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RESUMO

O presente estudo visou avaliar o efeito de duaserdracbes de oxigénio {Osobre a
sobrevivéncia e o desenvolvimento de foliculos gnais caprinos cultivados vitro.
Foliculos ovarianos pré-antrais {50 nm) foram isolados a partir de fragmentos do cortex
ovariano e individualmente cultivados por 30 dials duas diferentes concentractes d¢50

e 20%). O desenvolvimento folicular foi avaliadarcbase na formagcao da cavidade antral,
aumento do diametro folicular, presenca do comptexoulusodcito viavel e odcitos 110
pum. A viabilidade dos foliculos classificados counos durante a avaliagdo morfolégica foi
confirmada utilizando-se marcadores fluorescenscitos e células da granulosa foram
considerados viaveis quando apresentavam o citoplamarcado positivamente com
calceina-AM (verde) e a cromatina ndo- marcada etidio homodimero-1 (vermelho). Os
dados de sobrevivéncia, formacao de antro e retamadneiose apos o cultivovitro foram
comparados pelo teste Qui-quadrado. O diametroulali e taxa de crescimento apds o
cultivo foram avaliados utilizando-se o teste nacamétrico Kruskal-Wallis. Os resultados
mostraram que com a progressdo do periodo de @wlbvdia 6 para o dia 12, houve uma
diminuicdo na sobrevivéncia folicular em ambasawentracdes de, @P<0,05). Quando as
concentracdes de,@oram comparadas em cada um dos diferentes diasliio, a de 20%
foi mais eficiente na promogao do aumento do diéafeticular a partir do dia 24 de cultivo
guando comparado com a de 5% dge(P<0.05). Por outro lado, foliculos cultivados na
presenca de 5% de,@veram um aumento na percentagem de formacao tde apartir do
dia 12 até final do cultivo, quando comparado cooorcentracdo de 20% de (®<0.05).
Contudo, nédo foram verificadas diferencas signifiea na percentagem de odcitos crescidos
entre as diferentes concentracdes gdeefadas. No entanto, € importante enfatizar qui&/d4.6
dos odcitos oriundos de foliculos cultivados nasenga de 20% de,@etomaram a meiose.
Em concluséo, a concentracdo de 20% géoOmais eficiente na promocéo do crescimento
folicular e retomada da meiose de o4citos obtidofoticulos pré-antrais de cabras crescidos

in vitro.

Palavras-Chave: Caprino. Oxigénio. Foliculos Préais. Cultivo.



ABSTRACT

The aim of the present study was to evaluate tliectebf two different oxygen (£
concentrations on the survival and developmentoatt gpreantral follicles cultureih vitro.
Preantral ovarian follicles (150 mm) were isolated from ovarian cortex fragments and
individually cultured for 30 days under two diffateO, concentrations (5% and 20%).
Follicle development was evaluated on the basiarmdfal cavity formation, increase in
follicular diameter, presence of healtbymulusoocyte complexes and fully grown oocytes.
Viability of follicles classified as live througthé morphological evaluation was confirmed
using fluorescent markers. Oocytes and granuloléswere considered live if the cytoplasm
was stained positively with calcein-AM (green) atidchromatin was not labeled with
ethidium homodimer-1 (red). Data from follicularrgnral, antrum formation and meiotic
resumption aftein vitro culture were compared by the Chi-square testidotdlr diameter
and growth rate after culture were compared byofiske Kruskal-Wallis non-parametric test.
Results showed that with progression of cultureogefrom 6 to 12 days, a decrease in
follicular survival was observed in both, @oncentrations (P<0.05). When the ©nsions
were compared to each other in the different ddysutture, 20% @ was more efficient in
promoting an increase in follicular diameter fromyd24 of culture onwards than 5% O
(P<0.05). However, follicles cultured with 5%, @ad an increased percentage of antrum
formation from day 12 to the end of culture, as pared with 20% ©(P<0.05). Moreover,
there were no differences in the percentage of fudlveloped oocytes with the differeng O
tensions. It is important to emphasize that16.7%amlytes from follicles cultured in 20%,0
resumed meiosis. In conclusion, the concentratid?0& G, was more efficient in promoting
follicular growth and oocyte meiosis resumptiomfrpreantral follicles of goats when grown

in vitro.

Keywords: Goat. Oxygen. Preantral Follicles. Cwdtur
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1 INTRODUCAO

Estudos realizados durante as duas Ultimas déctaas criado oportunidades
extraordindrias para a reproducdo aninealproporcionado uma grande revolucdo na
multiplicagcdo de animais de elevado potencial egvod@. Especialmente nos ruminantes
domeésticos, sabe-se que os ovarios contém milltere®liculos pré-antrais. No entanto,
poucos destes foliculos desenvolvem-se até o esdédoliculo pré-ovulatorio, pois a grande
maioria morre por atresia apos iniciar o crescimémtvivo (FIGUEIREDO et al, 2008).
Diante disso, o grande desafio da Manipulacdo dat@oinclusos em Foliculos Ovarianos
Pré-Antrais (MOIFOPA) é desenvolver um meio de ieoltdindmico, que assegure 0
crescimento e maturac@ovitro de odcitos oriundos de foliculos pré-antrais.

Nesse sentido, a MOIFOPA tem sido citada como ulinativa valiosa para a
padronizacdo de outras biotécnicas, como a clonagBmie transgenia, uma vez que podera
ser utilizada uma populacdo de odécitos homogéneaduada de um mesmo animal, o que
reduzira substancialmente o intervalo entre gesagd@iém disso, recentemente, a MOIFOPA,
tem avancado significativamente no contexto dacdédigénese ovariana (FIGUEIRED&
al., 2008). Em animais de laboratério, utilizando ebgs#écnica, O Brienet al. (2003)
demonstraram que € possivel a obtencédo de criesivia partir de foliculos primordiais de
camundongas cultivadas vitro. Em animais domeésticos, ja foram descritos naalibea, a
producaadn vitro de embrides a partir de foliculos secundarios @mos (WU e TIAN, 2007)

e bubalinos (GUPT At al,, 2008).

No que se refere aos caprinos, apesar de aindéhad® resultados similares no
tocante a producédo de embrides oriundos de foBquié-antrais cultivadasa vitro, tem sido
prioritario o desenvolvimento de pesquisas que nvisampreender os diversos fatores
relacionados ao desenvolvimento folicular na fageagntral. Para tanto, tém sido testados
diferentes sistemas de cultivia 6itu ou isolados), meios de cultivo, suplementos, agirea
ou auséncia de fatores de crescimento e horméeidsrcha simultdnea e/ou em sequéncia
especifica, bem como a atmosfera gasosa, em partieuconcentracdo de oxigéniooJO
Atualmente, esta tem recebido notavel atencdo, sporum componente essencial para
manutencdo da viabilidade e desenvolvimento faicUICLARK et al, 2006), sendo
comprovada a sua importancia no cultivovitro de embrides bovinos (CORRE#t al,
2008).

O topico “revisdao de literatura” mostrado a segenstiui o artigo de revisao

intitulado “Papel do oxigénio no cultivin vitro de foliculos ovarianos e embrides”,
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submetido para publicagdo no periddideeVista Brasileira de Reprodugdo AnimaEsta
revisdo abordara temas relacionados a foliculogédes mamiferos, incluindo a populacéo e
atresia folicular, além de fornecer importantesorimfacdes sobre o cultivo folicular e

embrionario com énfase na tensdo atmosférica,de O



2 REVISAO DE LITERATURA

Papel do oxigénio no cultivan vitro de foliculos ovarianos e embriées

(Role of oxygen on in vitro culture of ovarian iidiés and embryos)

Cleidson Manoel Gomes @&ilva, Luciana Roch#&austing Marcia Viviane AlvesSaraiva
RafaelRossettpJosé Ricardo deigueiredo

Laboratério de manipulacéo de odcitos e folicukarianos pré-antrais - LAMOFOPA,
Faculdade de Veterinaria, Universidade Estadu&8ehrd, Fortaleza, CE, Brasil.

'correspondéncia: gomesvet@hotmail.com; tel + 55 3861-9852

Resumo

O cultivo in vitro de foliculos ovarianos em diferentes categoriasa Yornecer
subsidios para uma melhor compreenséo sobre asdajoe regulam a foliculogénese, bem
como, aumentar a producdo de embrides desenvolindago, incrementando a eficiéncia
reprodutiva de animais de interesse zootécnicomowias de extingdo. Nesse sentido, varios
estudos tém sido realizados buscando estabelecadicbes que assegurem o
desenvolvimento foliculain vitro até que seus o0citos estejam aptos a maturacdo e
fecundacéo. Dentre essas condi¢cfes, a atmosfenaagasspecialmente a concentracdo de
oxigénio tem recebido notavel atencdo, por se m@osim component@ssencial para

manutenc¢do da viabilidade folicular e embrionaria.

Palavras chave: oxigénio, foliculo, embrido, cualtiv

Abstract

In vitro culture of ovarian follicles in differentategories provides a better
understanding of the factors that governing thédologenesis and increases embryo in vitro
production, raising the reproductive efficiencyamiimals with high genetic merit or at risk of
extinction. In this regard, several studies haverbeonducted to establish conditions that

ensure follicular in vitro development until thedocytes are suitable for maturation and
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fertilization. Among these conditions the gas aghese, especially oxygen tension has
received considerable attention, to be an essegtahponent for maintenance of follicular

and embryonic viability.

Keywords: oxygen, follicle, embryo, culture

2.1 Introducéo

Nas ultimas décadas, varias pesquisas tém sidzadas na area de reproducdo
animal visando aumentar o potencial reprodutivawienais de alto valor zootécnico ou em
vias de extincdo. Nesse sentido, vem sendo desathe®slinimeros modelos de estudos
visando elucidar os mecanismos que regulam a folémese e seus principais eventos,
incluindo a atresia (FORTUNE, 2003). Dentre essedealos, destaca-se o cultivio vitro,
cujo principal objetivo € promover o desenvolvinterfolicular inicial até a completa
maturacao do odcito. O crescimento, a maturacateeumdacaan vitro de odcitos oriundos
de foliculos pré-antrais podera maximizar a produgévitro de embrides, além de consistir
numa importante ferramenta para a elucidacdo deamsmos que regulam a foliculogénese
desde sua fase inicial até a fase final (FIGUEIRED@I, 2008).

Entretanto, o desenvolvimento de um sistema devowgficiente, consiste hoje em um
fator limitante para o sucesso do crescimento dtdic inicial, fazendo-se necessério, a
padronizacdo de importantes parametros como o deicultivo, fatores de crescimento e
hormonios que serdo adicionados ao meio, bem coaimasfera gasosa e em particular, a
tensdo de oxigénio (P Atualmente a concentracdo det®m recebido notavel atencéo, pois
constitui um componengssencial para manutencao da viabilidade e paesendolvimento
folicular e embrionario (CLARkKet al, 2006).

A presente revisao de literatura visa fornecer umedhor compreensdo sobre os
aspectos relacionados a foliculogénese dos mamjféncluindo a populagdo e atresia
folicular, além de fornecer importantes informac8ebre o cultivo folicular e embrionario

com énfase na tensao atmosférica de O

2.2 Foliculogénese

A foliculogénese € um processo que se inicia cdammaacao do foliculo primordial e

culmina com o desenvolvimento do foliculo de De agraambém conhecido como pré-
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ovulatorio (VAN DEN HURK e ZHAO, 2005). Durante esgrocesso, a morfologia folicular
€ alterada, uma vez que o0 o00cito cresce e suatasétircundantes se multiplicam e
diferenciam (BRISTOL-GOULD e WOODRUFF, 2006). Desato com o grau de evolucéao,
os foliculos podem ser classificados em folicul@santrais (primordiais, transicao, primarios
e secundarios) e antrais (terciarios e pré-ovutpI(SILVA et al., 2004). Dessa forma, a
foliculogénese pode ser dividida em duas fasesntiist 1) fase pré-antral que é
caracterizada pela ativacdo dos foliculos prim@déaformacao do foliculo primario, com
posterior transicdo destes foliculos para secuvsidi 2)fase antral caracterizada pelo
surgimento de uma cavidade repleta de liquido deraa antro, bem como pelo
crescimento dos foliculos terciarios e posteridierdnciacdo destes em foliculos pré-

ovulatérios (Figura 1).

Figura 1 - Cortes histolégicos de foliculos présaist (A - primordial; B - transi¢céo; C -
primério e D - secundario) e foliculos antrais (&rciario inicial e F - terciario avancado),
apos coloracdo com Acido Periodico de Schiff (PABEmatoxilina. O: odcito; CG: células

da granulosa; ZP: zona pelucida; CT: células d& #cantro.

As caracteristicas morfologicas que marcam a atwvaglicular relacionam-se com o
aumento do didmetro oocitério, a proliferacdo désllas da granulosa e a mudanca na

morfologia destas células de pavimentosas paraca&sibDurante este periodo, os foliculos
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gue apresentam células da granulosa pavimentosabi@s sdo denominados foliculos de
transicdo (FORTUNE, 2003). Em seguida, quando ate@dc circundado por uma camada
completa de células da granulosa de morfologia caeylbbs foliculos passam a ser
denominados primarios (GOUGEON e BUSSO, 2000). mterao crescimento destes
foliculos, as células da granulosa sofrem proliff@oae ocorre um aumento do odécito em
tamanho e conteudo protéico (PICTON; BRIGGS; GOSPE¥8). Posteriormente, duas ou
mais camadas de células da granulosa sdo formadasdar do odocito, originando os
foliculos secundarios. Nesta fase ocorre a diféa€fo das células do estroma em células da
teca e é possivel a visualizagdo da zona peluoida®o do odcito (FORTUNE, 2003). Com
o desenvolvimento dos foliculos secundérios e dzggéo das células da granulosa em
multiplas camadas ocorre a formacdo de uma cavidgdeta de liquido denominada antro,
gue confere a classificacédo destes foliculos anémai terciarios e pré-ovulatérios (BARNETT
et al, 2006).

Segundo Campbell (2009), grandes avangos foramdasbtias Ultimas décadas com
relacdo a biologia das células somaticas e gerivaisadle foliculos ovarianos. A partir desses
estudos € notoério que o desenvolvimento folicukrepe ocorrer em trés fases distintas. Na
primeira, o desenvolvimento folicular ocorre na éga de gonadotrofinas e parece ser
controlado apenas pela expressao de fatores deincesdo locais. Na segunda fase, os
foliculos passam a ser responsivos, mas ndo regquexe presenca de hormonios
gonadotroficos para manter o desenvolvimento, sexsia a fase mais prolongada. Ja na
terceira fase, existe uma alta dependéncia gortdbatipara o desenvolvimento dos foliculos
antrais, que pode ser dividida em trés etapasutaoento, selecdo e dominancia (VAN DEN
HURK e ZHAOQO, 2005), sendo a formacéo de foliculasgvulatérios um pré-requisito para a
ovulacéo e posterior formacédo do corpo luteo, bemacpara a manutencao da fertilidade
(DRUMMOND, 2006).

2.3 Populagéo e atresia folicular

Os foliculos pré-antrais representam 90% da pogalé&alicular, sendo que 95% deste
total é constituido por foliculos primordiais (FIGIREDO et al., 2008), que representam o
estoque de gametas femininos (L&t al, 2001). Segundo Katska-Ksiazkiewicz (2006), a
populacao de foliculos pré-antrais difere entresgcies, além de ser observada uma grande
variacdo individual, sendo de aproximadamente 1.58® camundonga (SHAW,
ORANRATNACHAI; THOUNSON, 2000), 35.000 na cabra (CQGI et al, 1999), 160.000
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na ovelha (DRIANCOURT; WEBB; FRY, 1991), 235.000 veca (BETTERIDGEet al,
1989) e 2.000.000 na mulher (ERICKSON, 1986). Apeka grande populagéo folicular
presente no ovario dos mamiferos, a maioria déseesa de 99,9%) ndo chega a ovulacéao,
morrendo por um processo denominado atresia, o mp@d ocorrer por via degenerativa
(necrose) (BRAS; QUEENAN; SUSIN, 2005) e/ou apdaptdtHUSSEIN, 2005).

Na via degenerativa, a isquemia pode ser uma dascigais causas do
desencadeamento da morte folicular (FARBER, 1982)ultando em alteracdes na
permeabilidade da membrana celular, aumento de agtracelular, vacuolizacéo
citoplasmatica e, consequentemente, degeneraca®RBS; HERMOSILLA; CASTRO,
2001). Padanilam (2003) demonstrou que uma solg@car ions Nae acimulo de jons &a
com concomitante mudanca na permeabilidade da naemabcelular, os quais estdo
associados com modificagbes no volume e aumentadgna intracelular, também podem
participar e levar ao processo necrotico. Alémsd@émia, outros fatores que podem levar a
degeneracdo sdo estimulos toxicos, degenerativmBupoldgicos, podendo tais fatores
também induzir a apoptose.

No que concerne a via apoptoética, sabe-se quatsede um evento geneticamente
determinado, ou seja, depende da expressao de gEnesanti-apoptéticos. A caracteristica
marcante desse mecanismo € a fragmentacdo do DNAda 180-200 pares de bases
(HUSSEIN, 2005). Diversos fatores podem levar aptgs®, dentre eles destacam-se o
estresse oxidativo causado pelas espécies realevaxigénio, a irradiacdo, a ativacao de
genes promotores da apoptose, danos no DNA, asnaf)y as proteinas virais, bem como a
deficiéncia de fatores de sobrevivéncia da cél@HNSON, 2003).

2.4 Cultivo folicular

O cultivoin vitro de foliculos ovarianos é uma das etapas da biottéde MOIFOPA,

e vem sendo amplamente empregado com o intuito vdéala o efeito de diferentes
substéancias, em diferentes concentracdes e enemtiésrfases do desenvolvimento folicular,
a fim de se mimetizan vitro os eventos que ocorramvivono ovario. Além disso, o cultivo
folicular tem por objetivo fornecer um grande nimele odcitos vidveis para posterior
utilizagdo em outras biotécnicas como fecundagaatro, visando a producdo de embrides,
transgenia e clonagem. Entretanto, para alcancaese®bjetivos, € necessario 0
desenvolvimento de um sistema de culiivwitro ideal para cada etapa do desenvolvimento

folicular.
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Nas ultimas duas décadas varios sistemas de cuitiitro foram desenvolvidos e os
resultados foram dependentes do tipo de meio adidiz sistema de cultivo adotado, espécie
animal estudada, bem como da atmosfera gasoszadéli(EPPIG e SCHOEDER, 1989;
BOLAND et al, 1993; FORTUNE, 2003). Apesar dos esforcos empiegaem animais
domésticos ainda ndo foi desenvolvido um sistemaulitvo adequado para promover o
completo desenvolvimento de foliculos pré-antraigiais (primordiais, de transicdo e
primarios) até o estadio de pré-ovulatorio.

Nesse sentido, diversos estudos vém sendo reaizafim de se verificar a influéncia
de diferentes fatores, tais como duracdo do cuyltnfbuéncia das diferentes substancias
utilizadas (suplementos, horménios e fatores dscorento (THOMPSONet al, 1990;
MATOS et al, 2007; ERICKSON, 2001) bem como diferentes regime troca de meio,
sobre a elaboracdo de um sistema de cultivo adequad

Os foliculos pré-antrais podem ser cultivados sauno tecido ovariano, ou seia,
situ ou na forma isolada. Em roedores, a pequena déneihss ovarios possibilita o cultivo
do oOrgao inteiro, o que tem sido bastante (til parastudo da foliculogénese inicial em
pequenas espécies de mamiferos (FORTUNE, 200&mJanimais domésticos de médio e
grande porte, devido as grandes dimensdes dososyd&do é possivel a utilizacdo deste
modelo. Para estes animais, o0 cultivo de pequeaagsnentos de coOrtex ovariano, rico em
foliculos primordiais, tem sido realizado para tués da ativacdo e do crescimento folicular
em diferentes espécies como caprinos (Slle¥Al, 2006), ovinos (ANDRADEet al, 2005),
bovinos (BRAW-TAL e YOSSEFI, 1997) e humanos (TEE-& al, 2008). Esse sistema de
cultivo tem como principal vantagem a manutencamtiggridade folicular e das interacdes
entre as células foliculares e do estroma, faoditea perfusédo do meio para o tecido ovariano
(TELFER, 1996).

Uma outra forma de cultivo folicular é a isoladag@ermite o monitoramento diario
do crescimento, bem como a analise do efaitgtro de horménios e fatores de crescimento
sobre cada categoria folicular (ABIR al, 2001). Apo6s o isolamento e posterior cultivo de
grandes foliculos secundarios, foi obtida a formnag@ antro em ovinos (CECCONMNt al,
1999), bovinos (GUTIERREZEt al, 2000) e caprinos (HUAMIN e YONG, 2000), bem como
a maturacdo oocitaria em ovinos (TAMILMANdt al, 2005) e, mais recentemente, a
producdo de embribes em bubalinos (GUPStAal, 2008) e suinos (WU e TIAN, 2007).
Entretanto, o nascimento de crias saudaveis ar mhoticultivo de foliculos pré-antrais e
posterior maturacdo oocitaria e fecundagéoritro foi relatado apenas em camundongos
(O'BRIEN; PENDOLA; EPPIG, 2003).
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2.5 Maturacéo oocitaria

A maturacdo odcitaria € uma etapa que sucede iwctiticular e define de fato, a
obtencdo do sucesso no desenvolvimentweitro dos foliculos ovarianos. Os odcitos dos
foliculos cultivados ou ndo, encontram-se em pefada meiose @ vivo somente apos a
puberdade, por ac&o hormonal, ocorre a retomadainalizdcdo deste processo
(GONCALVESet al, 2008). Semelhante ao que ocarr@ivo, a maturacam vitro, envolve
mudancas nucleares e citoplasmaticas do oocitodguem ocorrer de forma simultéanea de
modo a capacitar a fecundacdo e possibilitar ondesémento embrionario adequado
(DODE; ADONA; RODOVALHO, 2000).

Os eventos nucleares da meiose envolvem a reoegaioizla rede de microtubulos, o
rompimento do envoltério nuclear, a condensa¢cao alosSmossSomos e a progressao para
metafase | (Ml), anafase | (Al), tel6fase | (TIkpelsdo do primeiro corpusculo polar e
parada no estadio de metafase Il (MIl) (CHA e CHJAND98). Esses eventos sao
desencadeados por uma cascata de fosforilacdofesidedacdo das enzimas quinases e
fosfoquinases que atuam no fator promotor de mgéioréVPF), responsavel pela retomada e
término da maturacdo oocitaria em mamiferos (GONZR& et al, 2007). O MPF apresenta
baixa atividade quando o odcito esta em fase dewlasgerminativa, ocorrendo um aumento
gradativo dos niveis deste fator no decorrer daoseegue atinge a atividade maxima no
estadio de Ml (GONCALVE®t al, 2008).

No que se refere as mudancas citoplasmaticas, eoceprogramacado na sintese
protéica, mudanca na atividade do MPF, desenvohtisndos mecanismos de liberagcédo de
c&”*, aumento de deposicao lipidica, reducdo do apmohGolgi, alinhamento dos granulos
da cortical proximos a membrana plasmatica e edmandas células dacumulus
(DIELEMAN et al, 2002).Essa série de mudancas estruturais e ibiafis representa o
estadio final da preparacédo do odcito para a feagdw Entretanto, para que isso ocorra, o
o0cito precisa ter competéncia meibtica, que pedealsfinida como a habilidade do odcito
em iniciar e concluir a meiose sob condi¢cdes e (HEWITT e ENGLAND, 1998).
Morfologicamente, os o00citos com maior potenciakapaetomada da meiose devem
apresentar ooplasma homogéneo, estar completareentdvidos por diversas camadas
compactas de células damulus(GONCALVESet al, 2008) e apresentar diametro acima de
110 pm (CROZET; DAHIRL; GALL, 2000).

Diversos estudos com animais domeésticos tém dernadiostons resultados com

relacdo a aquisicdo de odcitos meioticamente camfet obtidos a partir de foliculos pré-
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antrais (ovinos: TAMILMANI et al, 2005; ARUNAKUMARI et al, 2007; suinos: WU,
BENJAMIN; CARRELL, 2001; bubalinos: GUPTALt al, 2008). Entretanto, esses resultados
ainda sdo bastante variados, possivelmente devidamt@reza heterogénea dos odcitos
imaturos utilizados para a PIV de embribes, falen abntrole da atmosfera gasosa
(concentragdo de A e componentes do meio de cultivo durante a mglorabocitéria
(SIRARD, 2001).

2.6 Cultivo embrionario

Em procedimentos vitro, apdés a fecundacgéo, os embrides no estadio de éloda c
ou zigoto séo transferidos para o cultivo onde peeuem por um periodo de sete a nove
dias, até atingirem o estadio de blastocisto, quamido podem ser transferidos para o utero
de fémeas receptoras que levardo a gestacdo a (B@DE; ADONA; RODOVALHO,
2000).

E sabido que a qualidade oocitaria é um fator detente para que embribes
produzidosin vitro possam chegar ao estadio de blastocisto, contidrsds estudos
ressaltam que as condi¢cdes de cultivo também gécesapreponderantes, influenciando,
principalmente, a qualidade dos embrides (LONERG&ML, 2003). Essas condi¢cdes de
cultivo envolvem varios fatores, como o tipo de anea atmosfera gasosa, a densidade
(quantidade de embrides/volume de meio), o tipsuggementacao protéica e a presenca ou
nao de co-cultivo (DONNAYet al, 1997; KITAGAWA et al, 2004; WRENZYCKI;
HERRMANN; CARNWATH, 1999; OLIVEIRA; LOPES; RODRIGUE, 2005).

Dentre esses fatores um aspecto de grande impeartéwoc ambiente de cultivo
embrionario € a atmosfera gasosa, especialmentneemtracdo de £ que tem grande
influéncia na producdo e na qualidade dos embri@egido principalmente, ao estresse

oxidativo.
2.7 Implicacdes do oxigénio no cultivo celulan vitro
2.7.1 Citotoxicidade das espécies reativas de oxigé
Alguns estudos sugerem que baixas concentraco@s pedem ser inadequadas para

sustentar o metabolismo celular aerobico. Por datto, o ambiente com altas concentracdes

deste gas pode ser nocivo devido ao estresse imwidatusado pelo aumento de espécies
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reativas de oxigénio (ERO), que séao produzidasralatente durante o metabolismo celular
ou em desordens bioldgicas (GIGLI; BYRD; FORTUNHQ®).

O estresse oxidativo ocorre quando ha um desedaoildgntre a producdo e a
eliminacdo de radicais livres (BARREIROS; DAVID; MK, 2006). De acordo com
Mignotte e Vayssiere (1998), o acumulo dessas &nbists pode gerar necrose em
decorréncia da peroxidacdo lipidica em diversasnbiéculas, ou, até mesmo, danos no
DNA. Além disso, podem causar a oxidacdo de madéceihaves, liberando proteases, lipases
e nucleases dentro das mitocéndrias, culminando aonorte celular (FIERSt al, 1999).

As principais ERO formadas durante a reducdo dos@ os radicais superoxido (9
peréxido de hidrogénio (@,) e hidroxila (OH) (GUERIN; MOUATASSIM; MENEZO,
2001; FERREIRA e MATSUBARA, 1997), conforme demoadb na figura 2.

LL CELULA

# Membrana celular

= Mitocondria

= Nucleo
Nucléolo

Figura 2 - Espécies reativas de oxigénio (ERO) &ulas a partir da reducao do oxigénig)(O

em agua durante o metabolismo celular. Essas mateatorrespondem aos radicais
superoéxido (@), peréxido de hidrogénio @@,) e hidroxila (OH) que podem induzir a

peroxidacao lipidica de membranas biolégicas e slandNA.

Segundo Barreiros, David e David (2006), baixascentracbes das ERO também
podem modular a expressdo de genes que governaraspos fisiologicos em diferentes
células e estruturas, como gametas e embridest&mtn, altas concentragdes promovem
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diversos efeitos deletérios as funcdes celularedenqdo alterar varias moléculas como
lipidios, proteinas e &cidos nucléicos (HALLIWELIG&TTERIDGE, 1999).

Diversos estudos mostram que o desenvolvimentocculali e embrionario €
extremamente susceptivel as injurias causadas pR@sdurante o cultivin vitro (GOTOet
al., 1993). Nesse contexto, a concentragcdo dei@ recebido notavel atencdo por se mostrar
um componente essencial para manutencao da vedslidelular (CLARKet al, 2006). Nas
seccOes seguintes, serdo enfatizados estudos itjpararn diferentes concentracdes dg O
para o desenvolvimento folicular, maturacdo ooeitér cultivo embrionarion vitro, bem

como para a manutencéo da viabilidade dessasurasut

2.7.2 Influéncia do oxigénio no desenvolvimentcdicdr

Além dos inimeros aspectos jA mencionados, osrsistele cultivan vitro visam
amenizar os danos celulares causados pelas ER@e@arananipulacdo e o cultivo folicular.
Essas substancias podem causar diversos danasndacdegeneracao folicular, disfunces
metabolicas e inducdo da apoptose ou necrose (IMARDE et al, 2007). Assim, diversos
métodos tém sido desenvolvidos visando minimizaforanacédo das ERO, dentre eles
podemos destacar a reducédo da concentracag nes@istemas de cultiva vitro, redugéo
do tempo de manipulacéo sob luz incandescentadesterocopio), adicdo de antioxidantes
ao meio de cultivo e a realizagio de um co-cultivm células somaticas (CORREA al,
2008).

Especificamente, com relacdo a concentracdo }dpoOcos estudos relatam o efeito
desse gas sobre o desenvolvimento folicular emaigsidomésticos e humanos. Sabe-se que,
nos diferentes sistemas de cultivo de foliculoe embrides, a atmosfera gasosa normalmente
utilizada é de 5% de Cu 20% de @ Entretanto, segundo Guérin, Mouatassim e Menézo
(2001), esta concentracdo de ©mais elevada que a observada no ovario e no. (ber
acordo com Barnett e Bavister (1996), a concentragia-uterina de @esta no intervalo
entre 1,5 a 7%. Dessa forma, a ineficiéncia do rledeimento folicular quando alta
concentracdo de £Lg20%) é utilizada pode ser atribuido a produca®essiva de ERO. Em
foliculos pré-antrais ovinos, Ceccatial (1999) demonstraram que baixos niveis d€5%)
foram eficazes para aumentar as taxas de formagé&@mtio apos seis dias de cultivo. Por
outro lado, observou-se que a concentracdo de 20% dstimulou o desenvolvimento de

foliculos pré-antrais inclusos em fragmentos ovexsabovinos (GIGLI; BYRD; FORTUNE,
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2006), além de aumentar significativamente a tax#dnacao de blastocistos apds o cultivo
de odcitos suinos (PARKet al, 2005). Entretanto, na literatura, ainda nao Indau
padronizacao sobre a concentracao ideal de §&r utilizada no cultivim vitro de foliculos

pré-antrais.

2.7.3 Acao do oxigénio durante a maturacdo oogitari

O O, que chega ao oocito é fundamental para o estabeth da competéncia
meiotica e o subsequente desenvolvimento embrmnideshimotcet al. (2000) verificaram
que a utilizacdo de 5% de, ®a maturacdo de odcitos bovinos, reduziu signifiaaiente a
viabilidade oocitaria, quando comparado a conceatrale 20%. Ja em suinos os niveis gle O
nao exerceu efeitos na maturacdo de oocitos (PAR#., 2005). Segundo Banwetdt al
(2007), em camundongas, diferentes concentraco€® @, 5 e 20%) né&o influenciaram a
habilidade dos odcitos de retomarem a meiose ensteundados. Por outro lado, Preis,
Seidel e Gardner (2007) observaram nessa mesmeieespée a utilizacdo de 5% de Ga
maturacdo de odcitos favoreceu o desenvolvimentarienario até o estadio de blastocisto
em relacdo a concentracao de 20%.

Em foliculos humanos, bovinos e suinos estudosstegarido que a utilizacéo de 2%
de G pode afetar a fosforilagdo oxidativa e conseqimettée a sintese de ATP, além de
apresentar alta correlacdo com anormalidades cs@mosas e diminuicdo na taxa de
gestacdo (CHUlkt al, 1997). Por outro lado, 20% de, @epresenta uma condicdo nao
fisiologica, possibilitando o aumento do estressdativo durante a maturagéo, contribuindo
para ocorréncia de alteracdes citogenéticas (BANM/ELal, 2007). Dessa forma, apesar da
grande variacdo nos resultados, concentracoesniedgdrias por se aproximarem dos niveis

fisioldgicos parecem ser as mais benéficas dueantaturacao oocitaria (HARVEY, 2007).

2.7.4 Efeito do oxigénio no desenvolvimento emfriorin vitro

A presenca de elevados niveis den® cultivo aumenta as concentragdes de ERO, o
gue pode afetar drasticamente a qualidade embigdARVEY, 2007). Koerbet al
(1998) relataram varias alteracdes na expressdcagé@e embrides pré-implantacionais de
coelhas ap0s serem incubados por 4 horas com 29%. d&utros estudos observaram ainda
que a utilizacdo de uma baixa concentracdo gdg5%) aumentou significativamente a
producdo de embrides suinos (KITAGAWEL al, 2004), e bovinos (LONERGAN;
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O’KEARNEY-FLYNN; BOLAND, 1999; YUAN et al, 2003) contraditoriamente ao
observado em 20% de,QAlém disso, mais recentemente, Banveglal (2007) observaram
que diferentes concentragcbes de (®, 5, 10 e 20%) durante a maturacdo oocitariaimpod
alterar o numero de células da massa celular entefou trofectoderma de blastocistos de
camundongas. Estes autores sugeriram que baix@ertocdes desse gas (5%) parecem
favorecer o subsegliente desenvolvimento embrianario

Fatehiet al (2005) observaram que as taxas de clivagem e f@&uwnde blastocisto
foram significativamente inferiores em odécitos dets fecundados vitro em comparacéo
aos oocitos com células doumulus presente. Além disso, estudos em bovinos tém
demonstrado que o desenvolvimento embrionario ged®btido com sucesso utilizando-se
5% ou 20% de ©

Foi demonstrado que quando a concentracdo de 20%,dé utilizada faz-se
necessario realizar um co-cultivo com células smasif CORREAet al, 2008). Acredita-se
gue essas células podem secretar substancias #dfimas ou remover compostos deletérios
ao desenvolvimento embrionario. Ademais, as ceéludamaticas podem facilitar o
crescimento embrionario reduzindo os niveis detanbms toéxicas (ERO) nas imediacdes do
embridao (KHURANA e NIEMAN, 2000).

2.8 Consideracoes finais

Conforme demonstrado, diversos sistemas de cuhiwdtro de foliculos e embrides
vém tentando minimizar os efeitos toxicos causaggels producdo de ERO através da
utilizacdo de diferentes tensbes dg, @ma vez que as ERO podem comprometer o
desenvolvimento folicular, a maturacéo oocitare mosterior producéio vitro de embrides.
Entretanto, pode-se verificar que o conhecimenspafiivel hoje, ainda ndo permite uma
definicdo sobre a melhor tensdo dg @&ser utilizada no cultivin vitro seja de complexo
culmulusodcitos, foliculos ou embribes. Portanto, maisudss S80 necessarios para
esclarecer a acdo do, @, assim, estabelecer um protocolo de maior efi@é no que diz
respeito a qualidade e desenvolvimento de folicptésantrais visando a produgéaovitro de

embrides em larga escala.
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3 JUSTIFICATIVA

Conforme demonstrado na revisdo de literaturaasgsesquisas tém sido realizadas
no contexto da reproducdo animal, visando aumenfastencial reprodutivo de animais de
alto valor zootécnico ou em vias de extin¢do. Réirayir esse fim, diversas biotécnicas tém
sido desenvolvidas. Dentre elas, podemos destaddangpulacdo de Odcitos Inclusos em
Foliculos Ovarianos Pré-antrais (MOIFOPA), que veemdo utilizada rotineiramente por
diversos pesquisadores.

A MOIFOPA se fundamenta em dois objetivos prin@pd) resgatar os foliculos pré-
antrais (FOPA) do ambiente ovariano antes queselésrnem atrésicos e 2) cultivar os FOPA
e, consequentemente, 0s 00citos imaturos nelasos;l até estarem aptos a serem maturados
e fecundadom vitro. Estes objetivos se baseiam no fato de que os FEORYIreendem cerca
de 95% de toda populacéo folicular presente noi@dos mamiferos. No entanto, pouco
desses foliculos chegam ao estadio pré-ovulatdmaorendo por um processo denominado de
atresia folicular.

Tendo em vista essa grande perda de foliculosniréis e, consequentemente, dos
o0citos neles contidos, que ocorre naturalmentévo, varios estudos tém testado e avaliado
a influéncia de diferentes fatores no cultwovitro (tipo de meio utilizado, presenca ou
auséncia de gonadotrofinas e/ou fatores de crestiimeem como a atmosfera gasosa).
Nesse sentido, estudos tém verificado que a atmaogbsosa, especialmente a concentracao
de oxigénio (@ € um componente essencial para manutencdo dalidade e
desenvolvimento folicular, bem como durante a nag@m oocitarian vitro. Entretanto, até o
momento, ainda nao haviam sido testadas diferentesentracées de ,Osobre a
sobrevivéncia e o desenvolvimernitovitro de foliculos pré-antrais caprinos cultivados na
forma isolada. Assim, a utilizacdo de marcadoremréiscentes (calceina-AM e editio
homodimero-1) para avaliar a viabilidade folicufayde fornecer dados precisos sobre o
“status” folicular (viavel ou n&o viavel) ao fingb periodo de cultivo.

Desta forma, a padronizacdo da concentracdo dé€rogigpara o cultivan vitro de
foliculos pré-antrais caprinos € de grande releedpara o desenvolvimento de um sistema
de cultivo dindmico, que visa o crescimento e nagfmin vitro de odcitos oriundos de
foliculos ovarianos pré-antrais caprinos, tendovista a producadn vitro de embrides em

larga escala.



4 HIPOTESE CIENTIFICA

A concentracdo de oxigénio afeta positivamente abiMilade e influencia o

desenvolvimentdn vitro de foliculos pré-antrais caprinos.



5 OBJETIVOS

5.1 OBJETIVO GERAL

Estudar o efeito de duas concentracbes de oxigéftoe 20%) sobre o cultivin

vitro de foliculos pré-antrais caprinos isolados.

5.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Verificar o efeito de diferentes concentragbes daeémio (5% e 20%) sobre a
viabilidade, crescimente formacdo de antro de foliculos ovarianos préaamntr

caprinos;

Analisar a taxa de retomada da meiose de odciiosdws de foliculos pré-antrais
caprinos isolados cultivados vitro, na presenca de diferentes concentracbes de

oxigénio citadas anteriormente.



6 CAPITULO |

Sobrevivéncia e desenvolvimentovitro de foliculos pré-antrais caprinos em duas difeent

concentracdes de oxigénio

In vitro survival and development of goat preantral fadigcin two different oxygen tensions

Periodico: Animal Reproduction Science, v. 1178389, 2010
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Resumo

O presente estudo visa avaliar o efeito de duasetifes concentracbes de oxigénig) (O
sobre a sobrevivéncia e o desenvolvimento de fokcpré-antrais caprinos cultivados
vitro. Foliculos ovarianos pré-antrais {50 nm) foram isolados a partir de fragmentos do
cortex ovariano de cabras e individualmente culibgapor 30 dias sob duas diferentes
concentracdes de,@5% e 20% @. O desenvolvimento folicular foi avaliado com &am
formacgao da cavidade antral, aumento no diameticufar, presenca do complexamulus
oocito viavel e odcitos completamente crescidos. ré&siltados mostraram que com a
progressdo do periodo de cultivo do dia 6 para a I#f, houve uma diminuicdo na
sobrevivéncia folicular em ambas as concentracoesOd (5 e 20%). Quando as
concentragdes de,@oram comparadas em cada um dos diferentes diasliido, a de 20%
foi mais eficiente na promoc&o do aumento do diéorfeticular a partir do dia 24 de cultivo
quando comparado com a de 5% dge(P<0.05). Por outro lado, foliculos cultivados na
presenca de 5% de,@veram um aumento na percentagem de formacao tde ampartir do
dia 12 até final do cultivo, quando comparado conocentracdo de 20% de ®<0.05).
Contudo, nao foram verificadas diferencas signifies na percentagem de odcitos crescidos
entre as diferentes concentracdes gdeefladas. No entanto, apenas odcitos (16.7%) asund
de foliculos cultivados na presenca de 20% dedbmaram a meiose. Em concluséo, a
concentracdo de 20% de; @i mais eficiente na promogdo do crescimentoctdr e

retomada da meiose de o0citos obtidos de foliqui@santrais de cabras crescidoyitro.

Palavras-chave: Caprino, Oxigénio, Foliculos priags Cultivo
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Abstract

The aim of the present study was to evaluate tfextedf two different oxygen (£
concentrations on survival and development of grahffollicles of goats culturech vitro.
Preantral ovarian follicles (150 nm) were isolated from ovarian cortex fragments aditg
and individually cultured for 30 days under twofeliEnt Q concentrations (5% and 20%)0O
Follicle development was evaluated on the basiamdfal cavity formation, increase in
follicular diameter, presence of healtbymulusoocyte complexes and fully grown oocytes.
Results showed with progression of culture perrodnf6 to 12 days, a decrease in follicular
survival was observed in both,@oncentrations (P<0.05). When the @nsions were
compared to each other in the different days ofuce] 20% Q was more efficient in
promoting an increase in follicular diameter fromyd24 of culture onwards than 5% O
(P<0.05). However, follicles cultured with 5%, @ad an increased percentage of antrum
formation from 12 days to the end of culture, coredawith 20% Q (P<0.05). Moreover,
there were no difference in percentage of fully eleped oocytes with the different, O
tensions. However, only oocytes (16.7%) from fédisccultured in 20% ©resumed meiosis.
In conclusion, concentration of 20% @as more efficient in promoting follicular growsmd

oocyte meiosis resumption from preantral folliakégoats when growim vitro.

Keywords:Goat, Oxygen, Preantral follicles, Culture
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1. Introduction

In vitro culture of preantral follicles has been largelydstd to understand factors
controlling early ovarian folliculogenesis, rath#ran in promoting oocyte growth and
maturation (Hartshorne, 1997). In addition, follauculture can be used to evaluatevitro
effects of different substances that can affectriamafunction and fertility (e.g., hormones,
antibiotics and anti-inflammatory agents). Progréss occurred after culture of large
secondary follicles, such as formation of the drdaaity (sheep: Ceccowt al, 1999; cattle:
Gutierrezet al., 2000; goats: Huamin & Yong, 2000), oocyte matara(sheep: Tamilmaret
al., 2005) and, more recently, embryo production fi@af Guptaet al, 2008). However, the
most satisfactory results were observed in miceytch birth of viable animals occurred
afterin vitro culture of preantral follicles (O’Brieet al., 2003).

Several factors (medium composition, hormones, trofactors, peptides and gas
atmosphere) influence preantral follicle developm@uringin vitro culture and have been
used to establish a culture system that promoteangnal follicle growth and results in
oocytes capable of undergoimgvitro maturation and fertilization (Maet al, 2002). Among
these factors, oxygen ¢Dconcentration has received special attention usxat is an
essential component for maintenance of cellulabilitg (Clark et al, 2006). Studies
demonstrated thah vitro culture of mice (Smitzt al, 1996) and cattle (Gigkt al, 2006)
preantral follicles with 20% © improved follicular development and survival, o&r
differentiation, besides promoting an increase he number of meiotically competent
oocytes. In sheep, Ceccaogti al (1999) demonstrated that 5% fromoted greater rates of
growth, viability, follicular antrum formation andstradiol secretion in isolated secondary
follicles, than 20% @ However, there are no reports on the possible obldifferent Q

concentrations on goat preantral follicle viabilégd developmenn vitro. Thus, the aims of
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the present study were to evaluate effect of difieQ concentrations on survival and growth
of preantral follicles of goats after long-term tawé in vitro, as well as on oocyte capability

of undergoing meiotic resumption.

2. Material and methods

2.1. Chemicals

Unless indicated otherwise, culture media and othemicals used in the present

study were purchased from Sigma Chemical Co. (8i4,@JSA).

2.2. Source of ovaries

Ovaries (n = 16) were collected at a local slautgjatgse from eight adult (1 to 3
years old) mixed-breed goats and used to perfoum feplicates of the experiment (two
goats/replicate). Immediately postmortem, ovariesewwashed in 70% alcohol followed by
two rinses in Minimum Essential Medium (MEM) supplented with 100 pg/mL penicillin
and 100 pg/mL streptomycin. Ovaries were transgowehin 1 hour to the laboratory in

MEM at 4°C.

2.3. Isolation and selection of preantral follicles

In the laboratory, surrounding fat tissue and ligats were stripped off from the

ovaries. Ovarian cortical slices (1 to 2 mm in deden) were cut from the ovarian surface

using a surgical blade under sterile conditionge ®harian cortex was subsequently placed in
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fragmentation medium, consisting of MENus HEPES. Preantral follicles of approximately
150 mm in diameter were visualized under a stereomiopsqSMZ 645 Nikon, Tokyo,
Japan) and manually dissected from strips of omac@tex using 25 gauge (25 G) needles.
After isolation, follicles were transferred to 1Q@Q drops containing fresh medium under
mineral oil to further evaluation of the folliculajuality. Follicles with a visible oocyte,
surrounded by granulosa cells, an intact basemarhbrane and no antral cavity were

selected for culture.

2.4. Preantral follicle culture

After selection, follicles were individually culted in 25 puL drops of culture medium
in petri dishes (60 x 15 mm, Corning, USA). Cultamedium consisted of-MEM (pH 7.2 -
7.4) supplemented with 1.25 mg/mL bovine serummibuBSA), ITS (insulin 6.25 ng/mL,
transferrin 6.25 ng/mL and selenium 6.25 ng/muUpia glutamine, 2 mM hypoxantine, 1000
ng/mL recombinant Follicle Stimulating Hormone (HHSand 50 g/mL of ascorbic acid
under mineral oil. Concentrations of rFSH (Tecnof@zil) and ascorbic acid were chosen
based on previous studies (Figueiredal., unpublished data). Incubation was conducted at
39° C, for 30 days. Fresh media were prepared inmatedy before use and incubated for 1 h
prior to use. For the experimental conditions, t@g tensions were tested in a standard
incubator: 5% @ (gas mixture: 5% & 5% CQ, 90% N) and 20% @ (gas mixture: 20% &
5% CQ in air). Every other day, 15 pL of the culture n@edvere replenished by fresh
medium. The culture was replicated four times, amdeast 27 follicles were used per

treatment.
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2.5. Morphological evaluation of follicle developmhe

Follicles were classified according to morphologiaharacteristics, and those
showing morphological signs of degeneration, sullakness of oocytes and surrounding
cumuluscells or those with misshapen oocytes were clagsds degenerated. Oocyte and
follicular diameter were measured only in healtbilidles at x and y dimension (90by
using an ocular micrometer (50x magnification) ntese into a stereomicroscope (SMZ 645
Nikon, Tokyo, Japan) every 6 days of culture. Antavity formation was defined as a
visible translucent cavity within the granulosal ¢@yers. With follicular growth, mean daily
increase in follicular diameter was calculateda@®ivs: diameter of viable follicles at day 30

minus diameter of viable follicles at day O divideglthe days oin vitro culture (30).

2.6. In vitro maturation of caprine oocytes fronvitro cultured follicles

At the end of the 30 day culture period, all healfbllicles were carefully and
mechanically opened with 26 G needles under stdoeostope for oocyte recovery. Only
oocytes 110 um, with homogeneous cytoplasm and surrouthgedt least one compact
layer ofcumuluscells were selected fam vitro maturation (IVM). The recovery rate (%) was
calculated by dividing number of oocyted10 um by number of viable follicles at day 30 of
culture x 100. The selectedmulusoocyte complexes were washed three times in ntadara
medium composed of TCM199 supplemented with 109%l fealf serum, 100w/mL of
Luteinizing Hormone (LH) and Swg/mL of rFSH. After washing, the oocytes were
transferred to 50 pL drops of maturation mediungarmmineral oil and then, incubated for
26 h at 39° C with 5% CQn air. At the end of the maturation period, o@sytvere fixed in

acetic acid:ethanol (1:3) for 24 h and the assessmé chromatin configuration was
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performed after lacmoid staining.

2.7. Assessment of preantral follicle viability

For a more precise evaluation of follicular quaktiyer 30 days of culture, live/dead
fluorescent staining was performed on isolateducett goat preantral follicles. Briefly,
follicles were incubated in 100 pL droplets of MEdntaining 4 M calcein-AM and 2 M
ethidium homodimer-1 (Molecular Probes, Invitrog&ayrisruhe, Germany) at 37° C for 15
min. Afterwards, follicles were washed three tinledMEM and examined under a DMLB
fluorescence microscope (Leica, Germany). The eniftuorescent signals of calcein-AM
and ethidium homodimer-1 were collected at 488 &68 nm, respectively. Oocytes and
granulosa cells were considered live if the cyteplavas stained positively with calcein-AM

(green) and if chromatin was not labeled with etimdhomodimer-1 (red).

2.8. Statistical analysis

Data from follicular survival, antrum formation angeiotic resumption aftan vitro

culture were expressed as percentages and compardde Chi-square test. Follicular

diameter and growth rate after culture did not shmewmoscedasticity and hence were

compared by use of the Kruskal-Wallis non-pararoetest (SAS, 1999). Results were

expressed as mean + SEM and differences were evaditb be significant when P<0.05.

3. Results

3.1. Effects of oxygen tension on preantral falislirvival
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Preantral follicles selected for culture had a dhyt located oocyte and normal
granulosa cells, which were enclosed by an intasebmembrane (Figure 1A). Effects of
different G tensions (5 and 20%) on follicular survival, antréormation and extrusion were
evaluated at 0, 6, 12, 18, 24 and 30 days of @uliys depicted in Figure 3, follicular survival
was maintained up to 6 days of culture with both té€nsions tested (5 and 20%) when
compared with day 0. Nevertheless, with progressioculture period from 6 to 12 days, a
decrease in follicular survival was observed inhb@ concentrations (P<0.05). Moreover,
when follicles were cultured with 5% ,(there was a reduction in percentage of normal
follicles from day 12 to day 24 (P<0.05).

Viability of follicles classified as live throughhé morphological evaluation was
confirmed using the fluorescent markers calcein-AMi ethidium homodimer-1. While the
first probe detected intracellular esterase agtigftviable cells (Figure 2A), the later labeled
nucleic acids of non-viable cells with plasma meanier disruption (Figure 2B). All follicles
cultured for 30 days with both,@ensions (5 and 20%) an apparent normal at moogieall
evaluations had oocyte and granulosa cells stamepgeen with calcein-AM, and were not
marked by ethidium homodimer-1. In addition, thes@s not any difference between the O

tensions with each day of culture.

3.2. Effects of oxygen tension on follicular groatid antral cavity formation

Mean initial diameter of follicles before cultur®dy 0) was 209.37 + 33.69 and
215.99 + 63.42 for 5% and 20%;,0espectively, and there were no differences Ihcfe
diameter. With the progression of the culture pefrom day 0 to 6 and from day 6 to 12, as
well as from day 24 to 30, there was an increadeliicular diameter with both ©tensions

(5% and 20%) (Figure 4; P<0.05). When thg ténsions were compared to each other at
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different days of culture, 20%,Qvas more efficient in promoting a significant iease in
follicular diameter from day 24 of culture onwartdgn 5% Q (P<0.05). Moreover, mean
daily increase in follicular diameter after 30 dafsn vitro culture under 20% £X(15.03 +
5.42) was greater (P<0.05) than with 5%(@.38 + 4.16).

Percentage of antral cavity formation after cultafg@reantral follicles with different
O, tensions is depicted in Figure 5. The first anfindicles were observed as early as day 6 of
culture with both treatments (Figure 1B). At day aB follicles cultured with 5% @reached
the antral stage and did not differ among daysutttice with Q tensions tested. In addition,
with up to 6 days of culture, percentage of antdewelopment was similar between both O
tensions. However, follicles cultured with 5% ®ad an increased percentage of antrum

formation from day 12 onwards compared with 2094[<0.05).

3.3. Ability of in vitro grown oocytes to undergeiotic resumption

Percentages of oocytes acceptable for IVM, at titedd the culture period (after 30
days) were 28.6% and 75% {10mm) from normal follicles cultured with 5% and 20% O
respectively (Table 1). Oocytes had a homogenegtoplasm and were surrounded by at
least one compact layer @umuluscells, characterizing theumulus oocyte complexes
(COC), as shown in Figure 1C. At the end of theuradion period, expandezimuluscells
were visualized in some&umulus oocyte complexes (Figure 1D). With respect to the
chromatin configuration, all fully grown oocytesoin follicles cultured with 5% ©and
83.3% of those oocytes cultured with 20% l@ad an intact germinal vesicle (Figure 1E).
Oocytes (16.7%) from follicles cultured in 20% @sumed meiosis, reaching the metaphase |

stage, as shown in Figure 1F.
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4. Discussion

The present study shows for the first time theurfice of different @tensions on
survival, growth and antrum formation of isolatedlitles of goats grownn vitro and the
ability of these oocytes to resume meiosis. Restim studies in which adequate, O
concentrations were usedimvitro culture of embryos, oocytes and follicles are imsistent.
However, most of studies have used 5% or 20%a® the appropriate concentration for
cellular culture, including oocytes (Banwel al., 2007) and early somite embryos (Rile¢s
al., 2008; Hunteet al, 2006).

In the present study, after using 5% and 209ddlicular survival was reduced with
the increase of culture period from 6 to 12 daysweler, there was no difference between
5% or 20% Q@ in percentage of normal follicles with each day aoiiture, which was
confirmed in viability assessment through fluoresse microscopy. This assay has been
successfully used to evaluate viability of catelfotanuset al,1997; Van den Hurlkt al,
1998) and goat (Santes al, 2006, 2007) preantral follicles. Similar resuwitsre observed by
Booth et al (2005) in the culture of pig embryos for 7 dawdich did not verify any
difference in percentage of blastocysts using 5%086 Q. There are a few studies dealing
with effects of long-term culture using animal asntan ovarian follicles. Results of the
present study suggest that the culture systemmsgcdot be appropriate to maintain a micro-
environment capable of promoting acceptable prahiftilicle survival after 30 days. This
results from excessive manipulation of folliclesidg the isolation process, associated with
the incapacity of the culture medium to maintaircygde and granulosa cell viability after
long-term culture (Gupteet al, 2002). In addition, long-term culture might iease
production of toxic metabolites and reactive oxygpacies (ROS), such as® e G". When

cellular antioxidative defense is limited, these R@hay cause oxidation of important
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molecules that normally release proteases, lipasgsnucleases from mitochondria (Fiets
al., 1999) that likely lead to follicular degeneratiandependent of Qension used.

With regard to follicular growth, there was an ease in follicular diameter from day
6 of culture onwards in both,®@ensions (5% and 20%). However, concentration éb Z)
was more efficient in allowing for increased falllar diameters from day 24 of culture than
5% . These results were similar to those of Gailial (2006), whose study showed that
culture of ovarian tissue from cattle with 20% @creased preantral follicle growth,
compared with concentrations of 2%, 5% or 60% I® addition, Smitzt al (1996) verified
that use of 20% ©in the culture of mice preantral follicles impraveellular growth and
differentiation, besides increasing production dfiotically competent oocytes. Moreover,
Parket al (2005) obtained greater maturation, fertilizataord embryo cleavage rates in pigs
after culture with 20% @ Nevertheless, in other studies 5% was the most desirable,O
concentration foin vitro development of pig and human embryos (Kitagawal, 2004;
Peterseret al, 2005). In the present study, from 12 days ofucal onwards, more follicles
with an antral cavity developed after culture wi% O, than 20% @ In sheep, similar to
results from the present study, Ceccenhial (1999) found 5% ©was more desirable for
antrum formation after culture of secondary foiglthan 20% © However, in other studies,
there was development of large secondary follifrles cattle and goats up to the antral stage
afterin vitro culture with 20% @ (Gutierrezet al, 2000; Huamin & Yong, 2000).

According to the mathematical model proposed bykGCd al (2006) and performed
to evaluate the 9 diffusion through mouse and cowumulusoocyte-complex, ©
concentrations at the oocyte surface is approximé&gé to 15% less than in follicular fluid.
Because follicular fluid hampers,@iffusion, lesser concentrations of May limit oxidative
phosphorilation by reduction of mitochondrial fuoct and ATP production in oocytes

enclosed in follicles after antrum formati@Reddinget al, 2007). Thus, although 5%,0
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promoted greater antrum formation, this concemmativas not effective in promoting
follicular growth. This finding may be due to thesser diffusion of @in the follicular fluid,
which can impair oocyte growth and inhibit meiosissumption. Nevertheless, the
concentration of 20% Lappeared to be the most suitableifowitro follicular development
because it ensures a greater diffusion. This finding is consistent with severstudies
because this concentration (20%) @& most commonly used for oocyte, follicle andbeyo
culture.

In previous studies, oocytes from goats smallen th@0 um were not able to resume
meiosis (Crozeet al, 2000). This finding combined with those from thresent study at the
end of culture that only fully developed oocytegéa than 100 um from viable follicles were
optimal for use with IVM procedures. In the presesihidy, in vitro culture of preantral
follicles from goats in the presence of 20% Was a more viable oocyte with regard to
growth as 28.6% and 75% fully developed oocytesltesd from use of 5% and 20%,0
respectively, after 30 days of culture. In additid6.7% of oocytes from follicles cultured
with 20% Q resumed meiosis, reaching the metaphase | stédgseTresults are interesting,
because few studies in domestic animals have asthimeiotically competent oocytes from
in vitro culture of preantral follicles (sheep: Tamilmanial, 2005; Arunakumaet al, 2007;
pigs: Wuet al, 2001; buffalo: Guptat al, 2008). Although the rate of meiotic resumption
reported in the present study was less than désjrebour knowledge, this is the first report
where preantral follicles from goats grownvitro resumed meiosis. In addition, aftervitro
culture of antral follicles, Crozedt al (2000) verified that only 1% of oocytes from goat
resumed meiosis and achieved the metaphase | stagyelopment. Nevertheless, the small
percentage ah vitro-grown oocytes with meiotic resumption was probahlg to the culture
conditions, which were insufficient to promoie vitro development of preantral follicles

from goats and produce meiotically competent oacydedesirable culture system has not yet
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been developed, however, and lack of successsmregard may be related to several intrinsic
and extrinsic factors, such as follicular stage ameddium composition (i.e., presence of
different substances in different concentration®rmones, growth factors, proteins, amino
acids, peptides), which are involved simultaneouwslyin sequence during folliculogenesis
(Demeestereet al, 2005). In addition, with the larger species,lyedollicular and oocyte
development follows a very lengthy and complex pssc(Gougeon, 1996). Therefore, an
extended culture period may be required for oocttexchieven vitro maturation.

In conclusion, the present study provides evidethed G tension affectsn vitro
development of cultured preantral follicles of ggawith 20% Q being optimal due to the
greater rates of follicular growth. In addition,lpmocytes growrin vitro in the presence of
20% Q were capable of resuming meiosis. However, mardias are necessary to establish
an appropriaten vitro culture system, which allows maintenance of vigbé&nd promotes
follicular growth, and further oocyte maturationdafertilization, thus improving embryo

production.
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Fig. 1. Preantral follicles from goats at day 0 @jd antral follicle after 6 days af vitro
culture with 20% of @ (B) (50x); Oocyte surrounded by compact layecwinuluscells (C)
and showing expandecumuluscells after IVM (D); Fully grown oocytes from pieaal
follicle cultured for 30 days under 20%,.(Note the chromatin configuration, showing an

intact germinal vesicle (E) and metaphase | (FPQk) after lacmoid staining.
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Fig. 2. Viability assessment of ovarian folliclesrh goatsn vitro cultured under different O
concentrations (5 and 20%). (A) An isolated fodliclassified as viable since cells were
labeled by calcein-AM (green fluorescence). (B)oHitle considered non-viable (E) as cells

were marked with ethidium homodimer-1 (red fluosssm®).
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Table 1. Meiotic stages of goat cocytes from preantral follicles cultured for 30 days in two different

oxygen tensions (3 and 20%).
Number of follicles (%) Number of cocytes (%)
Fully grown*
Oxygen tension Cultured Survived GV MI
110 pm)
5% 28 7(25) 2/7(28.6) 2(100) 0
20% 27 8(29.6) 6/3(79) 5(83.3) 1{16.7)

GV, germinal vesicle; M, metaphase L
* Only oocytes ¢ 110 pm) were selected to in vitro maturation procedure



7 CONCLUSAO

O presente estudo demonstrou que a concentrac@xigéenio afeta positivamente o
cultivo in vitro de foliculos pré-antrais caprinos, sendo a conageid de 20% deste gas a
mais indicada por proporcionar melhores taxas derdelvimento folicular e retomada da

meiose.



8 PERSPECTIVAS

A padronizacéo da concentragcédo de 20% glpd@a o cultivan vitro de foliculos pré-
antrais caprinos isolados, realizada no ambitordegnte trabalho representa uma alternativa
pratica e a baixo custo para o estabelecimento rdesistema de cultivo base. Esta
padronizacdo constitui uma etapa fundamental paemal&Zzacdo de testes utilizando novos
componentes que poderdo ser adicionados ao measaliile de forma simultdnea e/ou em
sequéncia especifica.

No entanto, para que esse sistema seja utilizadoraea eficiente, mais estudos séo
necessarios tanto em sistemas de cultivo de folcpté-antraisn situ, como na forma
isolada, para que os foliculos presentes possammedesenvolvimento até estadios mais
avancados, com uma alta taxa de viabilidade e qoes¢ée aplicacdo pratica. Tal situacéo
poderd maximizar o aproveitamento dos milhares dgtas presentes nos ovarios dos

mamiferos, sobretudo nos caprinos, revolucionandpraducdoin vitro de embrides.
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