RECUPERACAO DE OOCITOS EQUINOS COM Cumulus oophorus
COMPACTO POR CURETAGEM DA PAREDE FOLICULAR
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Estetrabal ho teve como objetivo determinar a€fici-
énciadatécnicade curetagem daparedefolicular (scraping)
para a obtencdo de complexos Cumulus oophorus com-
pactos, bem como descrever as etapas do processo. Sub-
meteram-se ovarios eqliinos coletados em abatedouro a
dissecagdo da tUnica albuginea, para identificagdo e
individualizacéo dos foliculos com diametro entre 10 e 30
mm. Essesforam abertosindividualmente em placade Petri
e, posteriormente, realizou-se raspagem da camada
granulosacom auxilio decuretae examedo liquidofolicular
em lupaestéreo-microscopica. Classificaram-se os o6citos
quanto a integridade do ooplasma e as caracteristicas das

REUMO

células do Cumulus oophorus. De um total de 527 ovarios
dissecados, obtiveram-se 3,5 foliculos/ovério e umamédia
de 2,5 odcitos/ovéario, compreendendo umataxade recupe-
racdo de 71,0% (o6citos/folicul 0s), sendo 70,2% classifica
dos como Cumulus oophorus compactos e ooplasma ho-
mogéneo. A média de odcitos Cumulus oophorus compac-
tospor ovariofoi de 1,7. A utilizacdo da curetagem dacama-
dagranulosadefoliculosentre 10 e 30 mm de didmetro com-
provou ser satisfatéria para a obtencdo de um elevado
percentual de odcitos eqliinos com Cumulus oophorus
compacto,o que é adequados para estudos de maturagéo in
vitro.
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ABSTRACT

THE RECOVERY RATESOF EQUINE OOCY TESCOMPACT CumulusoophorusBY SCRAPING
THEFOLLICLEWALL

The objective of this study was to describe the
steps of the method to recover equine oocytes by scraping
thefolliclewall and to determinerecovery rates of compact
Cumulus-oocytes by scraping. Equine ovaries were
obtained at ad aughterhouse. After removal of theabuginea
tunica, follicles having 10 to 30 mm in diameter were
dissected without the ovarian stroma.  Thefollicleswere
opened individually in Petri dishes, and the granulose cell

layer was scraped with a bone currett. Cumulus-oocytes
complexes were identified using a dissection microscope
and classified according to the Cumulus oophorus
morphology and ooplasm appearance. From atotal of 527
dissected ovaries, were obtained 3.5 follicles dissected/
ovary and 2.5 oocytes/ovary. The recovery rate was 71.0%
(oocyted/fallicles), whereas 70.2% of these were classified
as having compact Cumulus-oocytes and homogenous
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ooplasma. The average of compact Cumulus-oocytes per
ovary was 1.75. The scraping of the granuloselayer of follicle
having 10to 30 mmin diameter alowstherecovery of equine

oocytes with compact Cumulus, which are considered
adequate for in vitro maturation studies.

KEY WORDS: Equine oocytes, scraping of folliclewall, in vitro maturation.

INTRODUCAO

A maturagdo eafertilizagdoinvitro(MIV e
FIV) sdo biotécnicas usuai snaespécie humanaeem
diversas espécies domeésticas, no entanto com pou-
o sucesso naespécie eqliina(CARNEIRO, 2002).
O escasso niimero de abatedouros eqiinos proximo
aoslaboratdriosque realizam pesquisas naareadifi-
cultao desenvolvimento detécnicas eficientesde
obtencdo e maturacdo oocitdria, fertilizagdo e culti-
voembrionarioinvitro (SQUIRES et d., 2003).

O indice de recuperacdo de o0citos naespé-
cieeqguinaéinferior quando relacionado aoutrases-
pécies de producdo (SHABPAREH et al., 1993).
Nessa espécie, os complexos Cumulus oophorus
(CCOs) estdo aderidos deformamaisintensaapa-
rededosfoliculos, o queinfluenciadiretamente nos
indicesde recuperaco oocitariaequinain vivoein
vitro (HAWLEY etdl.,1995; BRUCK et dl.,1999).

Asvériastécnicas paraobtencéo de oocitos
possuem impacto considerével sobreaquantidadee
amorfologiados CCOsrecuperados e, consequen-
temente, sobre acompeténciano desenvolvimento
odcitéario (Bolset al.,1997). Os métodos de coleta
utilizados paraobtencéo de odcitos eqliinos sfo: as-
piracdo folicular, fatiamento do ovério (slicing) e
curetagem daparedefolicular (scraping). A média
de recuperacao de o4citos por aspiracdo do fluido
folicular €de 0,8 a 1,75 odcitos/ovario (CHOI et
al.,1993; PEREIRA,1997). A utilizacdo de dlicing,
apoGsaaspiracdo dosfolicul os presentes nasuperfi-
ciedo ovério, aumentaataxade recuperacdo para
5,98 odcitog/ovéario (CHOI et al.,1993). Entretan-
to, mediante atécnicadedicing, ndo se pode deter-
minar o tamanho dosfolicul os presentes, adémda
possibilidade de contaminagdo dos odcitos. O
scraping daparedefolicular é umatécnicaque per-
miteindicesderecuperacéo entre2,15 e4,1 odcitos/
ové&rio (HINRICHS et a.,1993; DEL CAMPO et
a., 1995; DELL'AQUILA et a., 2001; CHOI et
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al., 2002), com raras ocorréncias de lesdes nos
CCOs(CHOI et dl., 1993). Ostrabal hos que utili-
zam o scraping daparedefolicular, em gera, ape-
nas citam os indices de recuperacao al cancados,
porém ndo descrevem as etapas que devem ser de-
senvolvidas paraacoletadeodcitosviaveis.

Segundo FERNANDES (2004), apartir das
caracteristicas morfol gicas, o6citoscom maior po-
tencia devem apresentar: ooplasmahomogéneo de
coloragdo marrom com granulagdesfinase estarem
completamente envolvidos por umacamadade cé-
lulasdo Cumulusdispostas de formacompacta. In
Vivo, o6citos Cumul us oophorus compacto eqliinos
s80 circundados por células dagranul osacubdides
atamente compactadas, aderidosdeformamaisin-
tensaaparedefolicular e encontrados, geralmente,
emfoliculosterci&ios(ndo-atrésicos) (HAWLEY et
al., 1995; BRUCK et al., 1999).

Em eqiinos, acoletade oécitoscom Cumulus
expandido estarel acionadaaatresiae apoptose das
célulasdagranul osa, presencade cromatinacom-
pactae maiores indices de maturagcdo em sistemas
de MIV (HINRICHS & WILLIANS,1997;
DELLI"AQUILA et al., 2003). Segundo
DELL AQUILA etd. (2003), oocitoseqliinoscom
Cumulus expandido possuem maioresindicesde
maturacdo, porém menoresindicesdeativacdo apos
injecdo intracitoplasmética de espermatozoides
(ICSl) em relagdo A odcitos Cumulus oophorus
compacto.

Estetrabalho teve como objetivo descrever
as etapas para obtencdo de odcitos equinos pelo
método de scraping e determinar astaxas derecu-
peracéo de CCOs compactos.

MATERIAL EMETODOS
Durante o periodo de setembro anovembro

de 2003 realizou-se treinamento de técnicos envol -
vidoscom o acompanhamento de profissonaisjaex-
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perientes no processo de dissecagdo eraspagem da
paredefolicular. No periodo denovembro de 2003 a
janeiro de 2004, col etaram-se ovarios equinosem
matodouro, localizado a 30 km do laboratério
(Pelotas, RS- Parado 32° S). O transportedosovar
riosfoi redlizado em solucéo salinaatemperaturade
25-30 °C, contendo 40 mg/L de sulfato de
gentamicina. No laboratorio realizou-se adisseca
cao dosovariospararetiradadacdpsulaalbugineae
individudizacéo dosfoliculos(Figural). Utilizaram-
sefoliculoscom didametro entre 1030 mm (Figura
1), osquaisforam transferidos parasolucéo salina
adicdonadadesulfato degentamicina(40mg/L) eman-
tidosatemperaturade 25a30°C. Osfoliculosforam
abertosindividua menteem placade Petri esubmeti-
dosaraspagem dacamadagranulosacom auxiliode
cureta(Figura2). Examinou-se o contelidofolicular

FIGURA 1. Ovérioeqiiino (A); apdsdissecacdo datunica
abugineae estromaovariano (B); individualizagao e medi-
¢8o dosfoliculos (C).

em|upaestéreo-microscopicaparaidentificacioedas
sficacdo dosCCOs, osquaisforam dassficadosquan-
to aintegridade do ooplasmae caracteristicasdas cé-
lulasdo Cumulus oophor us em: Cumulus cophorus
compacto (Figura3), expandidos (Figura4), obcitos
desnudos (Figura5) e degenerados.

FIGURA 3. Od6cito eqliino Cumulus oophorus compacto
imediatamente apo6s a coleta por scraping da camada

granulosa (aumento 400 X).

FIGURA 4. Odcitos eqliinos apos coleta, apresentando
Cumulus oophor us expandido (aumento 200 X).

FIGURA 2. Aberturaindividual dosfoliculosem placade
Petri

FIGURA 5. Odcitos eqiiinos desnudos no momento da
coleta (aumento 400 X).

Ciéncia Animal Brasileira, v. 7, n. 4, p. 417-422, out./dez. 2006



420

CURCIO, B. daR. et al.

Submeteram-se osdados aandise estatistica
descritiva, sendo avaliados osindicesdefoliculose
oocitos por ovério, média de Cumulus oophorus
compacto por ovario e a taxa de recuperacéo
oocitéria(oocitog/folicul 0s).

RESULTADOSE DISCUSSAO

Utilizaram-se 527 ovarios, distribuidos em
dezessete coletas. A médiadefolicul osdissecados,
entre 10 e30mm, foi de 3,5 foliculos'ovario.

Mediante atécnicadescraping, obteve-seuma
médiade 2,5 odcitos coletados por ovario, 0 que o
gue seasseme haaosindices publicados, entre2,1 e
4,1 (HINRICHS et d.,1993; DEL CAMPO et d.,
1995; DELL'AQUILA et d., 2001; CHOI et 4.,
2002). A taxa de recuperagéo obtidafoi de 71,0%,
destes 70,2%, os quais foram classificados como
Cumulus oophorus compacto e ooplasmahomogé-
neo. A média de odcitos Cumulus oophorus com-
pacto por ovariofoi de 1,7.

E importante enfatizar que no presentetraba-
Iho foram sel ecionados somentefoliculosentre 10 e
30 mm de didmetro, critério esse utilizado por
DELL AQUILA etd.(2001), osquaisrecuperaram
2,15 odcitos/ovario. Valeressaltar quefoliculosen-
tre 10 e 30 mm de didmetro contém odcitosimatu-
ros, predominando os estadios de vesicula
germinativa(VG) equebradavesiculagerminativa
(QVG) (DEL CAMPO et d., 1995). Odcitos em
VG e QVG estéo aptos aretomarem ameiose e,
portanto, ideaisparaM1V (HINRICHS et d.,1993).

A taxaderecuperacdo oocitariademonstraser
amelhor formadeavaliar aeficiénciadatécnicade
scraping, por relacionar o nimero de odcitos recu-
peradosao nimero defolicul os presentes. A quanti-
dade defoliculos por ovério, naespécieequing, va-
ria de acordo com a fase do ciclo estral,
estaciondidadereprodutivae o estado nutriciona das
éguas (BRUCK et d., 1996); oscilando entre2 e 7
foliculog/ovario (HINRICHS et al.,1993; DEL
CAMPOetd., 1995; DELL' AQUILA etal., 2001,
CHOI et al.,2002). A taxade recuperacéo oocitaria
alcancada (71%) assemel ha-se aosindices citados
de 48,0 a 83,0% (HINRICHS et a.,1993; DEL
CAMPOetd., 1995; DELL’' AQUILA etal., 2001;
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CHOI et al., 2002). Outro fator importante a ser
considerado é que o treinamento dostécnicosque
realizaram acoletados odcitos, provavel mente, te-
nha contribuido para a alta taxa de recuperacéo
oocitériaobtida

As principal vantagem na utilizaggdo do
scraping é aatataxaderecuperacdo oocité&ria, as-
sociadaaobtencdo de CCOsintactos, o quefacilita
aclassficagdo dosoocitos(HINRICHSet a .,1993;
ALM etd., 1997). A desvantagem de suauitilizacdo
éser umatécnicalaboriosa, portanto, demandagran-
desperiodosdetempo (SHABPAREH et d.,1993).

A unido dos odcitos Cumulus oophoruscom-
pacto aparedefolicular ocorredeformamaisinten-
sa, 0 que dificulta a coleta por aspiracdo
(DELL'AQUILA etal.,2001), maspelatécnicade
scraping esses 00citos sdo coletados com maior
eficiénciae com Cumulusintacto.

Diante das diferencas nos indices de
maturacao e viabilidade nafertilizagdo e desenvol -
vimentoembrion&rioinicial, éevidenteaimportan-
ciadaclassificagdo dos odcitos equinos, de acor-
do com amorfologiado Cumulus, paraavaliagéo
dos desempenhos de M1V e FIV em diferentes
pesquisas. Segundo DELL’ AQUILA et al. (2001),
autilizacdo do scraping, mesmo sendo laboriosa,
mantém maior quantidade de células ao redor do
odcito, permitindo umadefini¢éo mais precisada
classificagéo dos CCOs.

CONCLUSOES

Com base nos dados obtidos, pode-se afir-
mar que o método de scraping da parede de
foliculos, entre 10 e 30 mm de diédmetro, mostrou-
seeficiente paraaobtencéo de odcitosequinoscom
Cumulus oophorus compacto, osquaissdoideais
paraestudos sobre M1V em eqiinos.
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