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RESUMO

O Hormaonio Foliculo Estimulante € uma gonadrotofju@ regula a expressao de fatores de
crescimento, 0s quais exercem um papel essencifidlinalogénese inicial. Entretanto, os
efeitos de diferentes preparacdes comerciais dessadnio em foliculos ovarianos pré-
antrais caprinos sdo desconhecidos. O objetivoedestsido foi avaliar os efeitos da origem
(hipofisario e recombinante) e pureza do FSH naesokEncia, ativagcdo e crescimento de
foliculos pré-antrais caprinos. Fragmentos de rdéoteariano foram cultivadom vitro por

um ou sete dias em Meio Essencial Minimo (MEMa auséncia ou presenca de diferentes
concentragdes (10, 50, 100 e 1000 ng/ml) de FSHfikfyio suino (Foltropf?l, Tecnopec,
Brasil) ou FSH recombinante bovino (rF%HTecnopec, Brasil). O grupo controle (n&o
cultivado) e aqueles cultivados por um ou sete fdiasn processados para andlise histolégica
e ultra-estrutural para verificacdo do crescimemtda morfologia folicular. Os foliculos
foram classificados em primordiais ou em desenwmwvito (primario e secondario), bem
como em normal ou degenerado. Além disso, os di@mdblicular e oocitario foram
analisados antes e apo0s o cultivo. Os resultadadranam que, apds sete dias de cultivo,
apenas 50 ng/mL de FSHr manteve o percentual deulié histologicamente normais
similar ao controle (P > 0,05). Apos sete diasigé de 10 ng/mL de Foltro&re todas as
concentracdes de FSHr diminuiram de modo signi¥icdP < 0,05) o percentual de foliculos
primordiais e aumentaram o percentual de folicios desenvolvimento (P < 0,05). A
presenca de 50 ng/mL de rFSH promoveu o maior dignfaicular (P <0,05) no sétimo dia
de cultivo. Além disso, o grupo FSHr 50 ng/mL mastfoliculos ultra-estruturalmente
normais na microscopia eletrénica. Em conclus&e estudo demonstrou que a concentragcao
de 50 ng/ml de FSHr promoveu a ativacédo de folecplimordiais e o posterior crescimento
folicular, mantendo a integridade ultra-estrutwtalfoliculos pré-antrais caprinos cultivados
por 7 dias.

Palavras-chaves: caprino; FSH; crescimento folictddiculos pré-antrais



ABSTRACT

Follicle stimulating hormone (FSH) is known as aadotropin that regulates growth factors
which have an essential role in early folliculogeee However, the effects of the different
comercial preparations of this hormone in caprineaptral ovarian follicles are not well-
known. The aim of this study was to evaluate thimot§ of FSH source (pituitary or
recombinant) on the survival, activation and growthcaprine preantral follicles. Pieces of
caprine ovarian cortical tissues were in vitro gt for 1 or 7 days in Minimum Essential
Medium (MEM) alone or containing different concexttons (10, 50, 100 and 1000 ng/ml) of
porcine pituitary FSH (Foltropﬂ) Tecnopec, Brasil) or bovine recombinant (rIQSH
Tecnopec, Brasil). Ovarian tissues from controlnfealtured) and from those cultured for 1
or 7 days were processed for histological and sthwatural studies to verify follicular
morphology and growth. Follicles were classified primordial or growing (primary and
secondary), as well as in normal or degenerateddthtion, follicular and oocyte diameter
were analysed before and after culture. The reshitsved that after seven days of culture
only the concentration of 50 ng/ml of rFSH maineminthe percentage of histologically
normal follicles similar to control (P > 0.05). Aftseven days, addition of 10 ng/ml of pFSH
and all the concentrations of rFSH significantlycidased (P < 0.05) the percentage of
primordial follicles and increased (P < 0.05) tleegentage of growing follicles. In addition,
the presence of 50 ng/ml of rFSH promoted the Hgfalicle diameter (P €©.05) at day
seven of culture. In conclusion, 50 ng/ml of rFSkimtained the ultrastructural integrity of
caprine preantral follicles, promoted primordiallitdes activation and further growth of

cultured follicles.

Keywords: caprine; FSH; follicular growth; preantialicles
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1 INTRODUCAO

No Brasil existem aproximadamente 10 milhdes derimap, dos quais 90%
encontram-se na regido Nordeste. Esta espécie pesbamum importante papel como fonte
de produtos comerciais que incluem: carne, leifgele (IBGE, 2002). Com o intuito de
maximizar o potencial reprodutivo dessa espéciersiais biotecnologias reprodutivas vém
sendo utilizadas com sucesso, como a inseminagfciar(lA), a fecundacaan vitro (FIV) e
a transferéncia de embrides (TE). Outras biotésni@m sendo desenvolvidas e terdo, no
futuro, sua aplicabilidade pratica em larga escdasse grupo, pode-se destacar a
Manipulacdo de Odcitos Inclusos em Foliculos OvaxsaPré-antrais (MOIFOPA).

O ovéario mamifero contém milhares de odcitos iradusm foliculos primordiais
e poucos destes foliculos desenvolvem-se até diegpae-ovulatério (LIU et al., 2002).
Desta forma, a biotécnica de MOIFOPA tem por obgetiecuperar um grande namero de
odcitos inclusos nesses foliculos e cultiva-ios vitro até sua completa maturacéo,
prevenindo-os, assim, da atresia ou morte foliciNaste contexto, o desenvolvimento de um
sistema de cultivo eficiente é um ponto crucialaparativacdo, ou seja, a transicdo dos
foliculos primordiais para primarios, e seu postecrescimentn vitro, permitindo, assim, o
desenvolvimento de um grande numero de foliculosaptrais. Esse sistema podera
contribuir para uma melhor compreenséo dos diveioses implicados na foliculogénese
inicial e no processo de atresia (FIGUEIREDO et 2008), bem como sera, futuramente,
uma alternativa para o fornecimento de milhares@#os viaveis, inclusos em foliculos pré-
antrais, para posterior maturacado e produgaeitro de embrides (TELFER, 1996). Além
disso, o cultivoin vitro de foliculos pré-antrais permite a avaliagdo dot@fde diferentes
substancias (hormonios, fatores de crescimentiiétntos, etc.) na fisiologia ovariana antes
do seu uso em animais ou humanos, contribuindoghean estar animal ou humanao.

Dentre as substancias envolvidas na foliculogémas&l, merece destaque o
Hormonio Foliculo Estimulante (FSH). Aparentemeniggis basais de FSH sdo necessarios
para o desenvolvimento de pequenos foliculos (VABNDHURK et al., 1997). Alguns
estudodgn vitro demonstraram que a adicdo de FSH no meio de @yltvmoveu a inibicao
de apoptose e a formacdo de antro em grandesléslisecundarios isolados de diferentes
espécies (murina: MCGE& al, 1997; humana: WRIGH®t al, 1999; ovina: CECCONgt
al., 1999; bovina: GUTIERREZ2t al, 2000; suina: MACet al, 2002). Contrariamente aos
efeitos benéficos do FSH no desenvolvimento fdbicin vitro, NUTTINCK et al (1996)

mostraram que o pFSH induz a degeneracdo em pexjfmiculos pré-antrais bovinos. As
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diferencas entre esses estudos podem, em pari@e\sdo a origem e ao grau de pureza do
hormonio utilizado (FSH).

Para uma melhor compreensdo dos aspectos relao®raadlissertacdo, serao
destacados na revisdo de literatura a seguir ogo®pbases gerais da oogénese e
foliculogénese, populacdo e atresia folicular,cidibigénese na fase pré-antral, métodos de
estudo da foliculogénesa vitro, controle enddcrino do ciclo estral e menstruabgb do

FSH e suas origens no cultivo folicuiarvitro e na reproducdo medicalmente assistida.



2 REVISAO DE LITERATURA (CAPITULO 1)

Papel do Hormonio Foliculo Estimulante na foliculognese e sua importancia r
reproducdo medicalmente assistida

Role of Horménio Foliculo Estimulante in follicukgesis and its influence in medically
assisted reproduction

Deborah de Meldlagalhdes, Diego DiégenefernandesValdevane RochAraujo
Anderson PintAlmeidg Maria Helena Tavaradlatos José Ricardo deigueiredo
Laboratorio de Manipulagéo de Odcitos e FoliculésARtrais (LAMOFOPA), Universidade

Estadual do Ceara - UECE, 60740-000, FortalezagCea
! Correspondéncia, dmmvet@hotmail.com

(Artigo submetido para Revista Brasileira de Rdpgéo Animal)
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RESUMO

A foliculogénese é controlada por diversos horm®né fatores de crescimento que,
sinergicamente, agem regulando os eventos enveshndofisiologia da reproducdo. Dentre
esses hormoénios, destaca-se o Hormonio Foliculamisinte (FSH) que é uma
gonadotrofina que esta presente em todas as fasdslidulogénese, atuando direta ou
indiretamente para promover o desenvolvimento dtdicin vivo e in vitro. Entretanto,
dependendo da origem do FSH, as respostas aasdrdtss tantan vivo quantoin vitro séo
diferenciadas. Neste contexto, a revisdo ira aboadgpapel do FSH na regulacdo da
foliculogénese de mamiferos, bem como a influédems diferentes origens de FSH sobre o

crescimento folicular in vivo e in vitro e o selppéna reproducdo medicalmente assistida.

Palavras-chaves: Foliculogénese, FSH, reproduc@aaimente assistida.

ABSTRACT

Folliculogenesis is controlled by various hormonasd growth factors, which act
synergistically to regulate the events involvedtiie physiology of reproduction. Among
these hormones, the Follicle Stimulating Hormon8HJris a gonadotropin which is present
in all stages of folliculogenesis, acting direatlyindirectly to promote follicular development
in vivo andin vitro. However, depending on the origin of FSH, respsredreatment botim
vivo asin vitro are differentiated. In this context, the reviewll vaontribute to a better
understanding of the role of FSH in the regulatdrolliculogenesis of mammals, as well as
the influence of different sources of FSH on thiidalar growthin vivo andin vitro and its

role in medically assisted reproduction.

Keywords: folliculogenesis, FSH, medically assisteproduction.
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1 Introducéo

A foliculogénese, evento caracterizado pela formacéescimento e maturacéo
folicular, € controlada por fatores enddcrinosapeanos e autocrinos. A ativacao folicular é a
primeira etapa da foliculogénese, sendo iniciadada opool de foliculos primordiais deixa
0 estadio de repouso e comeca seu crescimento.nfe@mento sobre 0s mecanismos
envolvidos na regulacdo da foliculogénese iniciada sdo escassos. Entretanto, existem
hipoteses de que, além de fatores de crescimertmrmonio Foliculo Estimulante (FSH)
age sobre a ativacao folicular (Betteridgel, 1989).

O FSH parece estar envolvido na proliferagdo eralifdacdo das células da
granulosa in vitro. Aparentemente, niveis basais de FSH sdo neass@i@ra o
desenvolvimento de pequenos foliculos (Van Den Hairlal, 1997). Além disso, alguns
estudodn vitro demonstraram que a adicdo de FSH ao meio de @ydtasmoveu a inibicao
de apoptose e a formacdo de antro em grandesléslisecundarios isolados de diferentes
espécies (murina: McGest al, 1997; humana: Wrighet al, 1999; ovina: Ceccorgt al,
1999; bovina: Gutierreet al, 2000; suina: Maet al, 2002). Contrariamente aos efeitos
benéficos do FSH no desenvolvimento folicutavitro, Nuttincket al (1996) mostraram que
0 FSH porcino (FSHp) induz a degeneracdo em pegtfefioulos pré-antrais bovinos.

In vivo, 0 FSH tem sido amplamente utilizado em progradesstimulacéo
ovariana nas diversas espécies (humana: Agaetval., 2000; caprina: Baldassarre and
Karatzas, 2004; bovina: Bényei e Barros, 1999)dierencas existentes entre os resultados
dos estudos que utilizam FSH podem em parte, sédal@ origem e ao grau de pureza do
FSH utilizado. Dessa forma, o objetivo dessa revésabordar o papel do FSH na regulacéo
da foliculogénese de mamiferos bem como a infl@&édas diferentes origens de FSH sobre o

crescimento foliculain vivo ein vitro e o seu papel na reproducdo medicalmente assistida

2 Principios gerais da oogénese e foliculogénese

O ovario mamifero € um 6rgdo composto por varipgstide células, incluindo
olcitos, células da granulosa, da teca, do estrent® epitélio da superficie ovariana,
localizadas na porc¢éo funcional do ovario, a reg@nquimatosa (Silva, 2005). J& a regido
vasculosa, localizada na por¢cdo mais interna damwa maioria das espécies, € constituida
por tecido conjuntivo, nervos, vasos sanguineomféticos responsaveis pela nutricdo e

sustentacao do ovario. O ovario é o 6rgdo funcipnaiario dos érgdos genitais das fémeas e
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exerce duas fungdes fisioldgicas principais: 1etélgdo de odcitos maturos (ovulacéo) aptos
a serem fecundados (Barnettal, 2006) e 2) Produgc&o de hormonios, fatores dicnento
e peptideos (Hirshfield, 1991). Estas duas funcgas exercidas pela interacdo de dois

fendbmenos que ocorrem no ovario, a oogénese ealtménese.

2.1 Oogénese

A o0o0génese em ruminantes consiste na formacdoeeeddiacdo das células
germinativas primordiais (CGP) até a formacéo dutodaploide fecundado (Van Den Hurk
e Zhao, 2005). No embrido, as células germinagsef®m extensiva proliferacdo por mitose
e redistribuicdo das organelas citoplasmaticasfoamando-se em oogonias (Sadual.,
2006). A seguir, as oogbnias entram em meiose eredifiam-se em o00citos primarios
(Hirshfield, 1991). Estes, entdo formados, comegaprimeira divisdo meidtica, passando
pelos estadios da préfase | (leptéteno, zigoteaquipeno e dipléteno) da primeira divisdo
meidtica (Hirshfield, 1991). No estadio de dictitdeou vesicula germinativa da proéfase |,
ocorre a primeira interrupcéo da divisdo meiotics ®0citos permanecem neste estadio até a
puberdade. Na puberdade, imediatamente antes dacéwou com o pico do FSH e do
hormonio luteinizante (LH), os odcitos retomam aase, e 0 nucleo passa do estadio de
vesicula germinativa para diacinese. Em seguidarr@co rompimento da vesicula
germinativa, progressdo para metafase |, anafaseeldfase |, expulsdo do primeiro
corpusculo polar e formacgéao do odécito secundamniciando a segunda divisdo meiotica, em
qgue 0 nucleo do odcito evolui até o estadio de famstall, quando ocorre a segunda
interrupcdo da meiose (Gordon, 1994). O odcito perne neste estadio até ser fecundado
pelo espermatozéide, quando entdo, completa a eneiegpulsa o segundo corpusculo polar,

formando o odcito haploide fecundado.

2.2 Foliculogénese

A foliculogénese, evento iniciado na vida pré-naeimaioria das espécies, pode
ser definida como o processo de formacgao, crestorematuragado folicular, iniciando-se
com a formacao do foliculo primordial e culminarmon o estadio de foliculo pré-ovulatério
(Van Den Hurk e Zhao, 2005). O foliculo € considera unidade morfoldgica e funcional do
ovario mamifero, cuja funcdo € proporcionar um @mig ideal para o crescimento e

maturacdo do odcito (Cortvrindt e Smitz, 2001), beomo produzir horménios como o
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estrogeno, e peptideos como inibina A e B, atiérfalistatina (Adashi, 1994). O foliculo

ovariano € formado por varios tipos celulares, saainposto por um odécito circundado por
células da granulosa e da teca. Durante a foliémesge, a morfologia folicular é alterada uma
vez que 0 odcito cresce e as células circundaatesuftiplicam e diferenciam (Bristol-Gould

e Woodruff, 2006). De acordo com o grau de evolugddoliculos podem ser classificados
em pré-antrais ou ndo cavitarios e antrais ou &aw#. Os foliculos pré-antrais, por sua vez,
sao classificados em primordiais, primarios e séétos. Ja os antrais, em terciarios e pré-

ovulatorios (Saumande, 1991).

2.2.1 Foliculos Pré-Antrais

Os foliculos primordiais sdo os menores foliculosovario, tendo diametro de
aproximadamente 33 pm em caprinos (Bezetral, 1998). Esses foliculos sdo constituidos
por um odcito quiescente, imaturo e circundadoymoa camada de células da pré-granulosa
de morfologia pavimentosa (Silva, 2005). O nuclemdcito é relativamente grande e ocupa
uma posicao central a excéntrica. As organelasiséiormemente distribuidas no citoplasma
ou, as vezes, mais proximas ao nucleo. As mitot@mdao as organelas mais evidentes e sao
predominantemente arredondadas. No entanto, umepeguimero de mitocondrias
alongadas pode ser observado. Reticulo endoplasmbsio e complexo de Golgi sdo
observados associados a um numero variavel deulesidistribuidas pelo citoplasma. A
zona pelucida nesse estadio ainda néo é evidamdo observada apenas uma justaposicao
do odcito e células da granulosa, sem nenhuma quesgecifica (Luccet al, 2001). Os
foliculos primordiais permanecem quiescentes atéegrutamento para o grupo de foliculos
em crescimento (Van Den Hurk e Zhao, 2005). O grongnal do inicio do crescimento de
foliculos primordiais, processo conhecido como agio folicular, € a retomada da
proliferacdo das células da granulosa, com a muadaa¢ morfologia dessas células, de
pavimentosa para cubica, bem como o crescimentdddo¢ o que pode acontecer dias,
meses ou anos apos a sua formacéao (Hirshfield)1991

Quando uma unica camada de células da granuloseasutircunda o odcito,
surgem os foliculos primarios (Silva, 2005). Nesk#ulos, a membrana plasmatica do
o0cito penetra entre as células da granulosa adgs;ee algumas microvilosidades aparecem
na superficie oocitaria. As proteinas que irdo &orra zona peldcida ja comecam a ser
sintetizadas (Lee, 2000). Como em foliculos priraisd € possivel observar mitocondrias

arredondadas e, com o desenvolvimento foliculdasese tornam alongadas pelo aumento do
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metabolismo celular (Luceat al, 2001). Em caprinos, esses foliculos possuerarmetiro de,
aproximadamente, 49,8 um (Bezestal, 1998).

Com a proliferacdo das células da granulosa, ocarfermacédo do foliculo
secundario, que é caracterizado por conter umaoérdundado por duas ou mais camadas de
células da granulosa de morfologia cubica (SiM)52, com as quais o oécito mantém
intimo contato. O nucleo do odcito assume uma fosaxcéntrica e as organelas movem-se
para a periferia. Ocorre um aumento da extens&ett®ilo endoplasmatico liso e a grande
maioria das mitocondrias apresenta-se alongada. @odesenvolvimento dos foliculos,
também aumenta o nimero de microvilos e a zoneaigelja pode ser identificada com
evidéncia (Parrot e Skinner, 1999). Nessa fasejaise a formacdo das células da teca
externa a partir do estroma intersticial (Van DemrlHe Zhao, 2005). As células da teca
interna séo definidas quando os foliculos apresegaatro ou mais camadas de células da
granulosa (Luccet al, 2001). Em caprinos, 0os pequenos foliculos seciggdtém diametro
de, aproximadamente, 83 um (Bezeatal, 1998).

2.2.2 Foliculos antrais

A medida que o foliculo se desenvolve e ha umasateroliferacio das células
da granulosa, uma area preenchida por fluido flalfadenominada antro comeca a se formar.
A partir deste estadio, os foliculos passam a sel@mminados de antrais. O fluido antral
um composto rico em substancias reguladoras dessved sangue ou secrecfes das ceélulas
foliculares, como por exemplo, gonadotrofinas, résles e fatores de crescimento. A
producdo desse fluido é intensificada pelo aumed#o vascularizacdo folicular e
permeabilidade dos vasos sanguineos (Van Den Hufka®, 2005) que ocorre com 0O
desenvolvimento do foliculo. O inicio da formac&oashtro em caprinos € observado quando
os foliculos possuem cerca de 130 um (Monniauxl.et1893). Nos foliculos antrais, as
células da teca sofrem alteragbes morfoldgicasneidnais e, aquelas células localizadas
proximas da membrana basal sdo denominadas temraantenquanto que as localizadas
perifericamente sdo classificadas como teca extedaaas células da granulosa sao
diferenciadas em células do cumulus (mais proxmeasocito) e células murais.

O desenvolvimento dos foliculos antrais é carazado por uma fase dependente
de gonadotrofinas, as quais irdo desencadear oaniee®s de crescimento, recrutamento,
selecéo e dominancia folicular (Van Den Hurk e ZI#05), sendo a formacéao de foliculos

pré-ovulatorios um pré-requisito para a ovulacdmrmacéo do corpo luteo, bem como para a
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manutencdo da fertilidade. Além das gonadotrofin@eptideos sintetizados localmente
desempenham papel chave na regulacdo da fase, aatred por meio de mecanismos

paracrinos como enddécrinos (Fortune, 2003).

3. Populacéo e atresia folicular

O namero de foliculos por ovario varia entre eggaendo de aproximadamente
1.500 na camundonga (Shatval, 2000); 35.000 na cabra (Lucst al, 1999); 160.000 na
ovelha (Driancourt, 1991)235.000 na vaca (Betteridget al, 1989) e, aproximadamente,
2.000.000 na mulher (Erickson, 1986). Apesar dandgapopulacéo folicular presente no
ovario mamifero, a quase totalidade dos folicudosseja, 99,9%, ndo chega a ovulacédo, mas
morre por um processo natural denominado atresipab ocorre por via degenerativa e/ou
apoptética (Figueiredet al, 2008). Mesmo sendo um fendmeno natural, a atmesiuz
significativamente o nimero de odcitos que seriamanlos, diminuindo assim o potencial
reprodutivo das fémeas. A atresia, independenteiad@m que ocorre, € um processo que
pode acometer qualquer estadio do desenvolvimeplular, sendo, no entanto,
predominante na fase antral. Além de ser regulaiteipalmente por fatores enddcrinos,
como o FSH e LH, fatores parécrinos, incluindo ¢ Kgand (KL), fator de crescimento
semelhante a insulina-1 (IGF-1), fator de crescimepidermal (EGF), fator de crescimento
fibroblastico-2 (FGF-2), ativina e interleucinb-{IL-1b), também influenciam no processo
de morte celular nos diferentes estadios folicglaBesta forma, € provavel, que o balanco
entre os fatores que promovem sobrevivéncia e esjugie induzem a atresia decidira se um
determinado foliculo continuard o seu desenvolvimesu sofrera atresia (Hsu e Hsueh,
2000).

No que se refere a atresia por degeneracdo, elacdem uma das principais
causas a isquemia, em que a falha no fornecimentoxménio e nutrientes para o ovario
provoca a morte celular. Ja a atresia por apopéogay processo de morte celular individual e
ativo, caracterizado pela fragmentacdo nuclearraggdo de corpos apoptéticos (Rackid
al., 2000), sendo um processo altamente dependentexmtessdo génica, em que O
desbalanco entre os genes pré e anti-apoptoticesnmdaam a morte celular (Hurwitz e
Adashi, 1992).

Diante disso, visando evitar a enorme perda fadicgue ocorre naturalmenite
vivo pela atresia, nas ultimas décadas, tém sido delsens varios sistemas de cultivio

vitro de foliculos pré-antrais e antrais que possibilitaestudo dos fatores que controlam a
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atresia e o crescimento folicular. Nos tdpicos s#ga desta revisdo, serdo abordadas as
principais caracteristicas dos diferentes sistedesultivo folicularin vitro, destacando
também as diversas pesquisas com culitiveitro de foliculos pré-antrais que vém sendo
utilizadas no intuito de elucidar a foliculogéneseial e produzir o0citos aptos a serem

fecundados.

4 Modelosin vitro para o estudo da foliculogénese inicial

Diferentes sistemas de cultivo tém sido desenvoss/gara manter a viabilidade e
promover o crescimento de foliculos pré-antmaigitro (Van Den Hurket al, 2000). Nesses
sistemas de cultivin vitro, os foliculos ovarianos podem ser cultivados aedtr préprio
tecido ovariano (cultivan situ) ou na forma isolada. Em roedores, devido a pemue
dimensao da gbnada feminina, os ovarios sao cdtig/gor inteiro no meio (Fortune, 2003).
Por outro lado, em animais domésticos de médiamedgr porte, devido as grandes dimensdes
dos ovarios, alguns autores tém realizado o culteopequenos fragmentos de cortex
ovariano, rico em foliculos primordiais, com o dijje de estudar a ativacdo folicular e o
posterior crescimento de foliculos primarios (boginBraw-Tal e Yossefi, 1997; humanos:
Zhang et al, 2004; caprinos: Martingt al, 2008). Além da praticidade, o cultivo de
fragmentos de cortex ovariano tem a vantagem déemartontato entre as células foliculares
e as do estroma ovariano (Akiral, 2006).

Os meétodos de isolamento mecéanico, enzimatico assaciacdo de ambos tém
sido muito utilizados para isolar um grande nundedoliculos primarios e/ou secundarios
intactos de ovarios de diferentes espécies patarpmscultivoin vitro (cabras: Luccet al,
1999; ovelhas: Ceccoret al, 1999; vacas: Figueiredet al, 1995, ratas: Zhao, 2000;
camundongas: Lenigt al,, 2004, Pestegt al, 2007). O cultivo de foliculos isolados apresenta
como vantagens permitir o acompanhamento individoalfoliculos durante o cultivo, além
de favorecer a maior perfusdo do meio para o floli¢Abir et al, 2006). Os foliculos
isolados podem ser cultivados diretamente sobraporte de plastico (placa de cultivo),

sobre uma matriz de colageno ou inclusos em getasldgeno (Demeesteztal, 2005).

5 Estado atual do cultivoin vitro de foliculos pré-antrais

Um consideravel progresso ja tem sido observado coaultivo in vitro de

foliculos pré-antrais de diferentes espécies. Qilteeto mais satisfatério foi obtido por
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O’Brien (2003), os quais mostraram que é possilbtdracrias viaveis a partir do cultivo de
oocitos oriundos de foliculos pré-antrais de camuagds. Ja nas demais espécies, ainda nao
houve nenhum relato de nascimento. A producdo dei@ées oriundos de oocitos derivados
de foliculos pré-antrais crescidosvitro foi relatada em ratas (Daniet al, 1989), porcas
(Wu et al, 2001a,b) e, recentemente, em bufalas (Gapt., 2008). Em outras espécies
domésticas, observou-se apenas o desenvolvimento edtadio antral a partir do cultivo de
grandes foliculos secundarios (ovinos: Ceca&tral, 1999; bovinos: Gutierregt al, 2000;
caprinos: Huanmin e Yong, 2000), valendo ressajter na espécie ovina ja foi relatada a
maturacdo nuclear de odcitos oriundos de folicpl@santrais (Tamilmanet al, 2005). A
dificuldade de alcancar nascimento apoés o culteséoticulos pré-antrais oriundos de animais
domeésticos pode ser devido a alguns fatores comd@ foliculogénese em animais de
laboratorio tem a duracdo bem inferior (21 diadeanimais domésticos, como por exemplo
nos bovinos (cerca de 6 meses) (Lussier, 19874; d@jiculdade na obtencdo dos ovarios de
animais domésticos tem atrasado as pesquisas; 3joEdores, trabalha-se com animais
pertencentes a mesma linhagem, sendo os resultadss homogéneos. Aléem disso, o
ambiente em que os animais ficam alojados pogsihiin melhor controle com relacdo a
temperatura, umidade e alimentacdo quando comparadonais domeésticos. Desta forma, o
sucesso na obtencdo de oocitos de boa qualidadecali@oin vitro de foliculos pré-antrais
ainda é limitado, especialmente em ruminantes,csaadessario mais esforgos para melhorar

as condicdes de cultivo.

6 Papel do FSH na reproducédo de mamiferos

Para uma melhor compreensao da influéncia do FSkepaducdo animah
vivo, serd feita uma breve revisdo acerca dos mecasisn@ocrinos que controlam o ciclo

estral e menstrual, bem como do papel do FSH rszionento folicular inicial.

6.1 Controle endécrino do ciclo estral de ruminsugtelo ciclo menstrual

Os ciclos estral e menstrual sdo regulados por mwoas enddcrinos e
neuroenddcrinos, principalmente pelos horménioothlamicos, as gonadotrofinas e os
esteroides secretados pelos ovarios. Dependendoodasntracdes na corrente circulatoria,
os hormonios esteroides podem exercer uma retreiagdo. O aumento na concentracao de

estrogenos circulantes tem efeito de retroalim@otgpsitiva sobre o hipotdlamo, induzindo
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uma onda repentina de liberacdo de GnRH, acomparpeld onda pré-ovulatéria de LH e
FSH secretados pela hipéfise. As ondas pré-ovidatdle LH e FSH duram de 6 a 12 horas e

sao responsaveis pela ovulacdo (Hafez, 1995).

6.1.1 Ciclo estral em ruminantes

As fémeas das espécies ruminantes sdo poliéstragassentando estro em
intervalos regulares (Sirois e Fortune, 1988). Diga ciclo estral, ocorre uma cadeia de
eventos que se repetem até o impedimento da skgidila gestagcdo. Este ciclo é dividido nas
fases luteinica ou progesterbnica, que vai da Q&olaaté a lutedlise, compreendendo o
metaestro e o diestro e, na fase folicular ou g8tneca, que se estende do proestro ao estro,
compreendendo o periodo que vai desde a lutedlsa avulacéo. A fase folicular consiste
no periodo em que ocorre o crescimento foliculdr Isamixas concentracdes plasmaticas de
progesterona e alta pulsatilidade de LH (ap6s @rfemo da lutedlise), culminando na
ovulacdo. Ja a fase luteinica, consiste no crestcomilicular sob maiores concentracdes
plasmaticas de progesterona, secretada pelo ¢atgum levando ao crescimento e a atresia
dos foliculos (onda de crescimento folicular) devéddiminuicdo da pulsatilidade e auséncia
do pico de LH (Macmillan e Burke, 1996).

O ciclo estral em ruminantes é caracterizado pekeiavolvimento dos foliculos
em ondas (Saviet al, 1988). Cada onda folicular é dividida em 4 fasesergéncia, selecéo,
dominancia e atresia ou ovulacdo (Diskihal, 2002). Um aumento nas concentracoes
plasmaticas de FSH estimula o recrutamento foliaika emergéncia da onda folicular. Desse
grupo de foliculos, um é selecionado e adquire aidpde ovulatoria, enquanto os foliculos
subordinados entram em atresia. O foliculo selecioré conhecido como foliculo dominante
e desempenha um papel ativo na supressao do ceescidps subordinados pela secrecéo de
estradiol e inibina através de retroalimentacaatineg sobre a hipofise (Fortuseal, 1994).
Com o auxilio da ultra-sonografia, foi possivel@bar a existéncia, predominantemente, de
duas ou trés ondas de desenvolvimento foliculabewmos (Figueiredet al, 1997), e trés a

quatro ondas em caprinos e ovinos (Ameti@al, 2007).

6.1.2 Ciclo menstrual

O ciclo menstrual € hormonalmente semelhante do e&tral em animais. Em

mulheres, o crescimento folicular se da em onddisufares. Estudos realizados por
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Baerwaldet al (2003),mostraram que, de 50 mulheres avaliadas, 34 apagsem o ciclo
com 2 ondas foliculares e apenas 16 apresentav@nondas. O ciclo menstrual é
caracterizado pela menstruacdo, que € um sangramtarno episddico com intervalos de
aproximadamente quatro semanas. Esse evento atanaiete toda a vida reprodutiva da
mulher. N&o havendo fecundacao do odcito expeleo pvario, ocorrera uma queda brusca
dos niveis de estrogenos e progesterona no saBgueconseqiiéncia, o endométrio, que
estava desenvolvido pelo estimulo desses horméeniss em colapso, sendo parcialmente
destruido. O sangue da menstruacao € principalndendeigem venosa, pois as artérias ao se
romperem, contraem suas paredes, fechando a edé@erompida (Pachet al, 1990). O
periodo entre o estadio de foliculo primario atgré&ovulatério em humanos é de 85 dias,
sendo a maioria deste tempo independente da acgondelotrofinas. Entretanto, a partir de
um determinado momento, a presenca de FSH sedeseacial para que a corte de foliculos

recrutados continue o crescimento e, aquele sel@do) atinja a ovulagéo (Gougeon, 1981).
6.2 Papel do FSH na foliculogénese inicial
Apesar dos fatores reguladores da foliculogénesgalinainda né&o serem

totalmente conhecidos, sabe-se que fatores endéainprincipalmente, fatores paracrinos e
autocrinos estdo envolvidos nessa fase (Fig. 1).

Figura 1. Mecanismos de acao: autdcrino, paracrine endécrino.
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Durante a ultima década, o papel de horménios (ESHH) e fatores de
crescimento (por exemplo, KL, FGF-2, EGF, IGF-hteif de crescimento e diferenciacao-9 —

GDF-9) na foliculogénese ovariana tem sido bastastedado, principalmente em roedores
(Fig. 2).

KL Insulina
FSH/LH

Figura 2. Atuacdo do KL, FGFb, GDF-9, KGF, BMP-4, LIF, insulina, FSH e LH no

foliculo, através de mecanismos autocrinos, paracrs e endocrinos.

Embora a foliculogénese pré-antral seja pouco dkpea de gonadotrofinas, pode-se dizer
gue esta fase é responsiva ao FSH visto que reespiara esta gonadotrofina (FSHR) foram
detectados em foliculos a partir do estadio dedtws primarios (Oktagt al, 1997). Além
disso, a ativacdo e o crescimento de foliculosaptéais caprinos foram observados apés
adicao de FSH ao meio de cultivovitro (Matoset al, 2007).

Nas seccdes seguintes, sera dada especial atengadtomcos: 1) local de
expressao dos receptores de FSH no ovario, 2) thmmia das diferentes origens do FSH na

resposta ovariana, e 3) papel essencial desta giwofida na reproducédo de mamiferos.

6.3 Caracterizacdo da estrutura do FSH e expreleséeus receptores no ovario
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O FSH desempenha um papel fundamental na regugsgiduncdes gonadais,
sendo produzido e secretado pela glandula hip@fiseo uma glicoproteina de elevada
heterogeneidade (Ulloa-Aguirret al, 1995). Esta gonadotrofina é indispensavel para o
desenvolvimento e maturacdo das gbnadas na pukeedadoducdo de gametas durante a
fase fértil da vida, além de ser implicada na nestécao do estro e da ovulagdo. As a¢bes do
FSH sdo mediadas nas células somaticas ovariartastieulares através de receptores
especificos da superficie celular (Matjal., 2008).

O FSH atua se ligando a receptores localizadosigixelmente nas gonadas. Este
receptor é do tipo acoplado a proteina G, que iéidivem trés dominios: um extracelular,
um transmembranario, composto por 7 hélices hibio&s que ancoram o receptor no
plasmalema, e um dominio intramembranaf®Budermannet al, 1995). O dominio
intracelular do receptor do FSH (C-terminal) é dadp a uma proteina G e, apos a ativacéo
do receptor pela interacdo hormonal com o domiximeelular (N-terminal), inicia-se uma
cascata de eventos que culmina com efeitos bia@égispecificos da gonadotrofina (Simoni
et al, 1997).

Vérios estudos recentes utilizando técnicas degi@limolecular confirmaram a
expressao de receptores para FSH nas células maaga (Tisdalket al, 1995; Campet al.,
1991; Tilly et al, 1992a; Zhengt al, 1996). Méduri (2002) detectaram também a presencg
desses receptores em odcitos de foliculos suinan&ito. A aquisicdo de receptores para
FSH é fundamental para a diferenciacéo das céllaaganulosa e para a maturacao folicular
(Adashi, 1994). Em ratas adultas sexualmente maduem humanos, o receptor para FSH
foi observado em foliculos com pelo menos uma canadcélulas da granulosa de formato
cubico (Campet al, 1991; Oktayet al, 1997). Além disso, a expressao do receptor para
nas ceélulas da granulosa de foliculos primariosyrsgarios e antrais bovinos, bem como em
oocitos de foliculos primordiais de animais de fabario, reforcam a idéia da acdo do FSH
sobre o crescimento dos foliculos pré-antrais (Rk®93). Ademais, outros autores tém
relatado que a atresia folicular esta associadaadiminuicdo da responsividade ao FSH e
com niveis reduzidos do RNAmM do seu receptor, dewidima inibicdo da transcricdo ou
diminuicao da estabilidade do RNAm do receptordaist al, 1995; Xuet al, 1995; Tillyet
al., 1992b).

6.4 Origens do FSH comercial
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Comercialmente, o FSH pode ser extraido através)dgina de mulheres na pés-
menopausa e filtragem em gel, constituindo a ganafitta da menopausa humaraifhan
Menopausal GonadotropinhMG), 2) FSH urinario altamente purificado (F§HB) extrato
hipofisario de animais domeésticos, principalmentin@s (FSHp) e ovinos (FSHo), seguido
da purificacdo do hormdnio, bem como 4) da tecnalolp DNA recombinante, utilizando
células ovarianas de hamster, as quais se inconpoa genes que codificam as duas
subunidades do FSH (Le Cotonneeal, 1994, Caldert al, 2003), produzindo o FSH
recombinante (FSHr). Com o uso da tecnologia reauanbe, tem se conseguido uma
molécula de FSH cada vez mais purificada, o questitan um avanco farmacoldgico.
Antigamente, a separacdo do FSH de LH era realiasdeando anticorpos anti-
gonadotrofina coridnica humanaufman Corionic Gonadotropir- hCG), que causavam
imobilizacdo do LH deixando o FSH livre (FSHu) (Dairet al, 1966).

Embora alguma atividade de LH nas preparacdes dedgtrofina exdgena
otimize a inducdo da ovulagdo em pacientes conragfies da ovulacdo e naquelas
submetidas a reproducéo assistida (Filiebral, 1998), as preparacdes mais puras de FSH
possuem uma melhor eficacia nos resultados deimresio folicular. Por exemplo, o hMG
apresenta no mercado uma alta pureza, eliminandogrande numero das proteinas
contaminantes, melhorando assim, a qualidade eic#&ragfia do produto. Além disso,
desenvolvida no inicio dos anos 80, a tecnologidDti® recombinante para producéo de
FSH tem sido utilizada com sucesso em programasstieulacdo ovariana controlada na
reproducdo assistida em humanos. Apesar do custa alevado, o FSHr possui como
principal vantagem a producdo de um hormonio mais p homogéneo (Caldet al., 2003),
além de mais eficaz. Ja o FSH extraido da hipdafiesmo apos a purificacdo, resulta em um
produto final com um pequeno percentual de contagdia por outros hormonios
hipofisarios, tais como o LH, Horménio Tireo-Estismie (TSH), prolactina e Horménio do
Crescimento (GH) (Closset e Hennen, 1989).

6.5 Influéncia do FSH na reproducao animatlivo ein vitro
6.5.1 Importancia do FSH na superovulagéo de arid@nésticos
No que se refere a reproducdo aninmalvivo, o FSHr ndo tem sido utilizado

devido ao custo elevado. As drogas atualmente wutéizadas sdo Folltropfh Stimulfoll®,

Plusef (FSHp), Ovageh (FSHo) e UrofolitropingFSHu). Cada um desses farmacos contém
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um grau de pureza de FSH diferente, porém todo®fiéentes na funcado deste horménio,
que € estimular o desenvolvimento folicular. O FSHtilizadoin vivo para a superovulacao
de animais domeésticos em programas de transferda@ambrides.

Estudos tém demonstrado que o FoIItr8p'promove resultados satisfatorios
(altas taxas de gestacdo) em protocolos de supagé@eue transferéncia de embribes em
diferentes espécies de ruminantes domesticos (o@agnie, 1999; caprina: Baldassarre e
Karatzas, 2004; bovina: Bényei e Barros, 1999)mAtlisso, Beckers (1987) mostrou que a
reducdo da quantidade de LH nas preparagfes c@isedel gonadotrofinas (FSH/LH: 12,5)
esta correlacionada com uma reducdo no numero deida® bovinos recuperados por
doadora, embora a qualidade embrionaria tenhansedloorada. Em outro estudo, Mcnadty
al. (1989) compararam a eficiéncia do Ova%erFoItropir? em protocolos de superovulacéo
e recuperacado embrionaria em cabras e observaramm@p houve diferenca entre as duas
preparagdes de FSH e que ambas resultaram em masab embrides recuperados por
doadora. Apés superovulacdo em caprinos utiIizaonIuse?, Andrioli et al (1999)
constataram que a repeticdo dos tratamentos supat@vos diminuiu a taxa de manifestacéo
de sintomas de estro, porém nado afetou a taxawagdo e reduziu a taxa de corpos luteos
regredidos. Recentemente, um estudo comparou ePleo Folltropir‘? em dose Unica na
superovulacao de bovinos. Os autores verificaraenagsas duas preparacfes comerciais de
FSH ndo afetam de forma diferenciada a respostaaozanem a qualidade de embrides de
vacas em boa condicao corporal (Alvageal, 2006).

6.5.2 Importancia do FSH no inicio do crescimewmiadlar, formacdo da cavidade antral e

proliferac@o das células da granulosa

Vérios estudosn vitro tém mostrado que o FSH inibe a apoptose e prormove
crescimento folicular inicial. Em camundongas,demonstrado que o FSH inibe a apoptose
em foliculos pré-antrais cultivadas vitro (Baker e Spears, 1997). Estudos realizados por
Silvaet al, (2004) demonstraram que o FSHp, na concentragd®@ ng/mL, promoveu um
aumento dos didmetros oocitario e folicular, eatrit ndo exibiu efeito sobre a ativacéo e a
viabilidade de foliculos pré-antrais caprinos. & aoncentracdo de 50 ng/mL, o FSHp
manteve a integridade morfologica de foliculos gméais apds cultivo de tecido ovariano
caprino por 7 dias, além de estimular a ativacadatieulos primordiais e o posterior
crescimento folicular (Matoset al, 2007). Recentemente, Magalhdets al (2008),
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demonstraram, que quando comparado com o FSHpHo i®moveu uma maior ativagcéo
folicular durante 7 dias de cultivio vitro de foliculos pré-antrais caprinos. Por outro lamlo,
FSH néo afetou o diametro folicular e oocitarianb@mo, o numero de células da granulosa
durante cultivan vitro de fragmentos ovarianos bovinos (Braw-Tal and ¥0s$997). Além
disso, a adicao de 5 ng/ml (Dergdral, 2000), bem como de 1, 10 ou 100 ng/ml de FSH nao
demonstrou efeito sobre os foliculos pré-antraignms cultivadosn vitro por 7 a 14 dias
(Fortuneet al, 1998). Outros autores mostraram que o crescindmtoliculos primarios &
criticamente dependente ou exige uma adequada rdoac&o de FSH (Qvist al, 1990).
Alguns trabalhos demonstraram que o FSH regula @essdo de varios fatores de
crescimento, tais como KL, GDF-9 e BMP-15, que tdmpapel importante na ativacdo e no
posterior crescimento folicular (Joycet al, 1999, Thomaset al, 2005). Embora os
receptores de FSH ndo estejam presentes em fdiptiloordiais, o FSH parece exercer um
efeito indireto sobre o desenvolvimento foliculaicial através da liberacdo de fatores
paracrinos produzidos por foliculos maiores ougeklulas do estroma ovariano (Van Den
Hurk e Zhao, 2005).

Varios estudosn vitro tém mostrado que o FSH pode promover a formacéo de
antro a partir do cultivo de foliculos secundaraa@ncados (camundongas: Spestrsal,
1998; vacas: Gutierreet al, 2000; cabras: Zhou e Zhang, 2005; ovelhas: Qeazoal,
1999). Outros estudos demonstraram que o FSHrdquasmparado ao FSH urinério, induz
uma melhor proliferacdo das células da granuloséo(@os, 2007) e uma maior producéo de
estradiol (Yding, 1999) em foliculos pré-antraisrmas, provavelmente devido a uma maior
afinidade na ligagdo com seus receptores. Contrarite aos efeitos benéficos do FSH no
desenvolvimento foliculam vitro, Nuttinck et al (1996) mostraram que o pFSH (0,43 pg
FSH/pg proteinas) induz a degeneracdo em pequeatiesiids pré-antrais bovinos. As
diferencas entre esses estudos podem ser deviddifé®entes espécies estudadas,
metodologias, a origem e ao grau de pureza do Rirado, bem como as concentractes

deste hormonio.

6.6 Influéncia do FSH na reproducdo humana

6.6.1 Papel do FSH na reproducdo humana medicadrasaistida

As duas principais técnicas de Reproducdo Assjstmiptadas quando ha

dificuldade de engravidar naturalmente, sdo a inmssgéo artificial (IA) e a fecundagéo in
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vitro (FIV). Na IA, introduz-se no aparelho repréailuda mulher o esperma, enquanto na
FIV, ocorre a fecundacdo do 6vulo pelo espermatiezém vitro (em placa de Petri) e,
posteriormente, os embrides formados sao introdszib Utero da mulher. Essas duas
diferentes formas de fecundacéo sao as alternatieaicas adotadas quando ha dificuldade
em engravidar naturalmente.

As taxas de gestacédo alcancadas na fecundagétoo (FIV) se devem, em parte,
a estimulacéo ovariana, no intuito de se obter umommumero de foliculos recrutados e,
consequentemente, um maior nimero de oocitos nsatyu® serdo fecundados e, produzirdo
um maior niumero de embrides transferidos por cRiEssa forma, dentre as diversas drogas
gue tém sido utilizadas para esse objetivo, asdmtrafinas, especialmente o FSH, sdo as
gue merecem um maior destaque.

Ha mais de 30 anos, as gonadotrofinas sdo utiszadaeproducéo assistida em
humanos. Lunenfeldt al (1960), relataram, pela primeira vez, uma gravidetida apés a
estimulagdo ovariana com hMG. Além disso, algurtsides tém sido realizados com a
finalidade de comparar a influéncia das preparag@eserciais do FSH na reproducao
medicalmente assistida em humanos, porém seusadssiisdo controversos. A diferenca
entre essas preparacoes esta fundamentada na garepamonio, sendo seu mecanismo de
acao, indicacdes e contra-indicacbes semelhante®ados os casos. Entretanto, quando se
utiliza um FSH mais puro, ocorre uma melhoria nareglogénese folicular e uma relacao
andrégeno-estrogeno mais adequada no liquido fafi¢Agarwal et al, 2000). Embora a
maioria dos estudos aponte o FSHr como o maiszeflesido a auséncia de contaminacao
por LH, recentemente, Kolibianakist al (2006) verificaram que baixos niveis de LH
enddgeno ndo estdo associados a reducdo da tages@Edo, porém altos niveis de LH
estavam associados a diminui¢cado dessa taxa.

A maioria dos estudos mostram uma maior eficaci&8dr quando comparado
ao urinario e ao hMG. Dayat al (1995) observaram que, em um procedimento de d-bso
de FSHr foi associado a uma maior taxa de gestg@iodo comparado ao hMG. Da mesma
forma, outros autores compararam o FSHu com o [ESHrificaram melhores resultados no
namero de oo0citos recuperados e uma menor quaatidadgonadotrofina administrada
guando o FSHr foi utilizado (Raget al, 1999; De Placidet al, 2000). Por outro lado,
quando se utilizou mulheres com idade reprodutweagada (em média 39 anos), o FSHu foi
preferencial ao FSHr, devido a obtencédo de resstatjuivalentes, porém com menores
custos (Mohamedt al, 2006). Além disso, quando comparado ao FSHM®G hesultou em

um aumento significativo de 4% na taxa de nascimé@@bomarasamet al, 2008). Essas
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diferencas talvez sejam devido a alta heterogedeidas pacientes analisados (por exemplo,
diferentes idades e motivos que levaram a realizdgd-1V) e a dose de FSH utilizada.

6.6.2 Importancia do FSH no cultivo vitro de foliculos pré-antrais humanos

No tocante ao cultivo de foliculos pré-antrais hnaos poucos séo os trabalhos
existentes devido a falta de disponibilidade dodriog e a questdo ética. Alguns autores
demonstraram que o crescimento e a diferenciacafmlrilos pré-antrais cultivados na
presenca de FSH indica a importancia dessa gowéidatrno desenvolvimento folicular
inicial (Roy e Treacy, 1993). Além disso, sabe-ge g FSH é requerido para que os foliculos
primordiais crescam até o estadio de secundaridjoemo crescimento inicial seja
independente da estimulacdo por gonadotrofinasafOdt al, 1997). Apds cultivo com
foliculos pré-antrais humanos, observou-se quetd &8a como um fator de sobrevivéncia
folicular e aumenta o diametro folicular, sugeringoe esse hormoénio tem efeito anti-
apoptatico e mitogénico (Wriglet al, 1999). Otalat al. (2002) também observaram que, em
um cultivo de foliculos pré-antrais contendo FSHncduracdo de 3 semanas, houve um
aumento no percentual de foliculos atrésicos cdatéd@e ao controle ndo cultivado, porém
37% de foliculos priméarios e 2% de secundéarios peetiam viaveis. Além disso, ndo foi
encontrado nenhum foliculo primordial ap6s a teacaiemana de cultivo, sugerindo a
ocorréncia de desenvolvimento folicular. Algunsoaes cultivaram fragmentos de cortex
ovariano na presenca de FSH durante 6 semanasfieavam que, ao final do periodo de
cultivo, houve um percentual significativo de faliws secundarios e 99% dos foliculos
apresentavam-se com a estrutura intacta. A ocaar@® mitoses nas células da granulosa

confirmou que houve divisédo celular durante o eal{Rahimiet al, 2001).

7 Consideracdes finais e perspectivas

O FSH desempenha uma funcédo essencial na estimutlc@lesenvolvimento
folicular, principalmente na fase antral. Entretarma fase pré-antral, esse hormonio atua
indiretamente, estimulando a expresséo de fat@esascimento que sdo importantes para a
foliculogénese inicial.In vivo, essa gonadotrofina tem sido largamente utilizada
programas de superovulacéo, IA e FIV em animaisé$ticos e humanos. Além disso, nos
altimos anos, varias pesquisas desenvolvidas entosndaboratorios demonstraram a

importédncia do FSH no inicio do crescimento folculna proliferacdo das células da
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granulosa, na formacédo do antro, bem como na &obda atresia folicular. Entretanto, os
resultados da aplicabilidade desse hormonio, tantwitro quanto in vivo, tém sido
controversos, 0 que pode ser parcialmente deviddifasentes preparacdes comerciais de
FSH utilizadas.

Em conclusdo, o FSH desempenha um papel esseriaéproducdo e na
fertilidade de mamiferos. Portanto, mais pesquisas necessarias para uma melhor
compreensao do efeito das diferentes preparacGeerciais de FSH na foliculogénese,
resultando assim em um avanco biotecnolégico dadgramportancia para a reproducao

medicalmente assistida, tanto em animais doméstmm® em humanos.
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3 JUSTIFICATIVA

A MOIFOPA é uma biotécnica que tem permitido a psracdo de dezenas a
milhares de foliculos primordiais a partir de unicdrovario, com o intuito de evitar a grande
perda folicular que, normalmente, ocomevivo. Tais foliculos poderdo ser utilizados em
programas de maturagcdo e fecundag#o vitro, transferéncia de embrides e/ou
criopreservacdo. Sabendo-se do grande valor ecoo@yue a espécie caprina representa para
o Nordeste brasileiro, é de extrema importanci@sedvolvimento de um sistema de cultivo
in vitro capaz de ativar esses foliculos e assegurar séeripogrescimento e maturagao
otimizando o aproveitamento do potencial oocit&lesses animais e incrementando a
eficiéncia da reproducédo animaleste contexto, diversos autores tém investigaei@ito de
varios componentes no cultivo de foliculos préasttanto de animais de laboratério como
animais domésticos como vaca, cabra, ovelha. Apeksr fatores reguladores da
foliculogénese inicial ainda ndo serem totalmewtghecidos, sabe-se que fatores enddcrinos
e, principalmente, fatores paracrinos estdo endosvinessa fase. O FSH é um critico
regulador da funcéo ovariana e embora 0s seustoeesmao estejam presentes em foliculos
primordiais, esse hormonio atua indiretamente rszideolvimento folicular inicial. O efeito
do FSH no cultivo de foliculos pré-antrais é bastaiontroverso, tal fato pode, em parte, ser
devido a origem e ao grau de pureza do horménizadbd (FSH). Desta forma, torna-se
essencial um estudo que compare diferentes orgg@useza do FSH no cultivo de foliculos
pré-antrais.

Este trabalho ser& direcionado para o estudo dalggo de foliculos pré-antrais,
0s quais compreendem cerca de 90 a 95% da poputiidar do ovario. Todavia, para que
os foliculos primordiais entrem na fase de cresotmee necessario que sejam ativados, isto
€, ocorra a retomada da proliferacdo das célulagrdaulosa e o aumento do volume
citoplasmatico do odcito. Neste sentido, é de summgortdncia o desenvolvimento de
sistemas de cultivo eficientes capazes de ativéolmailos e assegurar o seu crescimento. A
contribuicéo deste trabalho € o estudo do papedlifeentes origens de FSH (recombinante e
hipofisario) e pureza deste hormonio na foliculag@ninicial. Para este fim, além da técnica
de histologia classica, serd empregada a micrasceftronica de transmissdo para
determinar a qualidade de foliculos pré-antrais ricap cultivados in vitro e,

consequentemente, melhor avaliar a eficiéncia ddesle cultivos testados.



4 HIPOTESE CIENTIFICA

A origem e a pureza do Horménio Foliculo EstimudaiitSH) influenciam na

sobrevivéncia e no desenvolvimento de foliculosgmigais caprinos cultivadas vitro.



5 OBJETIVOS

Objetivo Geral

Avaliar o efeito de diferentes origens, pureza aceotracées do FSH no

cultivo in vitro de foliculos pré-antrais caprinos.

Objetivos Especificos

Avaliar o efeito do FSH hipofisario e recombinangesobrevivéncia, ativacao
e crescimentn vitro de foliculos pré-antrais caprinos;
Analisar morfolégica e ultra-estruturalmente oddalos pré-antrais caprinos

cultivadosin situcom FSH de diferentes origens e pureza.



6 CAPITULO 2

Different Follicle-Stimulating Hormone (FSH) sousdafluence caprine preantral

follicle viability and developmenh vitro

Diferentes origens do Hormonio Foliculo Estimulafi#8H) influenciam a viabilidade e o

desenvolvimento de foliculos pré-antrais caprinos
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Abstract

The aim of this study was to evaluate the effedtspituitary (pFSH) or
recombinant (rFSH) FSH on the survival and growttltaprine preantral follicles. Caprine
ovarian tissues wern@ vitro cultured for one or seven days in Minimum Essémfiadium
(MEM) containing 0, 10, 50, 100 and 1000 ng/ml &Sb or rFSH. Control tissues (non-
cultured) and those cultured were processed fdolbgical and ultrastructural studies. In
addition, follicular and oocyte diameter were asaly. After seven days of culture, only 50
ng/ml of rFSH maintained the percentage of norrallicfes similar to control. Moreover, 10
ng/ml of pFSH and all the concentrations of rFSHnpoted primordial follicle activation. In
addition, the presence of 50 ng/ml of rFSH promdteal highest follicular diameter at day
seven of culture. In conclusion, 50 ng/ml of rFSkimtained the ultrastructural integrity of
caprine preantral follicles, promoted primordiallithe activation and further growth of

cultured follicles.

Keywords: caprine; FSH; growth; preantral follicles

Resumo

O objetivo deste estudo foi avaliar os efeitos d&&HFpituitario (pFSH) ou
recombinante (rFSH) sobre a sobrevivéncia e o icnesto de foliculos pré-antrais caprinos.
O tecido ovariano foi cultivadin vitro por um ou sete dias em Meio Essencial Minimo
(MEM) contendo 0, 10, 50, 100 e 1000 ng/ml de pF&HrFSH. O grupo controle (n&o
cultivado) e aqueles cultivados foram processadosa analises histoldgica e ultra-estrutural.
Além disso, os diametros folicular e oocitario faravaliados. Apds sete dias de cultivo,
apenas 50 ng/ml de rFSH manteve o percentual drilioé normais semelhante ao controle.
Além disso, 10 ng/ml de pFSH e todas as concergsagé rFSH promoveram ativacao de
foliculos primordiais. A presenca de 50 ng/ml d8HFpromoveu o maior diametro folicular
apos sete dias de cultivo. Em concluséo, 50 nggmF&H manteve a integridade de foliculos

pré-antrais caprinos e promoveu a ativagao e eionesto dos foliculos cultivados.

Palavras-chaves: caprinos, FSH, crescimento falictdliculos pré-antrais
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1. Introduction

Reproductive techniques, as preantral follidlesvitro culture, are important to
the achievement of a large amount of oocytes taided inin vitro embryo production
system. Some authors showed that it is possibtedduce live offspringor embryos of rat
porcin€ and bubalingsthrough the culture of oocytes from preantraliétdéls. Although the
factors that regulate early folliculogenesis areya completely established, it is well-known
that paracrine and endocrine factors are involwdatlis phase. Among the endocrine
factors, Follicle Stimulating Hormone (FSH) is adredimeric glycoprotein synthesized and
secreted by the anterior pituitary gland. It is posed by two subunitg, andb, being theb-
subunit that confers biological specificity to thermoné. The oligosaccharides attached to
the FSH molecule form a variety of isoforms and ale&lic isoforms were found to have a
reduced bioactivity compared with the less acidite® Although FSH receptors are
expressed in granulosa célisom primary follicles stage onwdtdthis hormone may act
indirectly in the primordial follicles through pamne factors secreted by larger follicles or
stroma cells.

Somein vitro studies have demonstrated that the addition of ESthe culture
medium promotes the maintenance of viability anegptral follicles growth in capriieas
well as antrum formation in different species 2 However, the effect of FSH in tlie vitro
follicular culture depends on differences among edattors, such as species, purity degree
of commercial preparations of FSH and differentitro culture systems. Furthermore, it was
hypothesized that not only the quantity but alsmgburce and the quality of FSH, in terms of
isoforms and purity, plays an important role in #aely follicular phase

FSH can be extracted from (1) the urine of postmpansal women, consisting in
human menopausal gonadotropin (hMG), (2) pituitatyact of domestic animals, essentially
swine (pFSH) and ovine (oFSH), followed by hormagmeification, and (3) recombinant
technology using Chinese hamster ovary t&llRecombinant DNA technology for FSH
production has been successfully used in the pmgraf controlled ovarian stimulation in
human assisted reproducttdnAlthough its high cost, recombinant FSH (rFSH)isnore
pure and homogeneous hormbhevhich could propitiate a higher efficacy in thesults of
follicular growth. Regarding pFSH, even after pigsfion, its final product has a small
percentage of contamination by others pituitarynaes, such as Luteinizing (LH) and
Thyroid Stimulating Hormone (TSEP) Recently, authors demonstrated that rFSH is more
efficient than urinary FSH in the growth iof vitro cultured murine preantral follicl&s Other

study reported that rFSH increases oocyte maturattes due to a better affinity to their
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receptor’. In addition, authors verified that, in the preserof rFSH, there was a larger
cumulus expansion and a better embryos qualityr afiaturation than using pFSH
However, the effects of different commercial pregians of FSH on the survival, activation
and growth of caprine preantral follicles are nabwn. Furthermore, for evaluation of the
preantral follicles morphology, most studies aresdoh on histological evaluation, being
important the use of ultrastructural analysis tafem follicular integrity. Then, the present
study aims to compare the effect of different searn(ituitary or recombinant) of FSH on the
survival, activation and growth of preantral folis enclosed in caprine ovarian cortex after

in vitro culture.
2. Materials and methods

2.1. Source and preparation of ovarian tissue

Ovaries (n = 8) from 4 adult (1 — 3 years old), edxbreed goats were obtained at
a local slaughterhouse. Immediately after slaughter ovaries were removed, washed in
70% alcohol followed by two times in minimum essaintnedium (MEM) supplemented with
100 g/ml penicillin and 100 g/ml streptomycin. The material was transportedhi@rmo
flasks at 4 °C to the laboratory within 1 hour.
2.2. Caprine ovarian tissue culture

Our organ culture system was described in detalleeaMatos et al. 2007).
Ovarian tissue samples from each ovarian pair wetrén 21 fragments of approximately 3 x
3 mm (1 mm thick). One fragment (non-cultured coltwas immediately fixed in Carnoy’s
fluid for 12 h for histological studies, while a aher fragment (1 mr) was randomly
collected and subsequently fixed in paraformaldel3h and glutaraldehyde 2.5% in sodium
cacodylate buffer 0.1 M (pH 7.2) for ultrastructuexamination. The other fragments of
ovarian cortices were individuallg vitro cultured in 1 ml of culture medium for one or seven
days at 3%C with 5% CQ in air using a 24-well culture dish. The contradium was MEM
supplemented with ITS (insulin 6.2%/ml, transferrin 6.25 g/ml and selenium 6.25 ng/ml),
0.23 mM pyruvate; 2 mM glutamine; 2 mM hypoxanthiaed 1.25 mg/ml BSA, called
MEM®. This control medium was tested alone (culturedtro®) or supplemented with
different concentrations (10, 50, 100 or 1000 nyfhlpFSH (FoIItropir?, Tecnopec, Brasil)
or recombinant bovine FSH (rF§HNanocore, Brasil). All chemicals used in the pras

study were purchased from Sigma Chemical Co., andtiserwise indicated. Every 2 days,
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the culture medium was replaced by fresh medium each treatment was repeated four
times.
2.3. Histological examination and assessmeim gitro follicle growth

To evaluate the morphology of caprine follicleseafine or seven days of culture,
after fixation, the tissue fragments were dehydratea graded series of ethanol, clarified
with xylene and embedded in paraffin wax. For epigte of ovarian cortex, 7m sections
were mounted on slides, stained with periodic &stiff and hematoxylin and examined by
light microscopy (Zeiss, Jena) at 100x and 400xmifi@gtion.

The follicles were classified as described by Hotsst al’®

in primordial (one
layer of flattened granulosa cells around the a®)cgind growing follicles i.e. primary (a
single layer of cuboidal granulosa cells arounddbeyte) or secondary (oocyte surrounded
by two or more layers of cuboidal granulosa cel3@generated follicles were defined as
those with a retracted oocyte, which have a pyknaticleus and/or are surrounded by
disorganized granulosa cells, which are detachewh the basement membrane. From each
medium and each culture period, 120 follicles weaadomly evaluated. To evaluate
follicular activation and growth, only intact falles with a visible oocyte nucleus were
recorded and the proportion of primordial and grayviollicles were calculated at day O
(control) and after one or seven days of culturth@various media tested. To avoid counting
a follicle more than once, preantral follicles weminted only when the oocyte nucleus was
visible. Oocyte and follicle diameters before aftdreculture were analysed with the aid of an
ocular micrometer.
2.4. Ultrastructural analyses

For ultrastructural analysis, after fixation, thagments were washed with sodium
cacodylate buffer and postfixed in 1% osmium tettex0.8% potassium ferricyanide and 5
mM CaC} in 0.1 M sodium cacodylate buffer. Subsequentyngles were in bloc contrasted
with uranyl acetate, dehydrated in a graded sefieeetone and embedded in Spurr's epoxy
resin. The follicles classified as histologicallgrmal in the semi-thin sections stained with
toluidin blue (3mm) were submitted to ultrastructural analysis. Bt purpose, ultra-thin
sections (70 nm) were cut on an ultramicrotomeRait Supernova, German) and examined
using a Jeol 1011 (Jeol, Tokyo, Japan) transmisgiextron microscope, operating at 80 kV.
2.5. Statistical analyses

Kolmogorov-Smirnov and Bartlett's tests were applieo confirm normal
distribution and homogeneity of variance, respetyivAnalysis of variance was made using

GLM procedure of SAS (1999) and Dunnett’s test wpplied for comparison of control
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groups against each treatment tested. Student Neweals' (SNK) test was used to
compare percentages of surviving primordial or gngwfollicles among treatments and days
of culture. Because of the higher coefficient ofiaon observed on follicles and oocytes
diameters, Duncan’s test was applied to compaagnents tested, whilst Student’s t-test was
used to compare means between days of culturesrBiftes among groups were considered

significant when p<0.05 and results were expreasadeans standard deviation (SD).

Results

Effect of FSH source and culture periods on prediilicle survival

A total of 2.280 caprine preantral follicles wereabsed to verify follicular
morphology. The percentage of viable follicles onrcultured and cultured ovarian cortices
is shown in Figure 1. After one day of culturewias observed a significant reduction (P <
0.05) in the percentage of normal follicles in tneants tested compared to control (80%),
except when follicles were cultured in 10 and 50migf rESH (P > 0.05). In addition, after
seven days of culture, the percentage of histoddigiormal follicles was similar (P > 0.05)
to control only when 50 ng/mL of rFSH (70.83%) wased. Furthermore, only 10 and 50
ng/ml of rFSH showed percentages of normal folickggnificantly higher (P < 0.05) than
MEM (52.5%) at day seven. With the progressiorhefdulture from one to seven days, there
was a decrease (P < 0.05) in follicular viabilityMEM™ alone, pFSH 50 and 1000 ng/ml, as
well as in rFSH 10 and 1000 ng/ml. Figure 2 presermal caprine preantral follicles after
seven days of culture with 50 ng/ml of rFSH, shaydocyte and granulosa cells integrity.
Goat primordial follicle activation durinig vitro culture

The percentages of primordial and growing folliciasnon-cultured cortices

were 83.3 and 16.7%, respectively (Figure 3). Aftee day of culture, a significant reduction
in the percentage of primordial follicles (FigurA;3 < 0.05) concomitant with a significant
increase in the percentage of growing folliclegg(fe 3B; P < 0.05) were observed in all
hormone-treated fragments when compared to corimolthe other hand, it has not occurred
to samples culture with MENalone. Comparing results obtained after one andrsdays of
culture, MEM' alone or the addition of 10 ng/ml of pFSH andtlal concentrations of rFSH
significantly decreased the percentage of primértbHicles (Figure 3A; P < 0.05) and
increased the percentage of growing follicles (FegB@B; P < 0.05). Furthermore, when
comparisons were done among treatments at day ,saNeiRSH concentrations had higher

percentages of growing follicles (P < 0.05) thanN#Ealone.
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In vitro growth of goat preantral follicles with FSH

Follicular and oocyte diameters are shown in Tdblafter seven days of culture,
a significant increase (P &.05) in follicular diameter was seen in folliclesltured with
MEM" alone or containing 50 or 100 ng/ml of rFSH whempared to non-cultured tissue
(control). In addition, the presence of 50 ng/mlrB66SH promoted the highest follicular
diameter (P <0.05) at day seven of culture. Furthermore, onljictes cultured in the
presence of 50 ng/ml rFSH increased follicular ditan from day one to seven (P0<05).
With the increase of the culture period from dag do day seven, there was a significant
decrease (P<0.05) in oocyte diameter after cultitie 100 ng/ml of pFSH (P 8.05). At day
seven, oocyte diameters were significantly higmef®00 ng/ml pFSH and 50 rFSH when
compared to all other pFSH concentrations, 100thg?SH and MEM alone.
Ultrastructural analysis o vitro cultured goat preantral follicles

Based on histological results, TEM studies werefgoered in non-cultured
follicles (control, Figure 4A) and in follicles dured for seven days in MEMlus 50 ng/ml
rFSH (Figure 4B). Follicles cultured for seven dagsMEM® plus 50 ng/ml rFSH had
ultrastructure very similar to control folliclesoh follicles showed intact basal and nuclear
membranes, nucleus with descondensed chromatire sesicles and organelles uniformely
distributed in the cytoplasm, with predominantlytashondrias. The granulosa cells were
normal, with alongated nucleus and a high proportiacleus-cytoplasm. However, cortical
tissues cultured with 50 ng/ml rFSH for seven dasfspwed granulosa cells discreetly

detached from the oocyte.

Discussion

In this study, different sources of FSH (pituitaapd recombinant) were
compared to evaluate the influence of this hornmmeaprine preantral follicles survival and
growthin vitro. Although the two preparations are produced fraffier@nt origins, they were
tested in the same concentrations (10, 50, 10@00 hg/ml). Our results demonstrated that,
after seven days of culture, only rFSH at 50 ngdidinot differ from control (non-cultured
tissues) in relation to the percentage of normadlicfes. On the other hand, in all
concentrations tested, pFSH reduced the perceofagarmal follicles after seven days. This
result may be due to the fact that pFSH, a pityitesrmone, used in this study has trace
contaminants of LH activity (approximately 5.254dnd rFSH is a pure preparation. One of
the most important factors that alter hormone Hivyg is the purity degree after the

preparatiol”. Thus, this experiment showed that the higherRBeél purity the better the
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efficiency of this hormone in the maintenance oégmtral follicle viability afterin vitro
culture. According to some authors, LH alone opemsged with FSH resulted in degeneration
of caprine preantral follicles culturéa vitro'®. Some authors also observed that rE%8Hand
pFSH maintained viability and inhibit apoptosis of vitro cultured preantral follicles in
different species. Adversely to the benefic effeft&SH on follicular development, authors
showed that pFSH induced degeneration in small neoypreantral follicle€. These
contradictions may be due to differences betweerciep, hormone sources and
concentrations, as well as experimental design unst#t culture.

In our study, addition of any concentration of rES3id well as 10 ng/ml of pFSH,
increased the primordial follicle activation ratesm day one to seven of culture. It is well-
known that FSH is essential for normal folliculavelopment until the preovulatory stages as
well as for inducing its own receptors and LH reoepin granulosa cefld Authors reported
that FSH stimulates the expression of some groatiof$* such as Kit Ligand, which is
important for the regulation of early folliculogesi® In the present study, the best results of
activation obtained with rFSH may be due to thentmre purity, providing a higher efficacy.
Moreover, evidences showed that different isofolmage differential capability to bind to
target-cell receptors and to evoke biological reses®. Thus, rESH has less acidic isoforms,
which bind to FSH receptors with a higher affinitgsulting in the increase in hormone
bioactivity'®. Other studies demonstrated that rFSH, when cagdp@ar urinary FSH, induces
better proliferation of granulosa céfiss well as estradiol productfdn

In the present study, the highest increase incidkir diameter was obtained when
the follicles were cultured in the presence of 59mi of rFSH. Others authors also
demonstrated that rFSH increased bovine follicalad oocyte diameters after culture for
thirteen day?. In addition, others authors reported that theresgion of FSH receptors
developed progressively during the transition frpnmordial to primary and secondary
follicles®. The presence of FSH receptors in granulosa setigests that FSH can promote
follicular development and growth. Furthermore, thsults from this study are important to
assisted reproduction programs since FSH has beemsevely used in female infertility
treatment. Although its high costlinicians and couples may still prefer to use rF®iH
reasons such as improvement in follicular growtd armability. On the other hand, in our
study, pFSH (100 ng/ml) promoted a reduction itidolar diameter from day one to seven of
culture. We suggest that this occurs due to oodgtgeneration from large preantral follicle
during the culture period, since in the preantrhhge, the oocyte is more sensitive to

degeneration than granulosa c&lls
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Transmission electron microscopy was used as atafid and supplementary
technique to evaluate follicular integrity aftervitro culture. In the present study, preantral
follicles of non-cultured control and those culdireor seven days with rFSH 50 ng/ml
appeared ultrastructurally normal, which confirnted results obtained in the histological
studies, although cortical tissues cultured with ifml rFSH for seven days showed
granulosa cells separated from the oocyte. Thid Was also observed in porcine preantral
follicle culturedin vitro (Lucci, personal communication), and it does rextessarily indicate
follicular degeneration.

In conclusion, this study showed that 50 ng/ml &SH maintained the
ultrastructural integrity of caprine preantral fdiés and promoted primordial follicles

activation and further growth of follicles culturéat seven days.
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Figure captions

Figure 1. Percentages (means = SD) of histologicedrmal preantral follicles in non-culture
tissue (control) and in tissue cultured for one smven days in MEM and MEM

supplemented with different concentrations of pFEBIHFSH. *p<0,05, significantly different
from non-cultured ovarian cortex tissue (controlfDOAB Different letters in the same
column denote significant differences between cealtperiods within the same medium
(p<0.05). (a, b, c, d) Different letters in the saodumn denote significant differences

among treatments in the same peried(.05).

Figure 2. Histological section of (A) culture tigswith rFSH 50 ng/ml (seven days of culture)
after staining with periodic acid Schiff-hematoxylshowing normal follicles and (B) culture
tissue with pFSH 100 ng/ml, showing degeneratelitles. o: oocyty; n: oocyte nucleusyc.

granulose cells (x400).

Figure 3. Percentages (meanzSD) of primordial (A)l growing follicles (primary and
secondary) (B) in non-cultured tissues and in @sstultured for one or seven days in MEM
(control medium) and MEMsupplemented with various concentrations of pFSHFSH.
Per treatment, 120 follicles were evaluated. *p§0ggnificantly different from non-cultured
ovarian cortex tissue (control/D@,B Different letters in the same column denote sigarii
differences between culture periods (one or sews)dwithin the same mediurp<0.05).
a,b,cDifferent letters in the same column denote sigaiit differences among treatments in
the same periogk0.05).

Figure 4. Ultrastructural analysis of (A) a nontaugd preantral follicle (5000X) and (B) a
follicle cultured for seven days in medium contagi50 ng/ml rFSH (6000X). Note
separation between granulosa cells and ooaytaucleusgc- granulosa cellpc- nucleulus,

m- mitochondriay- vacuolearrow- oocyte plasmatic membrane.
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Different Follicle-Stimulating Hormone (FSH) souscenfluence caprine preantral follicle
viability and developmenhn vitro (p.6; line 147)
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Different Follicle-Stimulating Hormone (FSH) souscenfluence caprine preantral follicle
viability and developmenhn vitro (p.6; line 154)
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Figure 2.
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Different Follicle-Stimulating Hormone (FSH) souscenfluence caprine preantral follicle
viability and developmenn vitro (p.6; line 158)

Primordial follicles Growing follicles

A B

= Control ODay 1 mDay7 = Control mDay1mDay7

*Aabc Abc

Ba “AabC xpac  *Aa  *Abc +apc  *Abc
Aab Aab

(%) Mean + SD
oy
S
%) Mean + SD
8

< 20

0(\‘@\ @QS 689 6&6 Q\N’QQ NQQQ @‘3"& 9&0 \’QQ \9@
S <§ <§< QQ% Q@Q‘ & & 89 Qc;b $
<
Treatments Treatments

Figure 3.



62

Different Follicle-Stimulating Hormone (FSH) souscenfluence caprine preantral follicle
viability and developmenhn vitro (p.7; line 176; 177)
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Different Follicle-Stimulating Hormone (FSH) souscenfluence caprine preantral follicle
viability and developmenh vitro (p.7; line 167)

Table 1. Oocyte and follicle diameters (mean+SD) inon-cultured tissues and in tissues
cultured for one or seven days in MEM+ (control medum) and MEM+ supplemented

with various concentrations of porcine and recombiant FSH (n = 120).

Oocyte diameter Follicle diameter
mm mm
Non-cultured (day 0) 55.00+ 7.74 80.65- 11.73

Cultured (Day 1)

MEM+ 57.78+ 4.38 Ac 86.21F 13.48 Aa
pFSH 10 64.58+ 7.95*Aab 95.3@t 14.47*Aa
pFSH 50 64.53+ 8.45*Aab 93.0k 13.14*Aa
pFSH 100 66.71+ 7.41*Aab 89.2% 14.10 Aa

pFSH 1000 68.17+ 8.99*Aa 90.9+ 14.10 Aa
rFSH 10 64.89+ 8.14*Aab 93.5% 14.00*Aa
rFSH 50 67.98+ 8.68*Aa 93.04t 12.71*Ba
rFSH 100 64.58+ 8.96*Aab 89.45 14.29 Aa
rFSH 1000 63.44+ 8.26*Aab 91.93% 11.07*Aa
Cultured (day 7)

MEM+ 61.95+ 7.86 Ab 93.5% 14.52*Ab
pFSH 10 59.79+ 9.73 Ab 87.03 12.77 Ab
pFSH 50 60.25+ 8.36 Ab 86.84- 16.98 Ab
pFSH 100 61.18+ 7.34 Bb 89.1% 15.89 Ab

pFSH 1000 69.06+ 9.04*Aa 93.35+ 13.05 Ab
rFSH 10 65.66+ 8.56*Aab 92.7Ck 14.67 Ab
rFSH 50 69.28+ 9.11*Aa 104.5416.63*Aa
rFSH 100 64.89+ 8.45*Aab 93.63% 13.19*Ab
rFSH 1000 62.89+ 8.67*Ab 92.01+ 14.71 Ab

a,b,cDifferent letters in the same column denote sigaiit differences among treatments in
the same period (p<0.05). A,Bifferent letters in the same column denote sigatit
differences between culture periods within the samdium (p<0.05). *p<0,05, significantly

different from non-cultured ovarian cortex tissaer{trol/DO0).



7 CONCLUSOES GERAIS

A origem, o grau de pureza e a concentracdo dedf&dm a viabilidade e o
desenvolvimento de foliculos pré-antrais capringdvadosin vitro, sendo o

FSH recombinante superior ao hipofisario.

Para o cultivoin vitro de foliculos pré-antrais caprinos, recomenda-se a
utilizagéo de FSH recombinante na concentragad®deybnl.



8 PERSPECTIVAS

Tendo em vista os melhores resultados obtidos cdi$th recombinante neste
trabalho, torna-se importante a utilizacdo destenboio na concentracdo de 50 ng/ml no
meio de cultivo de base, visando o desenvolvimestdoliculos pré-antrais caprinos. Além
disso, devido as evidéncias do papel do FSHr naufobénese pré-antral de caprinos,
demonstradas no presente trabalho, estudos asso@aRSHr com outros horménios e/ou
fatores de crescimento poderédo contribuir na ehgéid da foliculogénese inicial, bem como
no desenvolvimento de um meio de cultivo eficieqte promova a producdo de odcitos

maturos oriundos de foliculos pré-antrais caprowgvadosin vitro.
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