus tigrinus vitima de atropelamento, visto que tal técnica tem sido pouco relatada em animais silvestres.

Metodologia diagnéstica utilizada

Utilizou-se uma fémea da espécie Leopardus tigrinus, a qual foi encaminhada ao Parque Zoobotanico
Arruda Camara, na Cidade de Jodo Pessoa, Paraiba, vitima de atropelamento em uma das rodovias locais, em
estado grave, apresentando diversas fraturas, ferimentos e com perdas significativas de sangue. Durante o
atendimento, o animal veio a 6bito. De imediato foi realizada a coleta de seus dois ovarios, ambos foram
cuidadosamente dissecados, medidos e pesados e em seguida encaminhados em caixa térmica ao laboratério do
Zoologico em tubos com solugdo fisiologica estéril de NaCl aquecidos a 38°C. Ambos os ovarios foram
imediatamente colocados em placas de Petri estéreis aquecidas a 38°C com a mesma solugdo e fatiados
individualmente com auxilio de 1aminas de bisturi n® 24 estéreis, em cortes transversais, com 1 a 2 mm de
espessura. Utilizou-se uma lupa estereomicroscopica (marca Zeiss®, modelo Stemi 2000-C) para a identificacao,
quantificag@o e classificagdo dos odcitos.

O critério avaliativo utilizado para qualificar os odcitos coletados baseou-se na morfologia do
Complexo cumulus ooforos (COCS) para felinos domésticos (Johnston et al., 1989), sendo classificados em Grau
I os que apresentavam pigmenta¢do homogénea e enegrecida do citoplasma, rodeados por células do cumulus e
corona radiata compacta, Grau Il os que apresentavam citoplasma ligeiramente pigmentado ou manchado com
corona radiata e células do cumulus envolvendo apenas parcialmente a célula, Grau III os que mostravam-se
com formas anormais, palidos e com auséncia das células do cumulus ooforos e corona radiata. Os métodos
foram aprovados pelo Ministério do Meio Ambiente, por meio do Sistema de Autorizagdo e Informagdo em
Biodiversidade-SISBIO (N° 56866-1) do Instituto Chico Mendes-ICMBio.

Resultados e consideracdes finais

Os ovarios apresentavam-se integros, relativamente paralelos entre si, caudais aos rins e ligados a
cavidade pelos ligamentos suspensores do ovario. O ovario esquerdo e direito pesaram respectivamente 0,9312g
e 1,0052g, apresentando estruturas semelhantes a foliculos em seus parénquimas (Fig. 1) o mesmo ¢é observado
na gata doméstica quanto a localizagdo e morfologia ovariana (Dyce et al., 2010). Durante o fatiamento,
observou-se a necessidade de manter ambos os ovarios bem hidratados para maior destreza nos cortes
transversais. Os 00citos apresentaram-se como estruturas circulares bem definidas, onde era possivel distinguir
com facilidade os citoplasmas e as células do cumulus. Foi possivel coletar um total de 88 odcitos, sendo 19
odcitos de Grau I, 42 odcitos de Grau 11 e 27 odcitos de Grau III (Fig. 2). Em um estudo realizado com a mesma
espécie em questdo, Paz et al. (2009) utilizaram a técnica de aspiracdo e obtiveram uma quantidade de odcitos
imaturos consideravel, porém, menor que o presente estudo através do fatiamento. Com relagdo a animais
silvestres e exéticos, a técnica de fatiamento ovariano (slicing) ja foi empregada também em outros estudos com
cutias, chinchilas e camundongos (Aiudi et al., 2007; Martin-Coello et al., 2008), obtendo-se resultados
satisfatorio, mostrando ser uma técnica viavel para obtengdo de odcitos também para a espécie em questao.

Figura 1. Ovarios coletados de Leopardus tigrinus com a presenga de
foliculos ovarianos (seta). A- Ovario esquerdo; B- Ovario direito.
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Figura 2. Obdcito de grau I com pigmentagdo
homogénea e enegrecida do citoplasma, rodeados por
células do cumulus e corona radiata compacta (A);
Obcito de grau II com citoplasma ligeiramente
pigmentado ou manchado com corona radiata e células
do cumulus envolvendo apenas parcialmente a célula
(B); Odcito de grau III com formas anormais, palidos e
com auséncia das células do cumulus ooforos e corona
radiata. (C e D). Ct = citoplasma; Cc = Células do
cumulus.
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