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RESUMO

O maior obstaculo no desenvolvimento de técnicas reprodutivas na espécie canina consiste na
diferencga na fisiologia reprodutiva da cadela comparada a de outras fémeas de mamiferos
domésticos. O presente estudo teve como objetivo avaliar o efeito da adicdo de FSH em
diferentes concentragdes e periodos no cultivo in vitro de foliculos pré-antrais isolados
caninos. Foliculos pré-antrais secundérios foram isolados e destinados ao cultivo em meio a-
MEM suplementado em que foram comparados os seguintes tratamentos: CONTROLE
(somente meio de base); FSH100 (concentracao fixa de 100 ng/ml de FSHrec durante todo de
cultivo) e FSH SEQUENCIAL (FSHSeq — adi¢dao de FSHrec de forma sequencial (100, 500 e
1000 ng/ml) nos dias 0, 6 e 12 do cultivo) o cultivo celular foi realizado a 39°C e 5% de CO,
em ar, com troca de meio realizada a cada dois dias. Os parametros avaliados foram
viabilidade, formacdo de antro, didmetro e taxa de crescimento folicular. Para verificar a
viabilidade folicular, foram utilizados os marcadores fluorescentes Calceina-AM (4 uM ) e
Etidio-Homodimero-1 (2 uM) para vivos e mortos, respectivamente. Os dados obtidos foram
submetidos a ANOVA seguida dos testes ¢ de Student e Kruskal-Wallis para os pardmetros de
didmetro folicular e taxa de crescimento, respectivamente. Os dados foram expressos em
média + erro padrio da média (MD+ SEM). Para os parametros viabilidade e formacao de
antro utilizou-se o qui-quadrado (P<0,05). Todos os foliculos submetidos a fluorescéncia
(100%, P<0.05) apresentaram-se corados em verde pela calceina-AM ao fim do cultivo (D18;
P<0.05). No tratamento FSHSeq, o diametro folicular foi significativamente superior a partir
do D12 (398,07£12,06) quando comparado ao grupo controle (343,11£8,61) (P<0,05).
Enquanto que no D18, no FSHSeq (439,80+14,08) apresentou-se significativamente superior
aos demais tratamentos (P<0,05). Com relacdo as taxas de crescimento folicular diaria
(um/dia), estas foram significativamente superiores no tratamento FSHSeq (6,47+0,55)
quando comparada ao controle (3,67+0,32) e FSH100 (4,47+0,38). Para a formacao de antro,
os tratamentos FSH100 e FSHSeq apresentaram-se significativamente superiores quando
comparados ao grupo CONTROLE no D12 de cultivo. Quando comparado os dias de
tratamento, no D112 o FSHSeq apresentou taxa de extrusdo significativamente superior
quando comparado ao CONTROLE (P<0.05). Diante destes resultados, pode-se concluir que
a adi¢do de FSH de forma sequencial ao meio de cultivo mantém a sobrevivéncia de foliculos
pré-antrais isolados caninos.

Palavras-chave: Canino, foliculo pré-antral, cultivo, FSH
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ABSTRACT

The biggest obstacle in the development of reproductive techniques in dogs is the difference
in reproductive physiology of the bitch compared to other female domestic mammals. The
objective of this study was to evaluate the effect of FSH at different concentrations and for
different lengths of time in the in vitro cultivation of isolated canine preantral follicles.
Secondary follicles (>200 um) were isolated by microdissection and subsequently cultured for
18 days in supplemented a-Minimum Essential Medium (oa-MEM), in the absence (control
medium) or presence of different concentrations of FSH (ng/ml), FSH100 (fixed
concentration of 100 ng/ml throughout the whole culture period), and sequential FSH
(FSHSeq — added sequentially — 100, 500 and 1,000 ng/ml). The parameters evaluated were
survival, follicular growth, oocyte extrusion and the rate of antrum formation. At the end of
cultivation, all of the follicles from all of the treatments (100%, P<0.05) were able to maintain
their viability, which was marked green by calcein-AM. Furthermore, the FSHSeq treatment
on day 18 (D18-439.80 + 14.08 um) was better than the other treatments (P<0.05). In regard
to the daily follicular growth rates (um/day), the FSHSeq treatment was significantly better
(6.47£0.55) than control (3.67£0.32) and FSH100 treatment (4.47+0.38). Furthermore, the
FSH100 and FSHSeq treatments showed a significantly higher rate of antrum formation when
compared to the control group on D12 of cultivation. When comparing the treatments after
D12, FSHSeq showed a significantly higher rate of extrusion when compared to the control
(P<0.05). Therefore, we concluded that the sequential addition of FSH to the culture media
maintained the survival of isolated canine preantral follicles, as well as promoted an increased
rate of follicular growth and antrum formation.

Keywords: Canine, Preantral Follicles, Culture, FSH.



%

Hg
pL

um

LISTA DE ABREVIATURAS E SIMBOLOS

: Porcentagem

: Micrograma

: Microlitro

: Micrometro

: Menor

: Maior

: Mais ou menos

: Graus Celsius

: Analise de variancia

: Bovine serum albumin (Albumina sérica bovina)
: Centro de Controle de Zoonoses
: Cultivo in vitro

. et alii (e colaboradores)

: Faculdade de Veterinaria

: Fecundacao in vitro

: Foliculo ovariano pré-antral

: Follicle stimulating hormone (Hormoénio foliculo estimulante)

: Fundagao Cearense de Apoio ao Desenvolvimento Cientifico e Tecnologico

: Gramas
: Horas

: Litros

11

LAMOFOPA : Laboratoério de Manipulagdo de Odcitos Inclusos em Foliculos Ovarianos Pré

Antrais

LH

LRC
MEM

MII

MIV

mL
MOIFOPA

n

ng

Hormoénio Luteinizante

: Laboratério de Reprodugao de Carnivoros
: Meio Essencial Minimo

Metafase 11

: Maturacgao in vitro

: Mililitros

: Manipulagao de odcitos inclusos em foliculos pré-antrais

: numero de amostras

: Nanograma



SFB
TCM 199
UECE

: Soro fetal bovino
:Meio de cultivo de tecido 199

: Universidade Estadual do Ceara

12



LISTA DE FIGURAS

CAPITULO 1

Figuras

Figure 1:

Figure 2:

Figure 3:

Figure 4:

Viable canine ovarian follicles (stained green with calcein-AM) cultured
in vitro for 18 days in the absence of FSH (control, A and B), presence of
FSH at a fixed concentration (FSH100, C and D) or FSH added
sequentially (FSHSeq, E and F). The scale bars represent 100 um.

Mean + Standard Error of the Mean (SEM) of the follicular diameter after
in vitro culture, in the presence or absence of different concentrations of
FSH (100 ng/ml or sequential) for 18 days. The capital letters are the
comparison between treatments (*®) and the lowercase letters are the
comparison between days (**9).

Percentage of antrum formation in follicles cultured in vitro in the
presence or absence of different concentrations of FSH (100 ng/ml or
sequential) for 18 days. The capital letters are the comparison between
treatments (*®) and the lowercase letters are the comparison between days
().

The extrusion rate of follicles cultured in vitro in the presence or absence
of different concentrations of FSH (100 ng/ml or sequential) for 18 days.
The capital letters are the comparison between treatments (*®) and the

lowercase letters are the comparison between days (a’b).

13

Pag.

37

38

39

40



14

SUMARIO

Pag.
RESUMO...uuuiiiiitiinniisnennnicsniinsisssessssicssiisssesssessssessssssssssssasssssssssssssssssssssssssssssssssssassnss 09
ABSTRACT ...uuiiiiiiniinnniinninsninnsiessissssssssissssissssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssess 10
LISTA DE ABREVIATURAS E SIMBOLOS.........eureueenersressessessessessessessessessessessasens 11
LISTA DE FIGURAS....cuuiitiitinentinensesssicssisesssisssssssssssssissssssssssssssssssssssssssssssssssssssaes 12
1. INTRODUGAO . .....ccuirrencncrersssesesesesssssesessssssssssesssssssssessssssssssssessssssssssssssssessssseses 14
2. REVISAO DE LITERATURA.....ccvumiminincnsinsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssess 16
P28 RO L7810 (00 112:0 1111 (T 16
2.2 OOZRINESE...cureieriesseresessssnossssssssosssssssssssssssssssssssssssssssssasssssssssssssssssassssssssassssssssasss 16
2.3 Foliculogénese € atresia foliCular..........ccoeivvicrninsninsncssenssnnsssessssnssssssssssssssssssns 18
2.4 Aplicacdes e importancia da biotécnica de MOIFOPA................cccceevueeuennnen. 20

2.5 Importancia da composicio do meio sobre o desenvolvimento folicular in
VIEEOuueiiniiinicsnninniinensnicsniessnsssncssnesssssssnsssassssessssssssesssassssssssassssesssassssssssassssesssssssansss 21
2.6. Hormonio Foliculo Estimulante (FSH) .....ccccceeireienrnicccnnccscnnccsnscssensessansescnnees 23
3. JUSTIFICATIV Au.uaaiitiiiicninnnnsnnnissinsssssssisssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssases 25
4. HIPOTESE CIENTIFICA....coucuureumreunrenseensscnssensesssssssssesssssssssssssssssssssssssssssssasssss 26
5. OBJETIVOS..iiiiitiinninninnnicsniinnisssesssicssisssssssessssessssssssssssassssssssssssssssssssssssssass 26
5.1 GeIalucauacnneiniiinniininniicneineinnesssnisssessessssesssssssessssssssssssasssssssssssssssssassssssssassssssns 26
5.2 ESPECITICO..uuiierreriessarcssaricssanesssanessnnessanssssasssssasesssassssssssssssssssssssssssssssssssssssssssassssans 26

6. CAPITULO 1. Foliculos pré-antrais caninos cultivados em diferentes 27
concentracdes de hormonio foliculo estimulante (FSH) e em diferentes periodos....

7. CONCLUSOES ... cuinrrinsinsinssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 46
8. PERSPECTIVAS.....oiiiiiitintistinntisssicsstssssissssisssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssens 46
9. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS......coucuueemeensennscnsssensssssessssessssssssssssssssssess 47



15

1. INTRODUCAO

Pesquisas em tecnologias reprodutivas como a maturacao (MIV), fecundagao (FIV) e
cultivo de embrides in vitro (CIV) sdo conduzidas em cadelas na tentativa de elucidar a
biologia reprodutiva de canideos, bem como ampliar tais conhecimentos para auxiliar na
conservagdo de espécies selvagens em extingdo (SONGSASEN et al., 2007). Porém, o maior
obstaculo para a aplicabilidade e desenvolvimento dessas biotécnicas consiste nas diferengas
da fisiologia reprodutiva da cadela e na baixa eficiéncia da MIV em o6citos caninos,

comparadas a outras espécies de mamiferos (FARSTAD et al., 2000).

Esta baixa eficiéncia pode ser devido as diferencas na maturagdo oocitaria, onde os
odcitos caninos sdo espontaneamente ovulados no estadio de vesicula germinal como odcitos
primarios, enquanto que na maioria dos mamiferos a maturagcdo oocitaria somente ocorre
dentro dos foliculos. Na cadela, a transi¢do de meidse para a metafase dois ocorre no oviduto
e requer um periodo mais extenso, de 2 a 5 dias apds a ovulagdo (DE LOS REYES ef al.,

2005).

Uma vez que ¢ baixo o rendimento da MIV de od6citos caninos oriundos de foliculos
antrais, torna-se limitada a aplicabilidade desta biotécnica. Tal entrave pode ser solucionado
através da utilizagdo de odcitos oriundos de foliculos pré-antrais crescidos in vitro (TELFER,
2001). Desta forma, a biotécnica de manipulacao de oocitos inclusos em foliculos ovarianos
pré-antrais (MOIFOPA) torna-se uma alternativa viavel, visto que os foliculos pré-antrais
constituem o pool de reserva dos gametas femininos, sendo da ordem de milhares a milhdes
dependendo da espécie. A MOIFOPA tem como objetivo principal recuperar foliculos pré-
antrais do ambiente ovariano para o posterior cultivo in vitro até o estddio de maturacao,
prevenindo-os do processo de atresia, que ocorre naturalmente in vivo (FIGUEIREDO et al.,

2007).

Nesse contexto, o crescimento € o desenvolvimento folicular in vitro sdo subsidiados
utilizando-se meios de cultivo ricos em sais inorganicos, vitaminas, substratos energéticos,
aminoacidos dentre outras substancias (TELFER, 2001). Diversas substancias podem ser
adicionadas ao meio de cultivo, influenciando o crescimento folicular. Dentre essas,
destacam-se a albumina sérica bovina (BSA) utilizada como fonte protéica, substratos
energéticos e antioxidantes como o acido ascorbico, e a combinagdo de insulina, transferrina e

selénio (ITS). Além disso, véarios estudos tém sido desenvolvidos visando verificar a
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influéncia de fatores de crescimento e/ou hormonios adicionados aos meios incluindo

gonadotrofinas como hormonio foliculo estimulante (FSH) (HARTSHORNE ef al., 1994).

Nesse sentido, estudos in vitro tém demonstrado que a adicdo de FSH ao meio de
cultivo de foliculos pré-antrais ¢ benéfica por promover o crescimento folicular, bem como a
formacdo de antro em muitas espécies (murinos: McGEE et al., 1997, SPEARS et al., 1998;
humanos: WRIGHT et al., 1999; bovinos: GUTIERREZ et al., 2000; ovinos CECCONI et al.,
1999, ZHOU e ZHANG, 2005; suinos (MAO et al., 2002) e caprinos (SILVA et al., 2009).

Em caninos, por sua vez, Bolamba et al. (1998) utilizaram meios suplementados com
FSH, hCG, estradiol para cultivar odcitos de foliculos pré-antrais avancados e antrais
precoces. O procedimento acarretou porcentagem muito pequena de oocitos que progrediram
de MI a MIIL. Além de que, os autores ndo avaliaram os fatores envolvidos no crescimento ou

desenvolvimento folicular.

Tal fato evidencia a necessidade de maiores estudos que possam contribuir para
elucidar os mecanismos da foliculogénese inicial de cadelas. Tendo em vista que poucos
estudos relatam sobre um sistema de cultivo in vitro para foliculos pré-antrais caninos. E
somando-se a isso, se tem a necessidade de estudos mais aprofundados acerca da influéncia
do FSH no cultivo de foliculos pré-antrais caninos. Desta forma, o presente estudo teve como
objetivo avaliar o efeito da adicdo de FSH em diferentes concentragdes e periodos no cultivo

in vitro de foliculos pré-antrais caninos isolados.
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2. REVISAO DE LITERATURA
2.1. Ovario mamifero

O ovario ¢ considerado o orgdo reprodutivo primario da fémea. Realiza duas fungdes
primordiais: (1) formar a célula germinativa feminina e (2) produzir os hormdnios sexuais e
diferentes peptideos. E formado por duas regides: a medular e a cortical, sendo totalmente
estabelecida em torno de 40 dias de desenvolvimento fetal, no que se refere a espécie canina

(RODRIGUES, 2003).

O ovario ¢ constituido pelo cortex e pela medula. No cortex ovariano estdo os
foliculos em diferentes fases de desenvolvimento, corpo liteo, corpo hemorragico ou corpo
albicans (dependendo da fase reprodutiva do individuo) e na por¢ao medular, formada por
tecido de sustentacdo, estdo os vasos sanguineos e linfaticos e os nervos. A por¢ao externa do
cortex tem uma camada de tecido conjuntivo denso, chamada tunica albuginea ovariana,
localizada entre a por¢do externa do cortex e o epitélio germinativo, cuja denominagdo,
embora em uso, ¢ inadequada, uma vez que o epitélio germinativo nada mais ¢ do que um
segmento do epitélio do peritonio modificado e ndo tem funcdo de produgdo de células
germinativas, ao contrario do que a nomenclatura faz crer (NASCIMENTO e SANTOS,
2003).

Os ovarios caninos sdo estruturas de formato ovalado, envoltos pela bursa ovarica e
suspensos pelo ligamento mesovario. Estao localizados a altura das 3* e 4* vértebras lombares,
em situagdo caudal aos rins (RODRIGUES, 2003). Apresentam um comprimento médio de 20
mm e possuem uma largura de aproximadamente 15 mm. As medidas orginicas estdo
relacionadas ao tamanho corporal, & idade e ao estddio do ciclo estral; no anestro as

dimensdes sao inferiores a 1,5x 1,0x 0,8 cm (ENGLAND ¢ HEWITT, 1999).

2.2. Oogénese

De acordo com Figueiredo et al. (2002), a oogénese pode ser definida como o
processo de desenvolvimento e diferenciacdo das células germinativas primordiais das
fémeas, culminando com a formacdo do odcito hapléide fecundado. Nos mamiferos, esse

evento tem inicio durante a vida fetal e desenvolve-se por meses a anos nos animais adultos.



18

Segundo Bristol-Gould e Woodruff (2006), a oogénese tem inicio nos estadios
embrionarios do desenvolvimento ovariano, com a migracdo das células germinativas
primordiais (CGM) oriundas do saco vitelinico para a crista gonadal. Imediatamente apos a
diferenciagdo das gonadas, ocorre a transformacdo das CGP em oogoOnias mitoticamente
ativas e, entdo, em odcitos primarios. As oogonias sdo c¢lulas grandes e arredondadas que
migram e colonizam a crista, perdendo a motilidade e iniciando a gametogénese por meio de
divisdes mitoticas. Quando a mitose € cessada, inicia-se a meiose que ocorre em momentos

distintos de acordo com a espécie animal.

Na cadela, esta fase de multiplicagdo se encerra, pouco apdés o nascimento.
Considerando-se que o ovario nessa espécie ndo apresenta por ocasido do nascimento nenhum
foliculo primordial. No periodo correspondente as duas semanas apds o nascimento, as
oogodnias comec¢am a se dividir, ingressam na meiose I no estadio de pré-leptoteno e evoluem
para oocitos primdrios (RODRIGUES, 2003). Em seguida, uma camada de células somaticas
planas conhecidas como células da pré-granulosa, originarias do epitélio celomico, circundam
os oocitos primarios formando os foliculos primordiais e dando inicio a foliculogénese

(LOPES, 2008).

A partir desse evento, os odcitos primarios passam para a segunda etapa da meiose
compreendida pelos sucessivos estadios da profase I, conhecidos como leptoteno, zigdteno,
paquiteno, dipldteno e dictoteno (vesicula germinativa), constituindo assim os foliculos
primordiais que sdo observados nos caninos, trés semanas apds o nascimento. Alguns meses
apos o nascimento, todos os foliculos primordiais com o niumero definitivo de o6citos ja terdo
se formado (BUCCIONE et al., 1990, ENGLAND e HEWITT, 1999). Ap6s a formagao dos
foliculos primordiais, as células da pré-granulosa param de se multiplicar e entram num
periodo de quiescéncia. Os odcitos primarios inclusos nesses foliculos encontram-se na fase

de profase I da meiose. (LOPES, 2008).

Com a puberdade, ocorre a liberacdo do pico pré-ovulatério de FSH e do hormdnio
luteinizante (LH), que promove a progressao da divisdo meidtica, formacao do oodcitos
secundarios e outra parada na fase de metafase II. A meiose serd retomada novamente apds a
fecundacdo do odcito pelo espermatozoide, originando o odcito haploide fecundado e

finalizando a oogénese (FIGUEIREDO et al., 2008).
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Vale salientar, que na espécie canina, de acordo com Luvoni et al .(2005), os odcitos
apresentam como particularidade o fato de serem ovulados imaturos, em estadio de vesicula
germinativa, enquanto as outras espécies ovulam o6citos em metafase II (MII). Assim, nos
canideos, o oviduto sustenta por longo periodo odcitos imaturos e € o sitio da evolugdo a MII,
bem como da fecundacdo e desenvolvimento a blastocisto. Onde ¢ necessario um periodo de

dois a cindo dias de permanéncia no oviduto para completar a maturagdo meidtica do oocito.

2.3. Foliculogénese e atresia folicular

O foliculo ¢ a unidade morfofuncional do ovario, sendo constituido por um o6cito
circundado por células somaticas (células da granulosa e tecais), e desempenha duas funcdes
principais que sdo interdependentes; uma endocrina (producdo e liberagdo de hormdnios
esterdides e outros peptidios) e a outra exdcrina ou gametogénica. Nesta ultima fungdo, o
foliculo ¢ um elemento essencial para a manutenc¢do da viabilidade oocitaria, para assegurar o
crescimento e maturagdo de odcitos primarios ou imaturos e, finalmente, para liberar um

odcito maduro no processo de ovulagao (FIGUEIREDO et al., 2002).

Dessa forma, de acordo com Hafez (2004), o processo de formagdo, crescimento e
maturacao folicular pode ser definido como a foliculogénese, que se inicia com a formacgao do
foliculo primordial e culmina com o estadio de foliculo maduro ou pré-ovulatorio. Na cadela,
a foliculogénese inicia-se com a formacao dos foliculos primordiais apds o nascimento, em
um intervalo situado entre duas e 12 semanas, podendo também persistir at¢ a puberdade,
sendo evidenciada pela presenca de oogdnias em diferenciagdo ainda no primeiro estro (MC

DOUGALL et al., 1997).

A populacdo folicular presente no ovario ¢ bastante heterogénea e localiza-se no
cortex ovariano. De acordo com o grau de evolucdo, os foliculos podem ser divididos em
foliculos pré-antrais ou ndo cavitarios que representam cerca de 90% da populagdo folicular,
constituidos pelos foliculos primordiais, primarios e secunddrios; e foliculos antrais ou
cavitarios, compreendendo os foliculos tercidrios e os foliculos de De Graaf. Estes ultimos

sdo também denominados de foliculos maduros ou pré-ovulatérios (FIGUEIREDO, 1995).

Os foliculos primordiais, presentes nos ovarios caninos ao redor da 3* semana pods-

nascimento, abrigam pequenos odcitos de 1* ordem (com cerca de 25 um de didmetro) com
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uma Unica camada de células da granulosa (RODRIGUES, 2003). A partir do momento que
esta Unica camada formada por células pavimentosas sofre diferenciacdo tornando-se
cubdides, os foliculos primordiais evoluem para foliculos primarios. Em alguns foliculos
primordiais estdo presentes tanto células pavimentosas quanto cubicas, dando origem a classe

de foliculos de transi¢cao (VAN DEN HURK et al., 1997).

Em continuidade a foliculogénese, através de divisdes mitoticas celulares, o foliculo
primario com um diametro de 30 a 100 um, circundado por uma camada cuboidal de células
da granulosa, evolui para secundario, que ¢ constituido por diversas camadas adicionais de
células da granulosa (CUNNUNGHAM, 2004). Na cadela, o didmetro de um foliculo
secundario situa-se entre 102 e 148,9um (RODRIGUES, 2003).

Para que os foliculos progridam além do estddio pré-antral, a granulosa e a teca
desenvolvem receptores para gonadotrofinas FSH e LH, respectivamente, e ocorre um
aumento das concentragdes séricas de progesterona (REYNAUD et al., 2006). O inicio da
fase antral ¢ marcado pelo surgimento do fluido que comega a dividir a granulosa (o liquido
folicular). Esse produto secretério da granulosa aglutina-se para formar uma cavidade fluida
ainda maior, o antro. Na fase final de desenvolvimento do foliculo antral, o odcito permanece
envolvido por uma camada de células da granulosa denominadas cumulus oophoros que ¢
fixada a parede dos foliculos por um pequeno pedinculo de células da granulosa
(SWENSON, 2006). As células do cumulus sdo, portanto, uma subpopulacido de células da
granulosa cuja funcdo ¢ fornecer nutrientes aos o6citos durante seu crescimento, participar na
formagdo da zona pelucida e sintetizar a matriz extracelular composta por proteinas e pelo
polissacarideo 4cido hialuronico, de importdncia no transporte e na atragdo dos

espermatozdides no oviduto (BREDFORD e KIM, 1993; TOSHIMORI, 2000)

Um achado comum observado nos ovarios de cadelas ¢ a presenga de foliculos que
contém mais de um odécito, chamados foliculos poliovulares. Apesar de sua origem ser
desconhecida, acredita-se que possa resultar de falhas oriundas da divisdo das células
germinativas durante os estddios iniciais da foliculogénese ou que as taxas de
desenvolvimento sejam superiores a diferenciagdo das células somadticas circundantes,
resultando dessa forma de vérias células germinativas dentro de um unico foliculo (PAYAN-
CARREIRA e PIRES, 2008). Segundo Reynaud et al. (2006), os foliculos poliovulares sdo

mais observados em pequenos foliculos em crescimento e raramente em grandes foliculos pré
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antrais, sendo desconhecido se esses foliculos podem alcangar a ovulagao e liberar um ou

mais odcitos viaveis.

Com inicio do crescimento folicular, os foliculos podem vir a ser encaminhados ao
desenvolvimento atingindo a ovulagdo (recrutamento), evento esse que se destina ao um
niumero minimo de foliculos; ou podem sofrer morte celular, por atresia (LIMA, 2006). Na
atresia, os foliculos ovarianos passam por mudangas degenerativas durante as quais sua
integridade ¢ perdida. A maior parte dos odcitos ¢ perdida em estadios diversos de
crescimento, bem como em estadios diversos do ciclo ovariano. Tais perdas ocorrem mais
frequentemente em estadios avangados do crescimento folicular. A atresia estd associada a
uma série de mudangas morfoldgicas, bioquimicas e histologicas, que variam de acordo com

o estadio do crescimento folicular e também com a espécie animal (CUNNUNGHAM, 2004).

Dessa forma, a atresia pode ocorrer por via degenerativa e/ou apoptodtica. A via
degenerativa é causada por isquemia, que resulta em algumas alteracdes na permeabilidade da
membrana celular e consequente degeneracdo. J4 a apoptdtica, ocorre quando o ambiente
paracrino ou endoécrino ndo ¢ apropriado para suportar o crescimento folicular e/ou
diferenciagdo das células da granulosa (SILVA et al., 2002). De acordo com Figueiredo et al.
(2002), cerca de 99,9% dos foliculos ndo atinge a ovulagdo, pois sdo eliminados por atresia,
fazendo com que o desenvolvimento de um foliculo pré-ovulatorio a partir de um foliculo

primordial seja um evento bioldgico extremamente raro.

2.4. Aplicacdes e importancia da biotécnica de MOIFOPA

Durante muito tempo, as pesquisas na area de biotecnologia da reproducdo se
restringiram a estudos com animais de produ¢do e somente a partir da década de 90, com o
interesse da comunidade cientifica pela preservacao da biodiversidade € que a espécie canina
mereceu atencdo. Esse aspecto deveu-se ao fato de a fémea canina constituir-se modelo
experimental para canideos ameagados de extingdo, dentre eles o cachorro vinagre (Spheothos
venaticus), o lobo-guard (Chrysocyon brachyurus) e a raposa-do-campo (Lycalopex vetulus),

que sao espécies da fauna brasileira (RIBEIRO, 2007).

Além disso, com o crescimento da cinofilia, o intercimbio entre os criadores

profissionais de caes (Canis familiaris) em todo o mundo tem favorecido uma maior cobranga
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quanto ao aperfeicoamento de biotecnologias que melhorem o potencial reprodutivo nesta
espécie, como também permitam o aproveitamento de reprodutores que apresentem doengas
adquiridas e que ndo estejam aptos a realizar a monta natural havendo também uma demanda
para de preservagdo de germoplasma das cadelas domésticas de caracteristicas zootécnicas

superiores ou de ragas raras (DURRANT et al., 1997; RODRIGUES, 1997; STROM, 1997).

Dentre as biotécnicas estudadas, a manipulagdo de oocitos inclusos em foliculos
ovarianos pré-antrais (MOIFOPA) surgiu como uma via alternativa para o desenvolvimento
de outras biotécnicas reprodutivas, tais como a produgdo in vitro de embrides (PIV), a
clonagem e a transgenia, no intuito de resgatar os FOPA antes que estes se tornem atrésicos,
além de consistir em uma das principais ferramentas utilizadas atualmente para a elucidagao
da foliculogénese inicial. A MOIFOPA pertence ao grupo das biotécnicas fundamentais
ligadas a reproducdo, que se encontra em franco desenvolvimento, e compreende trés fases: o
resgate de FOPA, a conserva¢do dos mesmos através do resfriamento e/ou criopreservagao, €

o cultivo in vitro até o estadio de maturagao folicular (FIGUEIREDO et al., 1999).

Assim, no futuro, sera possivel obter, a partir de um Unico ovario, milhares de FOPA
que, cultivados e submetidos a outras biotécnicas da reprodugdo como a fecundagao in vitro e
a clonagem, viabilizardo a PIV. Destes, um numero de crias saudaveis significativamente
maiores do que aquele obtido através da reproducdo natural também poderd ser alcangado

(LOPES, 2008).

2.5. Importancia da composicao do meio sobre o desenvolvimento folicular in vitro

Segundo Silva et al. (2004a,b), no desenvolvimento de um sistema de cultivo eficiente
¢ essencial que ocorra um controle irrestrito de todas variaveis que possam afetar direta ou
indiretamente, tais como, temperatura, CO,, tensdo de oxigénio, controle de contaminagdes
fungicas e bacterianas, e fatores referentes ao meio de cultivo como a presenca de nutriente e

suplementos.

Dessa forma, a composi¢ao do meio ¢ uma importante ferramenta para a obtengdo do
sucesso do cultivo de FOPA in vitro. Visto que, ¢ no meio de cultivo que os foliculos
encontrarao subsidios necessarios para dar suporte ao seu crescimento (TELFER et al., 2000).

Assim, muitos autores tém investigado o efeito de varios componentes no meio de cultivo in
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vitro de FOPA, tanto de animais de laboratérios, como animais domésticos (DANFORTH et

al.,2003; MATOS et al., 2007).

Nesse sentido, diversas substancias podem compor o meio de cultivo e influenciar no
crescimento folicular (TELFER et al., 2000). Segundo Guérin (1998), a composi¢do de um
meio deve obedecer a requisitos, como: conter produtos que se assemelhem aos de células
tubaricas como exemplo o meio de cultivo tecidual 199 (TCM 199) ou o fluido sintético
ovudutario (SOF); ser suplementado com albumina sérica bovina (BSA ) ou soro fetal bovino
(SFB); conter elementos capacitadores como a heparina, taurina, hipotaurina; e dentre outros,
conter hormodnios e fatores de crescimento como as gonadotrofinas e o fator de crescimento

epidermal (EGF).

Em relagdo a espécie canina de forma geral, as pesquisas conduzidas utilizam meios
de cultivo semelhantes aos empregados para as outras espécies (GUERIN 1998). Bolamba et
al. (1998) realizaram o cultivo de FOPA avangados em Meio Essencial Minimo Dulbelco’s
(DMEM) suplementado, e concluiram que € possivel obter-se retomada de meiose em odcitos
recuperados de FOPA avancados. Ja para Bolamba et al. (2002), o cultivo de FOPA de
cadelas em meio SOF foi suficiente para maturagdo de uma menor propor¢do de odcitos
caninos ¢ que tanto o SFB, quanto o BSA nao foram efetivos quando adicionados ao meio de

cultivo.

No entanto, sabe-se que a suplementagao do meio com BSA ou SFB ¢ benéfica por ser
uma importante fonte de proteina, suprindo as necessidades de aminoacidos essenciais,
fornecendo energia oriunda de carboidratos e funcionando também como uma fonte de ions
diéxido de carbono para manutencdo de um pH ideal. Além disso, o acréscimo de BSA aos
meios pode facilitar a aderéncia de fatores de crescimento e evitar decréscimo na

concentragao de oxigénio do meio (HEWIT e ENGLAND, 1999).

Vale salientar que na composi¢do do meio de cultivo também ¢é aconselhavel a adigao
compostos antioxidantes (LUVONI et al.,, 2004). Nesse sentido, suplementos como a
combinagdo de insulina, transferrina e selénio (ITS), podem ser utilizados para o fim acima
descrito (AUGUSTIN et al., 2003). Assim como a utilizagdo do acido ascorbico nos meios de
cultivo, que age como um potente antioxidante, podendo reduzir os danos causados pela a¢ao
de espécies reativas de oxigénio e complexos metal-oxigénio ao DNA, proteinas,

carboidratos, lipidios e membranas celulares (SIES et al, 1992).
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Virios estudos tém sido desenvolvidos visando verificar a influéncia de fatores de
crescimento e/ou hormonios adicionados aos meios incluindo gonadotrofinas como o FSH

(HARTSHORNE, 1997).

2.6. Hormoénio Foliculo Estimulante (FSH)

Sabe-se que in vivo o hormdnio gonadotroéfico FSH € crucial para a manutencdo da
funcdo ovariana. Sua atuacdo ¢ mais direcionada as células da granulosa e resulta em uma
variedade de reagoes, tais como a estimulagdo da proliferagdo celular, sintese de esterdides e
expressao de receptores para EGF e LH (FORTUNE, 2003). Somando-se a isso tem se o fato
de que apds a selegdo folicular, as gonadotrofinas sdo necessarias para o desenvolvimento de
foliculos antrais, ndo estando claro ainda se o FSH afeta a proliferagdo de pequenos foliculos

pré-antrais (MATOS et al., 2007).

O FSH regula a produgdo de varios fatores de crescimento que agem de forma critica
na ativacao e crescimento folicular, atuando por ligacdo aos receptores expressos nas células
da granulosa. Embora os receptores de FSH sejam expressos nos foliculos primarios
avangados, pode vir a causar um efeito indireto nos desenvolvimento precoce dos foliculos,
por fatores liberados por foliculos maiores ou pelas células do estroma ovariano (OKTAY et

al., 1997, MEDURI et al., 2002).

O uso do FSH no meio de cultivo in vitro dos FOPA de animais domésticos, ainda
apresenta resultado contraditérios (FORTUNE, 2003). Como demonstrado por Braw-Tal e
Yossefi (1997), cultivando foliculos bovinos in vitro, concluiram que a presenca de FSH no
meio ndo apresentou nenhum efeito no crescimento desses foliculos. Ja Nuttinck et al.
(1996),trabalhando com a mesma espécie, afirmaram que a presenga do FSH no meio foi

responsavel pela indugdo da degeneracao de odcitos em foliculos pré-antrais.

Contraditoriamente, outros estudos in vitro t€ém demonstrado o efeito benéfico da
adi¢ao de FSH ao meio de cultivo de FOPA, em que foi observado que o FSH promove o
crescimento folicular bem como a formagao de antro em muitas espécies (murinos: McGEE et
al., 1997, SPEARS et al., 1998; humanos: WRIGHT et al., 1999; bovinos GUTIERREZ et
al., 2000; ovinos CECCONI et al., 1999, ZHOU e ZHANG, 2005; suinos , MAO et al., 2002;
e caprinos , SILVA et al., 2009).
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Em caninos, por sua vez, Bolamba et al. (1998) utilizaram além do FSH, a
Gonadotrofina Corionica humana (hCG) e o estradiol para cultivar foliculos pré-antrais
avancados e antrais precoces. Nesse experimento, foi observado que a adigdo de tais
substancias promoveu maiores taxas de crescimento ¢ desenvolvimento folicular. Entretanto,
apenas uma pequena taxa de odcitos progrediu ao estadio de MII. Este resultado, portanto,
mostra que sdo necessarios estudos mais aprofundados acerca da influéncia do FSH no cultivo

de foliculos pré-antrais caninos.
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3. JUSTIFICATIVA

As biotécnicas reprodutivas apresentam um grande potencial para contribuir na
conservagdo de espécies de canideos selvagens em extingdo, principalmente com a utilizacao
do cdo doméstico como modelo (RODRIGUES, 2003). Porém um fator limitante para o
desenvolvimento e eficiéncia dessas biotécnicas ¢ a auséncia de um numero satisfatorio de
oocitos a serem fertilizados (TELFER, 2001). Este problema pode vir a ser solucionado por
meio do uso de uma grande fonte de odcitos inclusos em FOPA, obtidos com a técnica de
manipulagdo de odcitos inclusos em foliculos ovarianos pré-antrais (MOIFOPA)

(FIGUEIREDO et al., 1999).

Além de que, o uso da MOIFOPA pode vir a auxiliar na solucdo de inumeras
incognitas que ainda existem em relagdo a foliculogénese na espécie canina, assim como a
acdo dos fatores envolvidos no crescimento, bem como diferenciacdo e selecdo folicular.
Tendo em vista que o foliculo ovariano pré-antral ¢ o precursor da populagdo de foliculos
antrais que chegardo ao estaddio ovulatorio, faz-se necessario o seu estudo para elucidar os

mecanismos responsaveis pelo desenvolvimento dessa grande fragcdo da populacio ovariana.

Dentre outros fatores, na literatura pouco ¢ relatado sobre o cultivo in vitro de FOPA
caninos, asssim como a a¢ao hormonal no meio de cultivo. A a¢do de gonadotrofinas como o
FSH ou LH j4 foi indiretamente avaliada por Bolamba et al. (1998), que por sua vez,
utilizaram meios suplementados com FSH, hCG e estradiol para cultivar odcitos de foliculos
pré-antrais avancados e antrais precoces. O procedimento acarretou porcentagem muito
pequena de odcitos que progrediram de MI a MII, além de nio ter elucidado a concentracao

ideal no meio de cultivo para os hormonios utilizados.

Nesse sentido, observa-se a necessidade do desenvolvimento de um sistema de cultivo
in vitro eficiente para o cultivo de FOPA caninos com suplementacdo de hormdnios e suas

acoes na folciculogénese.
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4. HIPOTESE CIENTIFICA

A utilizacdo do FSH no cultivo de foliculos pré-antrais caninos mantém a viabilidade
folicular e pode influenciar positivamente o crescimento in vitro apoOs cultivo de longa

duracio.

5. OBJETIVOS
5.1 Geral

v" Avaliar o efeito do FSH no meio de cultivo de FOPA caninos.

5.2 Especificos

v’ Avaliar o periodo ideal de cultivo dos FOPA;
v Durante o cultivo, avaliar o crescimento folicular e a formacéo de antro;

v" Apbs o cultivo, analisar a viabilidade dos foliculos.
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Foliculos pré-antrais caninos cultivados em diferentes concentragoes de hormoénio
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ABSTRACT

The objective of this study was to evaluate the effect of FSH at different
concentrations and for different lengths of time in the in vifro cultivation of isolated canine
preantral follicles. Secondary follicles (>200 um) were isolated by microdissection and
subsequently cultured for 18 days in supplemented a-Minimum Essential Medium (a-MEM),
in the absence (control medium) or presence of different concentrations of FSH (ng/ml),
FSH100 (fixed concentration of 100 ng/ml throughout the whole culture period), and
sequential FSH (FSHSeq — added sequentially — 100, 500 and 1,000 ng/ml). The parameters
evaluated were survival, follicular growth, oocyte extrusion and the rate of antrum formation.
At the end of cultivation, all of the follicles from all of the treatments (100%, P<0.05) were
able to maintain their viability, which was marked green by calcein-AM. Furthermore, the
FSHSeq treatment on day 18 (D18-439.80 + 14.08 um) was better than the other treatments
(P<0.05). In regard to the daily follicular growth rates (um/day), the FSHSeq treatment was
significantly better (6.4710.55) than control (3.67+0.32) and FSH100 treatment (4.47+0.38).
Furthermore, the FSH100 and FSHSeq treatments showed a significantly higher rate of
antrum formation when compared to the control group on D12 of cultivation. When
comparing the treatments after D12, FSHSeq showed a significantly higher rate of extrusion
when compared to the control (P<0.05). Therefore, we concluded that the sequential addition
of FSH to the culture media maintained the survival of isolated canine preantral follicles, as

well as promoted an increased rate of follicular growth and antrum formation.

Keywords: Canine, Preantral Follicles, Culture, FSH.

1. INTRODUCTION

Research into reproductive technologies, such as in vitro embryo maturation (IVM),
fertilization (IVF) and culture (IVC), are conducted in female dogs in an attempt to elucidate
the reproductive biology of dogs, as well as expand the available knowledge that can be
applied to help in the conservation of endangered species [1] (SONGSASEN et al., 2007).
However, the greatest obstacle to the applicability and development of these biotechnologies
is the differences in the reproductive physiology of the female dog, and the low efficiency of

IVM for canine oocytes, compared to other mammalian species [2] (FARSTAD et al., 2000).
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In most mammals, oocyte maturation occurs within the ovarian follicle, with one or
more mature oocytes being ovulated. In dogs, the female gamete shows peculiar
characteristics [3] (DE LOS REYES et al., 2005), such as the fact that the oocyte is immature
when ovulated and remains in the oviduct until it reaches maturation three to five days
between the third and fifth day after ovulation. Furthermore, the canine oocyte has a high
lipid content, which results in a dark uniform cytoplasm, with extremely compact cumulus

and corona radiata cells [4] (KIM et al., 2005).

Since the IVM yield of canine oocytes is low, the applicability of this biotechnology is
limited. However, this obstacle can be solved by using oocytes that are derived from preantral
follicles grown in vitro [5] (TELFER, 2001). Consequently, the biotechnology of the
manipulation of oocytes enclosed in preantral follicles (MOEPF) becomes a viable
alternative, since the preantral follicles constitute a reserve pool of female gametes, with
thousands to millions in number, depending on the species. The main objective of MOEPF is
to recover preantral follicles from the ovaries for subsequent in vitro cultivation until the
maturation stage, and to prevent the process of follicular atresia that occurs naturally in vivo

[6] (FIGUEIREDO et al., 2008).

Nevertheless, the development of an in vitro culture system that supports the growth of
the preantral follicle in domestic species is ambitious. This growth is supplemented by using
culture media enriched with inorganic salts, vitamins, energetic substrates and amino acids,
among other substances [5] (TELFER et al., 2000). According to [7] Guérin (1998), research
conducted on canine species generally uses culture media similar to those used for other

species.

Several substances that influence follicular growth can be added to the culture media.
Among these substances, the following stand-outs are bovine serum albumin (BSA), which is
used as a protein source, energetic substrates and antioxidants, such as ascorbic acid, and the
combination of insulin, transferrin and selenium (ITS). Moreover, several studies have been
developed to examine the influence of growth factors and/or hormones added to the culture
media, including gonadotropins such as follicle-stimulating hormone (FSH) [8]

(HARTSHORNE et al., 1994).

In vitro studies have shown a positive effect of adding FSH to the culture media of

preantral follicles. It has been shown that FSH promotes follicular growth, as well as antrum
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formation in many species, murine ([9] McGEE et al., 1997, [10] SPEARS et al., 1998),
human [11] (WRIGHT et al., 1999), bovine [12] (GUTIERREZ et al., 2000), ovine [13]
(CECCONI et al., 1999, [14] ZHOU and ZHANG, 2005), swine [15] (MAO et al., 2002) and
caprine [16] (SILVA et al., in press).

In canines, [17] Bolamba et al. (1998) used, in addition to FSH, human chorionic
gonadotropin (hCG) and estradiol, to cultivate advanced preantral follicles and early antral
follicles. In this experiment, only the reference parameters for the maturation of oocytes
derived from advanced preantral follicles were observed after in vitro culture, while follicular
development or growth were not evaluated. This fact highlights the need for further studies
that may help elucidate the mechanisms of early folliculogenesis in the female dog, especially
since an in vitro culture system for canine preantral follicles has never been tested. Moreover,
more in-depth studies about the influence of FSH in culturing canine preantral follicle are
needed. Therefore, the objective of this study was to evaluate the effect of adding FSH at
different concentrations and for different lengths of time to the in vitro culture of isolated

canine preantral follicles.

2. MATERIALS AND METHODS

2.1. Collection and transport of ovaries

Ovaries (n=60) from female dogs, without a defined breed and in different stages of
the estrous cycle, were collected immediately after euthanasia in the Center for Zoonosis
Control in Fortaleza, Ceara, Brazil. After collection, the ovaries were washed once in 70%
alcohol for 10 seconds and twice in HEPES-buffered Minimum Essential Medium (MEM)
plus penicillin (100 pg/mL) and streptomycin (100 pg/mL). The ovaries were then transported
to the laboratory in less than one hour at 4°C [18] (LOPES et al., 2009).

2.2. Isolation of canine advanced preantral follicles

In the laboratory, after removing the ovarian bursa and other adjacent tissues and
ligaments, the ovarian cortex was fragmented into slices approximately 1 mm thick. Then,

secondary preantral follicles greater than 200 um in diameter were manually isolated by
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microdissection, using 26 G needles attached to 1-ml syringes (MAO et al., 2004) under a
stereomicroscope dissecting microscope (SMZ 645 Nikon, Tokyo, Japan). After isolation, the
follicles were immersed in drops of culture media and were washed three times before being
transferred into culture plates. Only follicles considered morphologically normal, that is
having a centrally located spherical and dark oocyte, surrounded by two or three compact
layers of granulosa cells, and with no apparent damage to the basal membrane, were selected

for cultivation [19] (DURRANT et al., 1998).

2.3. In vitro culture

The follicles were cultured in 100 pl drops of media under mineral oil, using 60-mm
diameter Petri dishes. The culture media was composed of a-MEM supplemented with BSA
(3 mg/mL), glutamine (2 mM), hypoxanthine (2 mM) and ITS (insulin 6.25 ug/mL,
transferrin 6.25 pg/mL and selenium 6.25 ng/mL), ascorbic acid (50 pg/ml) and recombinant
FSH (FSHrec) at different concentrations. In this study, the following groups were tested:
control (basic media); FSH100 (fixed concentration of 100 ng/ml throughout the whole
culture period); and sequential FSH (FSHSeq — added sequentially — 100, 500 and 1,000
ng/ml beginning at 0, 6 and 12 days of cultivation). The follicles were incubated at 39°C with

5% CO,, and the media was changed every two days.

Before, during and after cultivation, parameters such as the viability, diameter,
follicular growth rate and the rate of antrum formation were evaluated. To evaluate growth,
the follicles were measured every 6 days using an ocular micrometer attached to a
stereomicroscope (SMZ 645 Nikon, Tokyo, Japan), using the average of two measurements
(vertical + horizontal/2). To evaluate the rate of antrum formation, the emergence of a
translucent cavity filled with follicular fluid was observed visually while changing the culture

media, and the diameter of the follicle was measured.

2.4. Analysis of follicular survival

To verify follicular viability at the end of the culture period, the fluorescent markers
calcein-AM (4 uM) and ethidium homodimer-1 (2 uM) were used for staining live and dead

follicles, respectively. The follicles were incubated at 37°C for 15 minutes, washed three
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times in HEPES-buffered TCM199, mounted between a slide and a coverslip, and then
evaluated with an epifluorescence microscope (Leica, Germany). The follicles were
considered to be viable when the cytoplasm of their cells was stained green (calcein-AM) and

the nuclei were not stained red (ethidium homodimer-1) [18] (LOPES et al., 2009).

2.5. Statistical Analysis

At the end of the culture period, the data obtained were submitted to ANOVA
followed by the Student’s t-test and the Kruskal-Wallis test for follicular diameter and growth
rate analysis, respectively. The data were expressed as the mean + standard error of the mean
(mean = SEM). For the viability and antrum formation parameters, the Chi-square was used.

The differences were considered to be statistically different when P >0.05.

3. RESULTS

The rate of recovery of canine preantral follicles with a diameter > 200 pum, as seen by
microdissection, was satisfactory; more than 100 follicles from each set of ovaries were
obtained. This study used a total of 306 preantral follicles that were randomly distributed

among the treatments.

3.1. Follicular viability

At the end of the 18 day cultivation, all of the follicles were submitted to a viability
analysis with the fluorescent markers calcein-AM and ethidium homodimer-1 for live and
dead cell staining, respectively. All of the follicles (100%, P <0.05) were stained green by
calcein-AM, confirming that all of the treatments were able to maintain follicular viability

until the end of cultivation (D18; P <0.05) (Figure 1).

3.2.  Follicle diameter and follicular growth rate
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The average initial diameter of the follicles, before being cultured (DO0), for the
control, FSH100 and FSHSeq was 298.96 £+ 7.02 pm, 286.00 = 5.87 um and 275.39 + 6.55
pum, respectively (P >0.05). Figure 2 shows that as the culture progressed, there was a
significant (P <0.05) increase in the follicle diameter for all of the treatments when all of the
different culture periods were compared. Furthermore, FSHSeq treatment significantly
increased the follicle diameter beginning at day 12 of culture (D12) (398.07 £ 12.06 pm)
when compared to the control group (343.11 £ 8.61 pm) (P<0.05). The FSHSeq treatment did
not differ from FSH100 (P >0.05) on days 0, 6 and 12 whereas, on D18, FSHSeq (439.80 +
14.08 pm) was significantly larger than the other treatments (P <0.05) (Figure 2).

The daily rate of follicular growth (um/day) was significantly higher (P <0.05) in
follicles on FSHSeq treatment (6.47+£0.55 pm/day) than that of the control (3.67£0.32
um/day) and FSH100 (4.47 £ 0.38 um/day).

3.3. Antrum formation

Immediately after isolation, the preantral follicles had a spherical shape, with an
oocyte surrounded by at least two layers of granulosa cells without antrum, and with an intact
basal membrane. After the first six days of cultivation, all of the treatments had follicles with
an antral cavity, with the rate of antrum formation being 40.78%, 46.67% and 44.90% for the
control, FSH100 and FSHSeq, respectively. Moreover, the FSH100 and FSHSeq treatments
showed a significantly higher rate of antrum formation than the control group on D12 of
cultivation. On D18, the maximum rates of antrum formation were observed for all of the

treatments (control: 82.52%; FSH100: 90.48% and FSHSeq: 89.80%) (P >0.05) (Figure 3).

3.4. Follicular Extrusion

All of the follicles that were used showed an intact basal membrane on D0. However,
when the different culture periods were compared, the rate of follicular extrusion significantly
increased from DO to D6 in all of the treatments (P <0.05). When the treatments were
compared with each other beginning at D12, FSHSeq showed a significantly higher extrusion
rate than did the control (P<0.05) (Figure 4).
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4. DISCUSSION

This is the first study to evaluate the in vitro development of canine preantral follicles

by examining the effect of different concentrations of FSH and different culture periods.

We chose to use the method of mechanical isolation by microdissection, using 26 G
needles attached to syringes, to recover canine preantral follicles. The mechanical isolation
method has been used before for other animals, wild cats [20] JEWGENOW et al., 1996);
swine [15] (MAO et al., 2004), mice [21] (PARK, et al., 2005), humans [22] (ABIR et al.,
1999), caprine [16] (SILVA et al., in press), buffalo [23] (SHARMA et al., 2009), ovine [24]
(TAMILMANTI et al., 2005), bovine [12] (GUTIERREZ et al., 2000). [19] Durrant et al.
(1998) also recovered preantral follicles from female dogs using an enzymatic isolation
method and, despite having obtained follicles at various stages of development, these authors
found high rates of degeneration. Further investigation of the enzymatic isolation method in
murine’s preantral follicles showed that there was more disruption of the basal membrane in

addition to greater degeneration ([25] DEMEESTERE et al. 2000, [21] PARK et al. 2005).

Follicular viability was evaluated at the end of cultivation (D18) by using the
fluorescent probes calcein-AM and ethidium homodimer-1 for live and dead cell staining,
respectively. We observed that 100% (P <0.05) of the follicles were viable in all of the
treatments. This methodology was used successfully to evaluate the viability of preantral

follicles of dogs [18] (LOPES et al., 2009) and sheep [16] (Silva et al., in press).

The media used for the cultivation of canine preantral follicles in this study was
supplemented a-MEM. This media was used successfully by [16] Silva et al. (in press) for the
cultivation of caprine preantral follicles, with the addition of a fixed concentration of FSH
(1,000 ng/ml), and a reduction in the survival rate at the end of cultivation was obtained. This
result was probably due to the concentration of FSH that was used, which may have caused an
increase in the rate of follicular extrusion, characterized by rupture of the basal membrane.
Similar results were found in this study when canine preantral follicles were cultured in media
supplemented with FSH (FSH100 and FSHSeq), promoting a high extrusion rate on day 6 of
cultivation, when compared to the control. The presence of this hormone may have

overstimulated follicular growth, as well as the increase of the antral cavity, without the
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concomitant remodeling of the basal membrane. On the other hand, the use of ascorbic acid in
the composition of the basic media (control) favors the integrity of the basal membrane of the
follicle, which results in remodeling, and consequently, allows for the maintenance of

follicular viability for long culture periods.

In regard to the culture period, the literature reports three days for the cultivation of
canine follicles. However, in this study, the initiation of antrum formation with the
accumulation of follicular fluid between the oocyte and the granulosa cells was observed after
the sixth day. This shows that three days is an insufficient period of time for follicular
development with antrum formation and for adequate growth. In addition, the follicles had a
variable diameter between 373.33 and 439.80 um at the end of the 18 days of cultivation in all
of the treatment groups. In this experiment, a reasonable growth of canine preantral follicles
was observed, which has never been reported before in the literature. This fact increases the
possibility that this methodology may be used in the future, with the objective of obtaining
viable oocytes that are destined to mature in vitro. Furthermore, [26] Rodrigues et al. (2009)
described that the rate of degeneration of canine oocytes that had matured in vitro is still very
high, and there was limited success with the rates of maturation up to metaphase II, with only

20% in some cases [2] (FARSTAD, 2000).

In this study, the follicles were cultured individually in 100 pl drops of media under
mineral oil, directly on plastic petri dishes. Also in canines, other authors report the culturing
of follicles in groups of 5-10/ml/well [27] (BOLAMBA et al., 2002) or of 2-12/750 ul/well
[17] (BOLAMBA et al., 1998), using 24-well plates. However, [8] Hartshorne et al. (1997)
asserted that the method of cultivation of individual follicles is more appropriate when you
wish to evaluate follicular metabolism, steroidogenesis, oocyte development or even the
hormonal influence on the cultivation of follicles. Furthermore, when follicles are culture
individually, they achieve excellent growth, and have successful antrum formation and

subsequent development [28] (PEDERSEN, 1970).

With regard to follicular diameter, in this experiment we observed that the group
treated with FSHSeq had a significantly larger diameter (439.80 £+ 14.08 um) at the end of the
18 days of cultivation when compared to the control (373.33 + 10.39 um). The presence of
FSH in the culture media allows for the use of glucose and production of estradiol, and it can

also stimulate the follicles to grow by increasing their cellular density [29] (HIRSHFIELD,
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1994). This hormone is known to stimulate follicular growth and maintain granulosa cell
integrity in swine [30] (HIRAO et al., 1994), ovine [13] (CECCONI et al., 1999), [31]
humans (ROY & TREACY, 1993) and bovine [32] (SAHA et al., 2000). In this study, the
growth rate was faster for the FSHSeq treatment (6.47 £ 0.55, P<0.05), when compared to the
other treatments. This result may be due to an increase in the number of FSH receptors as the
follicle develops, which becomes increasingly sensitive to this stimulus [33]
(CUNNINGHAM, 2004). Therefore, the increasing concentrations of FSH used in this study
(FSHSeq) mimic what occurs in vivo, considering that there is an increase in the number of
receptors that will support the higher concentrations during the final phases of follicular

growth.

Coupled with follicular growth, FSH can be involved in antrum formation [29]
(HIRSHFIELD, 1994), since this was observed when preantral follicles from swine [30]
(HIRAO et al., 1994), ovine [13] (CECCONI et al., 1999), caprine [34](HUANMIN &
YONG, 2000, [16] SILVA et al., in press), human [31](ROY & TREACY, 1993) and bovine
[12](GUTIERREZ et al., 2000, [35] ITOH et al., 2002) were cultured in vitro. Similar results
were obtained in this study, in which the treatments with an addition of FSH (FSH100:
83.81%; FSHSeq: 82.65%) showed a significantly greater rate of antrum formation than that
of the control group (70.87%), after day 12 of cultivation.

From these results, it can be concluded that the sequential addition of FSH to the
culture media maintains the survival of isolated canine preantral follicles. Furthermore, FSH
increases the rates of follicular growth and antrum formation during long periods of
cultivation. The cultivation system described in this study is an important step in the
production of potentially viable oocytes that will be used for maturation, fertilization and

subsequent in vitro production of embryos.
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Figure 1: Viable canine ovarian follicles (stained green with calcein-AM) cultured in vitro for
18 days in the absence of FSH (control, A and B), presence of FSH at a fixed concentration

(FSH100, C and D) or FSH added sequentially (FSHSeq, E and F). The scale bars represent
100 pm.
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Figure 2: Mean + Standard Error of the Mean (SEM) of the follicular diameter after in vitro
culture, in the presence or absence of different concentrations of FSH (100 ng/ml or
sequential) for 18 days.

The capital letters are the comparison between treatments () and the lowercase letters are

the comparison between days (**<9).
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Figure 3: Percentage of antrum formation in follicles cultured in vitro in the presence or

absence of different concentrations of FSH (100 ng/ml or sequential) for 18 days.

The capital letters are the comparison between treatments (*®) and the lowercase letters are

the comparison between days (**°).
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Figure 4: The extrusion rate of follicles cultured in vitro in the presence or absence of

different concentrations of FSH (100 ng/ml or sequential) for 18 days.

The capital letters are the comparison between treatments (*®) and the lowercase letters are

the comparison between days ().
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7. CONCLUSAO

Este trabalho foi pioneiro na andlise do crescimento e desenvolvimento folicular na
espécie canina, em que se pode concluir que a adi¢cdo de FSH de forma sequencial ao meio de
cultivo mantém a sobrevivéncia de foliculos pré-antrais caninos isolados. Além disso,
promove aumento nas taxas de crescimento folicular e formacdo de antro por um longo

periodo de tempo de cultivo.

8. PERSPECTIVAS

As biotécnicas reprodutivas como a manipulagdo de odcitos inclusos em foliculos pré-
antrais (MOIFOPA), maturacdo in vitro (MIV), fecundagdo in vitro (FIV), producdo de
embrides in vitro (PIV) e transferéncia de embrides (TE) sdo essenciais na manutencao da
biodiversidade por meio da preserva¢dao do material genético e desenvolvimento de pesquisas
que poderdo permitir o uso desses métodos de reproducgdo assistida nos animais de valores
comerciais e afetivos. Somando-se a isso, temos ainda o fato de que as pesquisas em
biotécnicas aplicadas nos caninos domésticos abrem a perspectiva de serem adaptadas a

preservacao de espécies canideas ameacadas de extingao.

Nesse sentido, temos como principal perspectiva em relagdo ao nosso trabalho, a idéia
de que novos estudos referentes a cultivo in vitro de FOPA caninos devem ser realizados
objetivando complementar os dados obtidos em nosso experimento. Em futuros experimentos
podem ser testados a adigdo de novos componentes ao meio de cultivo (hormdnios, fatores de
crescimento, antioxidantes), um tempo de cultivo maior para o crescimento do odcito, dentre
outros pontos. O importante ¢ que com tais estudos, possa-se implantar um método eficiente
do cultivo de FOPA caninos que permita o crescimento ¢ maturacao com posterior FIV, e

finalizando com o objetivo principal da técnica MOIFOPA, a obteng@o de embrides viaveis.
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