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Resumo

O objetivo do presente estudo foi investigar o efeito de Meio Essencial Minimo
(MEM), Solucdo & Base de Agua de Coco (SBAC) e MEM adicionado de SBAC sobre a
viabilidade, ativacao e crescimento de foliculos primordiais caprinos ap6s o cultivo in vitro de
cortex ovariano. Fragmentos de cortex foram cultivados in vitro por 1 e 5 dias em MEM,
SBAC ou MEM adicionado de 5, 10, 20, 50, 80, 90 ou 95% de SBAC na presenca de BSA,
ITS, penicilina, estreptomicina, anfotericina, glutamina, piruvato e hipoxantina. No dia 0 e
apos 1 e 5 dias de cultivo, os fragmentos foram fixados para analise histolégica. Os foliculos
foram classificados em primordiais ou em desenvolvimento, bem como em normais ou
atrésicos de acordo com a sua morfologia. O diametro folicular foi avaliado antes e ap0s o
cultivo e a atividade mitética das células da granulosa (CG) foi avaliada por imunolocalizacéo
do antigeno nuclear de proliferacdo celular (PCNA). Apos 5 dias de cultivo, concomitante
com o aumento do percentual dos foliculos em desenvolvimento, o percentual de foliculos
primordiais foi reduzido (P<0,05) em todos os meios. A reducdo de foliculos primordiais
ocorreu com o aumento do periodo de cultivo de 1 para 5 dias. Apés 5 dias, as maiores taxas
de ativacdo foram observadas apés cultivo em MEM e MEM adicionado de 5 e 10% de
SBAC. Contudo, a adi¢do de SBAC nas propor¢oes de 20%, ou superior, reduziu a ativacao e
a viabilidade folicular ap6s 5 dias de cultivo. Independentemente do meio, houve aumento
(P<0,05) do diametro folicular no dia 5 em relacdo aos dias 0 e 1. A analise
imunohistoquimica mostrou que o PCNA esta geralmente ausente em foliculos primordiais de
cortex cultivado e ndo-cultivado. Contudo, apés 5 dias de cultivo as células da granulosa dos
foliculos em desenvolvimento expressam PCNA. Em conclusdo, foliculos primordiais
caprinos sao ativados e mantém-se viaveis apoOs cultivo in vitro em MEM ou MEM
adicionado com baixas proporcdes (10% ou menos) de SBAC. Entretanto, a adicdo de SBAC
ao MEM ndo aumentou a viabilidade, a ativacdo e o crescimento de populagdes de foliculos

primordiais inclusos em fragmentos de cortex de ovarios caprinos.



Abstract

In this study, we investigated the effect of Minimal Essential Medium (MEM), Coconut
Water Solution (CWS) and MEM supplemented with CWS on the morphology and activation
of goat primordial follicle after culturing ovarian cortical tissue. Cortical tissue pieces were
cultured for 1 or 5 days in MEM, CWS or MEM supplemented with 5, 10, 20, 50, 80, 90,
95% of CWS. Both MEM and CWS were supplemented with BSA, ITS, glutamine, pyruvate
and hypoxanthine. At day 0 and after 1 and 5 days of in vitro culture, the cortical pieces were
fixed for histological evaluation. Based on their morphology, follicles were classified as
primordial or developing and intact or atretic. Follicular diameter was evaluated before and
after culture. Mitotic activity of granulosa cells was studied by immunolocalization of
proliferation cell nuclear antigen (PCNA). The results showed that, after 5 days culture,
concomitant with the increase of development follicles, the percentages of primordial follicles
was reduced (P<0.05), in all media tested, when compared to days 0 and 1. After 5 days
culture, the highest rate of primordial follicle activation was observed, when ovarian pieces
were cultured in MEM or MEM supplemented with 5 or 10% CWS. However, culturing
follicles for 5 days in a mixture of MEM and 20% or higher percentages of CWS reduced
their activation and viability after 5 days culture. In all media tested, mean follicular
diameters had significantly increased after 5 days culture when compared to those measured
at days 0 and 1. Immunohistochemical analysis showed that both in non-cultured and cultured
tissues, primordial follicles generally do not stain for PCNA, whereas after culture the
granulosa cells of developing follicles do express PCNA. In conclusion, goat primordial
follicle are activated and kept viable after in vitro culture in MEM or in a mixture of MEM
with low proportions (10% or less) of CWS. However, addition of CWS to MEM, does not
improve the survival, activation and further development of the primordial follicle population

in culture goat ovarian cortical pieces.
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1 - Introducéo

A utilizacdo e o desenvolvimento de biotécnicas relacionadas a reprodugdo animal sdo
condicdes necessarias para 0 aumento da eficiéncia produtiva e reprodutiva de animais
domeésticos, principalmente para aqueles de interesse econdémico, como 0S caprinos, com
destacada atividade econdmica e social, principalmente na regido Nordeste do Brasil. Nos
ultimos 20 anos, vérias biotécnicas tem sido desenvolvidas e aprimoradas com o intuito de
aumentar o potencial reprodutivo de animais de alto valor genético, bem como, de preservar a
fertilidade humana. Dentre as biotécnicas estudadas, podemos destacar a Inseminacédo
Artificial (1A), a Transferéncia de Embribes (TE), a Fecundagdo In vitro (FIV), a transgénese,
a clonagem e a Manipulacdo de Oocitos Inclusos em Foliculos Ovarianos Pré-antrais
(MOIFOPA).

O ovario mamifero contém milhares de odcitos inclusos em foliculos primordiais e
poucos destes foliculos desenvolvem-se até o estagio de foliculo pré-ovulatério (EPPIG &
O’BRIEN, 1996). Desta forma, o real desafio da biotécnica de MOIFOPA ¢é estabelecer
procedimentos ou sistemas para recuperar um grande nimero de odcitos inclusos nesses

foliculos e cultiva-los in vitro até sua completa maturacdo, prevenindo-os assim da atresia.

A ativacdo folicular consiste na passagem de foliculos primordiais do pool de reserva
ou quiescentes para o0 pool de foliculos em crescimento. Neste contexto, o desenvolvimento
de um sistema de cultivo eficiente € um ponto crucial para a ativacdo desses foliculos in vitro,
permitindo o desenvolvimento de um grande nimero de foliculos pré-antrais que podera
contribuir para uma melhor compreensao dos diversos fatores implicados na foliculogénese e
no processo de atresia (FIGUEIREDO, 1995). Além disso, podera ser uma alternativa para o
fornecimento de milhares de od6citos viaveis, inclusos em foliculos pré-antrais em diversos
estagios de desenvolvimento, para as biotécnicas de fecundagdo in vitro e clonagem
(TELFER, 1996).

Na presente dissertagdo, serdo abordados os aspectos morfologicos e estruturais do
ovario mamifero, a oogénese, a foliculogénese, a populacéo folicular, a atresia, a ativagao e o
crescimento dos foliculos pré-antrais, os métodos de avaliacdo da proliferacdo das células da

granulosa, os modelos de cultivo para o estudo do desenvolvimento folicular, o estado atual



do cultivo, fatores envolvidos na foliculogénese, bem como a importancia da utilizagdo de
substancias alternativas como a solucéo a base de agua de coco no cultivo in vitro de foliculos

primordiais caprinos.

2 — Revisao de literatura

2.1 — Aspectos morfoldgicos e estruturais do ovario mamifero

O ovario ¢ composto por uma regido cortical e uma medular, sendo circundado por um
epitélio superficial conhecido como epitélio germinativo que repousa sobre uma membrana
basal. Logo abaixo, observa-se a tinica albuginea e o estroma ovariano. No cortex ovariano
podem ser encontrados foliculos ovarianos quiescentes, em desenvolvimento ou em atresia,
corpos luteos, corpos albicans e corpos hemorragicos (MURDOCH, 1996). No cortex,
também encontram-se coldgenos dos tipos I e III, fibroblastos, vasos sanguineos, linfaticos e
terminagdes nervosas (HAFEZ, 1995). A regido medular ¢ responsavel pela nutri¢do e
sustentacdo do ovério. Ela consiste de tecido conjuntivo fibrobléstico (fibroblasto, fibras de
colageno I e III e fibronectina), nervos e sistemas vasculares (SMITH et al., 1994) que
atingem o ovario pelo hilo (HAFEZ, 1995). A figura 1 mostra de forma esquematica a

organizag¢ao estrutural do ovario mamifero.

O ovario desempenha duas importantes funcdes, uma exocrina ou gametogénica
(producao e liberagdao de dvulos) e uma endodcrina ou esteroidogénica (producao e liberagao
de hormonios esteroides) (HAFEZ, 1995). Essa dupla fung¢ao ¢ um processo interdependente,
complementar e necessario para o sucesso da reprodugcdo (PINEDA, 1989). A producdo de
ovulos ou gametas femininos € resultante da interacdo de dois fendmenos que ocorrem no

ovdrio, isto €, a oogénese e a foliculogénese (SAUMANDE, 1981).
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2.2 - Oogénese

A oogénese em mamiferos pode ser definida como uma seqiiéncia de eventos pelo
qual as células germinativas primordiais (CGP) desenvolvem-se e diferenciam-se até a
formacdo do odcito hapldide fecundado (RUSSE, 1983). A oogénese inicia-se na vida fetal,
mas somente podera ser completada meses ou anos mais tarde no animal adulto, apos a
fecundacdo (WASSARMAN, 1988).

A fase de multiplicacdo das CGP que culmina com a formagéo das oogobnias, ocorre
nos ovinos, bovinos e caprinos no 31°, 42° e 60° dias de gestagdo, respectivamente
(BEZERRA et al,1998; RUSSE, 1983). A seguir, as oogonias iniciam a profase da meiose e
diferenciam-se em odcitos (HIRSHFIELD, 1991). A transformacdo de oogbnia em odcito é
marcada pela replicacdo final do DNA durante o estagio de pré-leptdteno (interfase que segue
a Ultima divisdo mitética da oogbnia), preparando a célula para a divisdo meidtica
(GORDON,1994).

A meiose é iniciada aos 55° e 82° dias de gestacdo, respectivamente em ovinos
(RUSSE, 1983) e bovinos (ERICKSON, 1966a; RUSSE, 1983). Entretanto, no odcito
primario, o processo meiético é interrompido (12 interrupcdo mei6tica) e o nlcleo permanece
no estagio de diploteno (ERICKSON, 1966a), conhecido como estagio de dictiéteno ou de
vesicula germinativa (GORDON, 1995). Os od6citos permanecem nesse estagio por Varios
anos, até que a maturidade sexual seja alcancada na puberdade e comecem os ciclos
reprodutivos, ou seja, permanecem no estagio de préfase | até imediatamente antes da
ovulacdo, quando entdo a meiose é retomada (MOORE & PERSAUD, 1994), passando do
estagio de vesicula germinativa para diacinese (HIRSHFIELD, 1991). Nesse momento, inicia-
se 0 processo de rompimento da vesicula germinativa que € seguida das fases de metéafase I,
anafase | e telofase I, quando entéo ocorrera a expulsao do primeiro corpusculo polar. Ocorre
entdo a formacdo do odcito secundério, assim denominado pelo fato de seu nucleo encontrar-
se na segunda divisdo meiotica, que avanca apenas até a metafase I, quando entdo a segunda
divisdo meidtica é interrompida (GORDON, 1994). Esta somente sera retomada caso um
espermatozodide penetre no oocito (MOORE & PERSAUD, 1994).



2.3 - Foliculogénese

A foliculogénese, evento iniciado na vida pré-natal de vérias espécies, caracteriza-se
pela formacdo, crescimento e maturacdo folicular. Este evento inicia-se com a formacéao do
foliculo primordial e culmina com a formacdo do foliculo maduro, pré-ovulatério ou de De
Graaf (SAUMANDE, 1981; MOORE & PERSAUD, 1994).

O foliculo primordial é formado quando uma camada de células somaéticas
pavimentosas conhecidas como células da pré-granulosa, originadas do tecido celémico,
envolve o odcito (RUSSE, 1983; WANDJI et al., 1992). Ainda na fase pré-natal, alguns
foliculos primordiais sdo ativados, crescem e diferenciam-se em foliculos priméarios (odcito
circundado por uma camada de células da granulosa de forma cuboide); secundarios (odcito
circundado por duas ou mais camadas de células da granulosa de forma cubica (HULSHOF et
al., 1994) e terciarios (odcito também circundado por duas ou mais camadas de células da
granulosa de forma cubica, zona pelicida mais espessa e uma cavidade antral) (FORTUNE,
1994; FIGUEIREDO, 1995). Na espécie ovina, os foliculos primordiais, primarios,
secundarios e tercidrios sdo formados aos 90°, 95° 103° e 150° dias de gestacdo,
respectivamente (RUSSE, 1983; CLARCK et al., 1996) e na espécie caprina aos 62°, 71°, 73°
e 101° dias de gestacgdo, respectivamente (BEZERRA et al., 1998). Os foliculos antrais nas
espécies bovina e caprina sao encontrados no 250° (ERICKSON, 1966b) e 101° (BEZERRA
et al., 1998) dias de gestacdo, respectivamente. Somente na vida pds-natal, sob efeito

hormonal, os foliculos podem atingir o estagio pré-ovulatorio (FORTUNE, 1994).

A populacdo folicular ovariana é bastante heterogénea (SAUMANDE, 1981). De
acordo com seu grau de evolucdo, os foliculos podem ser divididos em: a) foliculos pre-
antrais ou ndo cavitarios, que abrangem os foliculos primordiais, de transicdo, primarios e
secundarios e b) foliculos antrais ou cavitarios, compreendendo os foliculos terciarios e
foliculos de De Graaf ou pré-ovulatérios (HULSHOF et al., 1994).

2.3.1 - Foliculos pré-antrais

Os foliculos pré-antrais compreendem os foliculos primordiais, de transi¢éo, primarios

e secundarios (HULSHOF et al., 1995). Estas classes foliculares podem ser diferenciadas



basicamente pelo nUmero de camadas e morfologia das células da granulosa que circundam o

oocito.

a) Foliculos primordiais e de transicéo

Denominados ainda de foliculos de reserva ou quiescentes, os foliculos primordiais
compreendem cerca de 90% a 95% de toda a populacdo folicular presente no ovario
(ERICKSON, 1986) e sdo constituidos por um od6cito central circundado por uma camada de
células da pré-granulosa de forma pavimentosa. O diametro médio dos foliculos primordiais
varia de acordo com a espécie animal, sendo 35,2, 18,0 e 21,5 um em bovinos (BRAW-TAL
& YOSSEFI, 1997), ovinos (AMORIM et al., 2000) e caprinos (LUCCI et al., 1999b),
respectivamente. Quando algumas células da pré-granulosa se tornam cuboidais o foliculo é

classificado como “foliculo de transi¢do” ou “foliculo intermediario” (SMITZ &

CORTVRINDT, 2002).

b) Foliculos primérios

Estes foliculos sdo constituidos por um odcito central circundado por uma Unica
camada de células da granulosa de forma cubica (HULSHOF et al., 1994). As células da teca
sdo recrutadas das células do estroma e podem ser reconhecidas como células individuais
sobre a membrana basal numa parte do foliculo primario (HIRSHFIELD, 1991; LUND et al.,
1999; PARROT & SKINNER, 2000). Neste estagio, as proteinas que irdo formar a zona
pellcida comegam a ser sintetizadas (LEE, 2000). Nas espécies bovina, ovina e caprina, o
didmetro médio dos foliculos primérios é de 55,06 (BRAW-TAL & YOSSEFI, 1997), 35,01
(AMORIM et al., 1998) e 34,7 um (LUCCI et al., 1999b), respectivamente.

c) Foliculos secundarios

S&o caracterizados por um odcito central circundado por duas ou mais camadas de
células da granulosa de forma cubica. Nos estagios mais avancados, os foliculos secundarios
apresentam as fibras do tecido conjuntivo organizadas paralelamente a membrana basal para
formar a camada de células tecais externa altamente vascularizada, fornecendo ao foliculo
fatores enddcrinos que permitem sua expansdo volumétrica exponencial (SMITZ &

CORTVRINDT, 2002). Neste estagio, a zona pelucida é claramente identificada ao redor do



odcito. Nas espécies bovina, ovina e caprina, os foliculos secundarios possuem didmetro
médio de 165,5 (BRAW-TAL & YOSSEFI, 1997), 66,03 (AMORIM et al., 1998) e 58,94 um
(LUCCl et al., 1999b), respectivamente.

2.3.2 - Foliculos antrais

Os foliculos sdo denominados de antrais quando uma cavidade preenchida por liquido
(fluido folicular) é formada entre as células da granulosa que se diferenciam em células
murais (na parede do foliculo) e células do cumulus (circundando o oécito) (PEDERSON &
PETERS, 1968). O fluido folicular ¢ um exsudato do plasma sanguineo com diferentes fatores
protéicos, glicoproteinas, glicosaminoglicanos, esterdides e muitos outros metabolitos
sintetizados pelas células da parede folicular (GORDON, 1994). Foliculos antrais podem ser
classificados como foliculos terciarios e foliculos de De Graaf, sendo estes ultimos

denominados ainda como maduros ou pré-ovulatorios.

a) Foliculos terciarios

Os foliculos terciarios sdo constituidos por um od6cito circundado pela zona peldcida,
varias camadas de células da granulosa, uma pequena cavidade antral, uma membrana basal e
duas camadas de células tecais conhecidas como teca interna e teca externa (GORDON,
1994).

b) Foliculos de De Graaf ou pré-ovulatérios

O foliculo De Graaf ou pré-ovulatorio, representa o estagio terminal do
desenvolvimento folicular (HULSHOF et al., 1994). A ovulagdo do odcito e células do
cumulus ocorre em resposta aos elevados niveis de LH durante a puberdade (LUCY et al.,
1992). O diametro dos foliculos pré-ovulatérios pode variar de 1 mm em ratas a 20 mm na
mulher (FORTUNE, 1994).

2.4 - Populagéo folicular em ovarios mamiferos

Na espécie bovina, a populacédo folicular foi estimada em 235.000 foliculos por ovério

(BETTERIDGE et al., 1989). Nas espécies caprina, ovina e na mulher, este nimero foi



estimado em 37.646 (LUCCI et al., 1999a), 160.000 (DRIANCOURT, 1991) e 2.000.000
(ERICKSON, 1986), respectivamente, mostrando que a populagdo folicular varia com a

especie.

Além da variacao individual, outros fatores como ragca (CAHILL et al., 1979), idade
(RUSSE, 1983), niveis hormonais (PETERS, 1976), genética (ERICKSON, 1966), estado
reprodutivo — fémeas impuberes, puberes ou prenhes (ERICKSON et al., 1976) e nutricional

(SCARAMUZZI et al., 1993) podem exercer influéncia sobre a populacéo folicular ovariana.

2.5 — Atresia folicular

Os foliculos ovarianos pré-antrais representam cerca de 90% da populacdo folicular
(SAUMANDE, 1991) e sdo responsaveis pela constante renovacdo de foliculos antrais no
ovario (IRELAND, 1987). No entanto, cerca de 99,9% dos foliculos de um ovario nédo
ovulam, pois sofrem um processo fisioldégico conhecido como atresia, que causa a morte do
foliculo, por via degenerativa (SAUMANDE, 1981) e/ou apoptotica (FIGUEIREDO, 1995).

A atresia acomete todas as espécies domésticas e pode ocorrer em qualquer estagio do
desenvolvimento folicular (IRELAND, 1987). Segundo INGRAN (1962), varios fatores
podem influenciar o processo de atresia, como idade, ciclo reprodutivo, gestacdo, lactacéo,
hipofisectomia, ovariectomia unilateral, hormonios e nutricdo. Independentemente da fase na
qual ocorre e, apesar de ser um fendmeno natural, a atresia reduz de maneira significativa o
namero de odcitos que chegariam a ovular, diminuindo conseqlientemente, a producdo de

oocitos vidveis durante a vida reprodutiva de um animal.

Observagdes in vitro sugerem que a atresia ndo é um processo subito, envolvendo a
morte em conjunto de todas as células da granulosa. A viabilidade de algumas celulas da
granulosa de foliculos atrésicos e a auséncia de sinais de degeneracdo dos odcitos, em inicio
de atresia, sugerem que os foliculos podem recuperar-se da atresia e retornar a ovulagéo
(HIRSHFIELD, 1989).

A atresia folicular ndo € igualmente prevalente em todos os estagios de
desenvolvimento folicular (FORTUNE, 1994). Em ratos, foliculos pré-antrais atrésicos sdo

raros, sendo a atresia predominante em foliculos antrais (HIRSHFIELD, 1988).



Independentemente da fase na qual ocorre, e apesar de ser um fendbmeno natural, a atresia
reduz de maneira significativa o nimero de odcitos vidveis durante a vida util de um animal,

fazendo com que o potencial do ovario seja fracamente aproveitado.

Como citado anteriormente, a atresia pode ocorrer por via degenerativa
(SAUMANDE, 1991) e/ou apoptética (FIGUEIREDO, 1995). A isquemia é uma das
principais causas do desencadeamento da morte celular por degeneracdo (FARBER, 1982). A
reducdo da oxigenacdo celular durante a isquemia resulta em diminui¢édo da producéo de ATP
afetando o funcionamento da bomba de Na*/K* presente na membrana celular. As mudancas
na permeabilidade membranaria provocam alteracdes nos niveis intracelulares de Na*, K e
Ca**. O aumento do influxo de Na* para o citoplasma, que ativa a Na*/K* ATPase, associado
com modificacBes na distribuicdo de Ca™ e com aumento de agua intracelular podem levar ao
aumento do volume celular, vacuolizacdo citoplasmatica e, conseqlientemente, degeneracao
(JENNINGS et al., 1975, BARROS et al., 2001). Com a evolucdo da degeneracdo, a morte
celular € identificada histologicamente como necrose. No tocante a apoptose, esta é altamente
dependente da expressdo de genes. O balango estabelecido entre o produto dos genes pro-
apoptaéticos e anti-apoptoticos pode determinar a morte celular por apoptose (HURWITZ &
ADASHI, 1992). Quando a apoptose é desencadeada ocorre um desequilibrio i6nico celular e
a ativacdo de endonucleases dependente de Ca™ e Mg™. A ativacdo dessas endonucleases
causa a fragmentacdo da molécula de DNA a cada 180 pares de bases nitrogenadas
(HUGHES & GOROSPE, 1991; HURWITZ & ADASHI, 1992). A primeira caracteristica da
apoptose é a condensacdo periférica da cromatina nuclear (HURWITZ & ADASHI, 1992).
Em seguida, ocorre compactacdo da célula e fragmentacdo citoplasmatica e nuclear, resultante
da formacdo de mdltiplos corpos apoptéticos (HURWITZ & ADASHI, 1992), bem como,
reducdo do contetdo protéico (BLONDIN et al., 1996).

Na andlise histologica, as alteracGes indicativas de atresia em foliculos pré-antrais
ocorrem primariamente no o0cito, sendo a picnose nuclear o primeiro sinal de atresia (JORIO
et al., 1991; WOOD et al., 1997). Mais recentemente, SILVA et al. (2002) demonstraram que
odcitos de foliculos primordiais caprinos sdo mais sensiveis a degeneracdo do que as células
da granulosa. Ultraestruturalmente, os oocitos inclusos em foliculos primordiais degenerados
apresentam um progressivo aumento dos vacuolos citoplasmaticos e retracdo oocitéria,
eventos que precedem o aparecimento de alteragBes nas células da granulosa. Também sdo

observados sinais de danos as membranas e cristas mitocondriais presentes no ooplasma. As



células da granulosa tornam-se turgidas e ocorre diminuicdo do nimero de organelas no seu
citoplasma (TASSEL & KENNEDY, 1980). J& em foliculos antrais, a picnose nuclear e a
vacuolizacdo citoplasmatica ocorrem primariamente nas células da granulosa (HAY et al.,
1976). Em seguida, ocorre o aparecimento de alteracGes degenerativas nas células tecais
(O'SHEA et al., 1978) e, finalmente, no odcito (HAY et al., 1976).

2.6 - Ativacdo e crescimento dos foliculos pré-antrais

Para que o crescimento dos foliculos primordiais ocorra, é necessario, antes de mais
nada, que eles sejam ativados. A ativacdo dos foliculos primordiais € um processo que se da
pela passagem destes foliculos do pool de reserva ou foliculos quiescentes para o pool de
foliculos em crescimento (primario, secundario, terciario e/ou pré-ovulatério; RUSSE, 1983).
O primeiro sinal de ativacdo dos foliculos primordiais é a retomada da proliferacdo das
células da granulosa, ou seja, o foliculo primordial, o qual apresenta-se circundado por uma
camada de células da granulosa de formato pavimentoso e cubico (BRAW-TAL & YOSSEFI,
1997) transforma-se em foliculo primério (VAN DEN HURK et al., 1997), circundado por
somente uma camada de células cubodides. Além da mudanca da forma das células da
granulosa, 0s volumes citoplasmatico e nuclear do o6cito aumentam consideravelmente
(HIRSHFIELD, 1991). O conhecimento sobre os fatores e mecanismos envolvidos na
regulacao da ativacdo dos foliculos primordiais sdo escassos, entretanto, existem hipéteses de
que o numero de foliculos primordiais que deixa o pool de foliculos quiescentes é
predeterminado e, que o horménio foliculo estimulante (FSH) age sobre a ativacdo
(BETTERIDGE et al., 1989). O FSH parece estar envolvido na proliferacdo e diferenciacao
das células da granulosa in vitro. Aparentemente, niveis basais de FSH sdo necessarios para o
desenvolvimento de pequenos foliculos (VAN DEN HURK et al.,, 1997). HIRSFIELD
(1991) sugeriu que a ativacdo e o crescimento dos foliculos primordiais devem ser
controlados tanto por fatores enddcrinos, como por fatores paracrinos. A ativacdo dos
foliculos primordiais continua assim que € iniciada, independentemente da fase do ciclo,
idade e gestacdo (JEWGENOW & PITRA, 1993).

No tocante a ativacdo de foliculos primordiais in vitro, EPPIG & O’BRIEN (1996)
obtiveram sucesso ap6s cultivo de ovarios de camundonga recém-nascida, onde um grande
numero de foliculos primordiais iniciaram seu crescimento e desenvolveram-se até o estagio

de foliculos secundarios. Da mesma forma, a ativacdo de foliculos primordiais bovinos



(WANDJI et al., 1996b; BRAW-TAL & YOSSEFI, 1997) e babuinos (FORTUNE et al.,
1998) também foi alcangada com éxito apds cultivo de pequenos fragmentos de cortex

ovariano de fetos.

2.7 — Métodos de avaliacao da proliferagdo das células da granulosa

Conforme foi citado anteriormente, apds a ativacao dos foliculos primordiais ocorrem
importantes mudancas no odcito e nas células da granulosa. No entanto, o estudo do
crescimento de foliculos primordiais depende da disponibilidade de marcadores sensiveis para
detectar o inicio deste crescimento folicular (WANDJI et al., 1996b). Inimeros trabalhos
relatam a aplicacdo de anticorpos monoclonais dirigidos contra o antigeno nuclear de
proliferacdo celular (PCNA), por ser este marcador, um indicador do comportamento
bioldgico tumoral. A aplicagdo de marcadores de proliferagdo celular, destacando-se o uso do
PCNA, assegura uma medida mais acurada da quantidade de células em proliferacdo, por
estarem expressas nos varios estagios do ciclo celular, como a possibilidade de investigacao
das neoplasias de maneira simplificada, rapida e pouco dispendiosa (HALL & LEVINSON,
1990; RABENHORST et al., 1993 e 1994).

Algumas técnicas consagradas utilizadas para uma andlise acurada da cinética celular
tais como: timidina triciada, citometria de fluxo e incorporacdo da bromodeoxiuridina (BrdU),
além de dificeis e dispendiosas, consomem muito tempo e muitas vezes necessitam de
equipamentos sofisticados, limitando seu uso rotineiro pelos patologistas (BROWN &
GATTER ,1990).

2.8 - Modelos de cultivo para o estudo do desenvolvimento folicular

Espécies de roedores, como camudongos, ratos e hamsters, tém sido usadas
extensivamente para estudar a ativacdo e o crescimento in vitro de foliculos ovarianos. A
vantagem do uso destes animais é que eles apresentam ovarios de menor tamanho, permitindo
o cultivo do orgéo inteiro e, além disso, apresentam um curto periodo de foliculogénese,
possibilitando a execucdo dos experimentos dentro de um menor periodo de tempo. Para
animais domeésticos de médio e grande porte, este modelo de cultivo ndo € utilizado devido as
grandes dimensdes do ovario. Neste caso, o cultivo de pequenos fragmentos de cortex
ovariano de bovinos (WANDJI et al., 1996b); BRAW-TAL & YOSSEFI, 1997), babuinos



(FORTUNE et al., 1998) e humanos (HOVATTA et al., 1997) tem sido realizado para estudar
a ativacdo de foliculos primordiais. Este modelo permite que nos pequenos fragmentos de
cortex ovariano haja boa oxigenacdo, perfusdo de nutrientes do meio para o tecido ovariano,
manutencdo do contato celular (TELFER, 1998) e prevencdo de necroses (SMITZ &
CORTVRINDT, 2002).

Para a obtencdo de foliculos pré-antrais isolados, de mamiferos de médio e grande
porte, diferentes métodos tém sido aplicados, sendo a dissociacdo mecanica (EPPIG &
SCHROEDER, 1989; HULSHOF, 1994), a digestdo proteolitica pelo uso de enzimas
(GREENWALD & MOOR, 1989) ou, o isolamento mecéanico em combinacdo com
dissociacdo enzimatica parcial (FIGUEIREDO, 1993; OKTAY, 1997) as mais utilizadas.
Devido a grande quantidade de matriz fibrosa existente no tecido ovariano e ao efeito
prejudicial das enzimas sobre a qualidade do foliculo isolado (TELFER, 1998), porcdes de
tecido ovariano tém sido processadas através de intrumentos mecanicos como tesouras,

pincgas, agulhas e "Tissue Chopper" seguido de sucessivas pipetagens (FIGUEIREDO, 1995).

2.9 - Estado atual do cultivo in vitro de foliculos pré-antrais

Notével progresso tem sido observado no cultivo in vitro de foliculos pré-antrais em
diferentes espécies animais. Em felinos (JEWGENOW & STOLTE, 1996) e marsupiais
(BUTCHER & ULLMAN, 1996), ja foi observado o crescimento de foliculos ovarianos pré-
antrais isolados ap6s o cultivo in vitro, porém, sem a formacéo de antro. Nas espécies ovina
(CECCONI et al., 1999), bovina (GUTIERREZ et al., 2000; McCAFFERY et al., 2000) e
caprina (HUANMIN & YONG, 2000) foliculos pré-antrais isolados desenvolveram-se in vitro
até o estagio antral. O desenvolvimento de foliculos antrais a partir de foliculos pré-antrais foi
igualmente obtido para humanos (ROY & TREACY, 1993). Em suinos, foliculos secundarios
crescidos in vitro chegaram até a ovulacdo e tiveram seus odcitos fecundados in vitro
(HIRAO et al., 1994) com desenvolvimento até o estagio de blastocisto (WU et al., 2001).
Apesar do grande avango no cultivo in vitro de foliculos pré-antrais obtido nas espécies
supracitadas, os resultados mais satisfatorios tém sido observados em animais de laboratdrio.

DANIEL et al. (1989) relataram a producdo in vitro de embrides de ratos a partir da



fecundacdo de odcitos oriundos de foliculos ovarianos pré-antrais cultivados in vitro. Em
camundongos, o desenvolvimento in vitro de foliculos pré-antrais foi descrito por varios
autores (EPPIG, 1997; QVIST et al., 1990; CARROLL et al., 1991; NAYUDU & OSBORN,
1992; CECCONI & ROSSI, 2001). Entretanto, os melhores resultados foram observados por
EPPIG & O’BRIEN (1996) que obtiveram o nascimento de camundongos a partir de foliculos
primordiais desenvolvidos, maturados e fecundados in vitro. Em outro estudo, CARROLL et
al. (1990) obtiveram também o nascimento de camundongos, porém apés o cultivo in vitro de

foliculos pré-antrais previamente congelados.

2.10 - Regulacédo do crescimento folicular

E sabido que o crescimento de foliculos pré-antrais é pouco dependente de
gonadotrofinas e é regulado principalmente por fatores intra-ovarianos. Inimeros fatores de
crescimento sintetizados pelas células foliculares atuam modulando o efeito das
gonadotrofinas e regulando o desenvolvimento dos foliculos ovarianos. A seguir serdo

descritos os efeitos de alguns fatores de crescimento implicados na foliculogénese.

2.10.1 — Fatores de Crescimento Transformante - 8

Membro da superfamilia dos fatores de crescimento transformante - B (TGF-B),
exerce importante funcdo em varios estagios do desenvolvimento folicular, como ativacéo de
foliculos primordiais, proliferacdo das células da granulosa e da teca, esteroidogénese e
maturagdo odcitaria (DRUMOND et al., 2003; KNIGHT & GLISTER, 2003). A tabela 1 cita

alguns dos principais membros pertencentes a familia TGF-f3 e seu efeito biologico.



Tabela 1. Principais efeitos de alguns fatores pertencentes a familia TGF-f3

Fator Efeito Fonte
Promove o crescimento de foliculos primarios e a
proliferacdo de células da teca de ratas; estimula a
NILSON &
manutencdo da viabilidade folicular e a proliferacéo de
SKINNER, 2002;
celulas da granulosa de humanos; exerce efeito
GDE-O . . . _ HREISSON et al,
sinérgico com o FSH sobre o crescimento e
2002; HAYASHI et
diferenciacdo de foliculos pré-antrais murinos; na sua
al., 1999; DONG et al.,
auséncia ndo ocorre a formagdo de foliculos 1996
secundarios, levando conseqiientemente a degeneracao
dos odcitos inclusos em foliculos primérios.
Regula a esteroidogénese; reduz a producdo de
Ativina  andrégenos pelas células da teca; induz 0 FINDLAY, 1993
desenvolvimento de foliculos ndo-cavitarios.
- Induz a sintese de andrdégenos pelas células da teca e
Inibina _ _ . FINDLAY, 1993
antagoniza o efeito da ativina.
Inibe o crescimento de foliculos primario e
Folistatina gybseqiientemente ~ dos ~ demais  estdgios  de FINDLAY, 1993
desenvolvimento folicular.
AMH Inibe o recrutamento de foliculos primordiais. DURLINGER et al.,
1999
TGF-B Estimula a proliferacdo de células da granulosa. MCNATTY et al,
1999
Estimula a expressdo de KL e a proliferacdo de células
BMP-15 g3 granulosa e inibe a expressao de receptores para 0 OTSUKA et al., 2000

FSH.

2.10.2 — Fatores de Crescimento Epidermal

Outros fatores de crescimento envolvidos no controle de desenvolvimento folicular
sdo aqueles pertencentes a familia EGF (Fatores de crescimento epidermal): o EGF, o fator de

crescimento transformante-o (TGF-a), 0 heparin binding EGF-like growth factor (HB-EGF),



a anfiregulina, a betacelulina e a epiregulina. Estudos in vitro tém demonstrado que o EGF
promove o crescimento de foliculos pré-antrais de suinos (MORBECK et al., 1993), bovinos
(GUTIERREZ et al., 2000), hamster (ROY, 1993), camudongos (BOLAND & GOSDEN,
1994) e humanos (ROY & KOLE, 1998) e reduz os niveis de atresia em foliculos pré-antrais
bovinos (WANDJI et al., 1996a). O TGF-a. estimula o crescimento folicular pela proliferacdo
das células da granulosa e da teca de bovinos (SKINNER & COFFEY, 1988) e inibe a acdo
estimulatéria do FSH sobre a atividade da aromatase (ADASHI et al., 1987). Estudos tém
demonstrado que HB-EGF pode ser um fator mitogénico para as células da granulosa e a
reducdo da sua expressdo em foliculos pré-ovulatorios pode ser essencial para a maturacéo
folicular (PAN et al., 2004). A anfiregulina, betacelulina e epiregulina estimulam a expanséo

das células do cimulus e a maturacdo oocitaria (PARK et al., 2004).

2.10.3 — Oncogenes Erb-A, c-myce WT-1

A hipotese de que oncogenes como o erb-A (MARUO, 1995), myc (LI et al., 1994) e
0 gene do tumor de Wilms (WT-1) (HSU et al., 1995; CHUN et al., 1999) possam estar
envolvidos com o inicio do crescimento folicular é baseada na sua localizagdo em od6citos de

foliculos primordiais e células da granulosa de foliculos em estagios iniciais de crescimento.

2.10.4 — Fatores de crescimento de nervos (NGF)

Existem fortes evidéncias de que neurotrofinas como fator de crescimento do nervo
(NGF), fator neurotréfico derivado do cérebro (BDNF) e neurotrofinas 3 e 4 exercem fungdes
nos estagios iniciais do desenvolvimento folicular. Os RNAsm que codificam esses fatores e
seus receptores tirosina kinase (trk) estdo presentes durante a formacdo e crescimento de
foliculos pré-antrais (OJEDA et al., 2000). Uma deficiéncia de neurotrofinas 3 e 4 e BDNF
promoveu reducdo significativa do numero de foliculos pré-antrais (OJEDA et al., 1999).
Entre as neurotrofinas, o polipeptideo intestinal vasoativo (VIP) é também um iniciador
potencial do crescimento folicular e é expresso em nervos nas proximidades dos foliculos pre-
antrais de vacas (HULSHOF et al., 1994) e macacas (SHULTEA et al., 1992).



2.10.5 — Fatores de crescimento fibroblasticos (FGF)

Entre os fatores pertencentes ao grupo dos fatores de crescimentos de fibroblastos,
podemos citar o fator de crescimento fibroblastico basico (FGFb), demonstrado em odcitos de
foliculos primordiais e primarios e também em células da granulosa de foliculos secundarios e
antrais de bovinos (VAN WEZEL et al., 1995). Estudos demonstraram ainda que o FGFb
promove o inicio do crescimento de foliculos primordiais de ratas (NILSSON et al., 2001), a
proliferacdo das células da granulosa de galinhas (ROBERTS & ELLIS, 1999) e a producéo
de estradiol em foliculos antrais de bovinos (VERNON & SPICER, 1994).

2.10.6 — Kit ligand

O Kit ligand (KL), também conhecido como Fator de Crescimento de Célula
Germinativa (Stem Cell Growth Factor) ou Fator de Crescimento de Mastdcitos, é um fator de
crescimento importante na regulacdo do desenvolvimento folicular. YOSHIDA et al. (1997)
mostraram que, bloqueando a interacdo do KL com o seu receptor (c-Kit) in vivo, o

desenvolvimento folicular inicial foi interrompido.

Em ovérios de roedores (HORIE et al., 1991; MANOVA et al., 1993: MOTRO &
BERNSTEIN, 1993) e de ovinos (CLARCK et al., 1996; TISDALL et al. 1997) foi detectada

a expressdo do c-kit em odcitos em todos os estagios de desenvolvimento folicular.

Recentes estudos demonstraram que o KL promove o crescimento oocitario, a
diferenciacéo das celulas da teca (DRIANCOURT et al., 2000), a proliferacdo das células da
granulosa e a esteroidogénese (ratos: REYNAUD et al., 2000; suinos: BRANKIN et al.,
2003).

2.10.7 — Fator de Crescimento Semelhante a Insulina (IGF)
O envolvimento dos fatores de crescimento semelhante a insulina (IGF-1 e IGF-2),

seus receptores (IGFR-1 e IGFR-2) e as proteinas de ligacdo (IGFBP 1 a 6) na foliculogénese

ovariana tem sido extensivamente estudado durante as Ultimas décadas. A acdo do IGF



consiste em estimular a proliferacdo e diferenciacdo das células da granulosa e da teca
(GIUDICE, 1995). A concentracdo de IGF-1 e IGF-2 ndo varia durante o crescimento de
foliculos. Em contraste, os niveis de IGFBP-2, 4 e 5 em ruminantes decresce durante o
crescimento de pequenos foliculos antrais para o estagio de foliculos pré-ovulatérios e
aumenta durante a atresia devido a uma reducdo no processo de degradacdo (BESNARD et
al., 1997). Desta forma, as IGFBPs atuam inibindo ou potencializando a ac¢do dos dois tipos
de IGF nas células alvo (MONGET et al., 2002).

2.10.8 — Horménio Foliculo Estimulante (FSH) e Hormdnio Luteinizante (LH)

O hormonio gonadotréfico FSH é um critico regulador da funcdo ovariana. A ligacao
do FSH ¢ restrita as células da granulosa e resulta em uma variedade de reac@es, tais como a
estimulagdo da proliferacdo destas células, sintese de esterdides e expressdo de receptores
para o Fator de Crescimento Epidermal (EGF) e Horménio Luteinizante (LH). Entretanto,
ainda ndo esta claro se o FSH afeta a proliferacdo de pequenos foliculos pré-antrais. WANDJI
et al., (1996a) demonstraram que a proliferacdo das células da granulosa de foliculos pre-
antrais bovinos pode ser estimulada pelo FSH. Em porcas, foliculos pré-antrais cresceram
com sucesso in vitro em meio suplementado com estradiol e FSH. Em hamster, pequenos
foliculos pré-antrais mostraram ser dependentes de FSH, e o FSH reduziu significativamente a
percentagem de foliculos atrésicos (ROY & GREENWALD, 1989). QVIST et al., (1990)
mostraram que o crescimento de foliculos no estagio primario é criticamente dependente, ou
exige uma adequada concentracdo de FSH. Por outro lado, estudos realizados com
camundongos mostraram que o FSH € indispensavel somente para a formacdo do antro
(NAYUDU & OSBORN, 1992). O modelo murino tem sido utilizado extensivamente para
estudar os efeitos da estimulagdo gonadotroficas sobre o crescimento folicular, sobrevivéncia
celular, formacéo do antro e producado de esterdides (MURRAY & SPEAR, 2000).

Em humanos, assim que a formacdo do foliculo secundario inicia, as células da
granulosa desenvolvem receptores para 0 FSH (OKTAY et al., 1997) e as células da teca se
diferenciam. Assim que as celulas da teca se formam, os receptores para 0 LH séo expressos
(SOKKA et al., 1996; O'SHAUGHNESSY et al., 1997). O LH estimula a diferenciagéo, a
proliferacdo das células da granulosa e a producdo de andrégenos em humanos (SMITZ &
CORTVRINDT, 2002).



2.11 - Importancia da composi¢do do meio sobre o desenvolvimento folicular in vitro

A composicdo do meio é um importante fator para a obtencdo de sucesso durante o
cultivo de foliculos pré-antrais in vitro. FIGUEIREDO et al., (1994) descreveram que a
sobrevivéncia dos foliculos pré-antrais bovinos in vitro foi reduzida na auséncia de
hipoxantina e substratos energéticos, tais como piruvato e glutamina. Foi demonstrado
também que, a adicdo de uma mistura de piruvato (0,23 mM), glutamina (2 mM) e
hipoxantina ao meio de cultivo de base denominado controle (Meio Essencial Minimo -
MEM) suplementado com antibioticos: penicilina — 20 Ul/mL, estreptomicina — 200 pg/mL,
10% de soro fetal bovino e ITS (insulina — 6,25 pg/mL, transferrina — 6,25 ng/mL e selénio —
6,25 ng/mL) aumentou significativamente a percentagem de foliculos morfologicamente
normais de 29,4% (meio controle) para 78,0% (meio tratado). JEWGENOW (1998) também
mostrou que a adicdo de piruvato, glutamina e hipoxantina ao meio de cultivo (MEM) €

essencial para o crescimento de foliculos pré-antrais felinos in vitro.

2.12 - A solucgdo a base de 4gua de coco

A solucdo a base de agua de coco (SBAC) é um meio rico em nutrientes e de baixo
custo que tem sido utilizada com sucesso para a maturacdo de o6citos (BLUME et al., 1997a)
e cultivo de embrides bovinos (BLUME et al., 1997b) e murideos (BLUME & MARQUES
Jr.,1994). A SBAC é composta de duas partes de agua de coco filtrada, uma parte de citrato de
sodio a 5% e uma parte de agua ultrapura (NUNES, 1998). Assim, a SBAC tem sido
eficientemente utilizada para conservacdo de sémen caprino (NUNES & SALGUEIRO,
1999), ovino (GUERRA & NUNES, 1999), suino (TONIOLLI et al., 1998), humano
(NUNES, 1998) e canino (CARDOSO et al., 2000; SILVA et al., 2001) bem como, para 0
cultivo in vitro de foliculos pré-antrais caprinos (SILVA et al., 2004).

A &gua de coco é uma solucdo acida, natural e estéril, composta de sais, proteinas,
acucares, vitaminas, gorduras neutras (MARQUES, 1982), além de indutores da divisdo
celular e eletrdlitos diversos, que lhes conferem densidade e pH compativeis com o plasma
sanguineo (BLUME & MARQUES Jr., 1994). A composi¢do quimica da &gua de coco

maduro, variedade ando é mostrada na Tabela 2.



Tabela 2. Composi¢do da 4gua de coco ando maduro.

1. Aminoacidos pg/ml
Alanina 177.1
Aminobutirico 168.8
Arginina 16.8
Asparagina 104
Aspartico 5.4
Fenilalanina 10.2
Glicina 13.9
Glutamico 78.8
Glutamina 134
Histidina, Metionina e Hidroxipolina Tragos
Homoserina 5.2
Leucina 317
Lisina 225
Prolina 216
Serina 65.8
Tirosina 3.1
Treonina 26.3
Valina 15.1
2. Acucares

Frutose 8.9
Glicose 2.46
Sacarose 2.51
3. Vitaminas

Acido félico 0.003
Acido nicotinico 0.64
Acido pantotéico 0.52
Biotina 0.02
Tiamina e Piridoxina 0.01
4. Minerais

Célcio Tragos
Cloro 183.0
Cobre 0.04
Enxofre 240
Ferro 0.10
Fosforo 37.0
Magnésio 30.0
Potassio 312.0
Sédio 105.0

Fonte: NUNES & COMBARNOUS, 1995.



Na India, foram isoladas e identificadas na 4gua de coco, substancias promotoras do
crescimento, como citocininas enddgenas e ainda tragcos de zeatina ribozideo. A zeatina é a
citocina natural mais ativa, sendo dez vezes mais potente que a cinetina. Tém sido
demonstrados varios efeitos das citocinas sobre importantes processos fisiolégicos como a
floracéo, expresséo sexual e formagéo de frutos (NUNES & SALLES, 1993).

Inimeras sdo as utilidades da agua de coco. Em virologia, a &gua de coco € utilizada
para o desenvolvimento de meristemas vegetativos e florais, cujo cultivo é a base de um
método de cura para as plantas infectadas com virus. E ainda utilizada como fonte de fatores
de crescimento para as culturas de tecido destinados ao estudo da biossintese de virus vegetais
(PREVOT, 1968). GOMES (1977) descreveu que a agua de coco possui atividade anti-
helmintica, tenicida e diurética. E ainda recomendada contra ictericias e irritacdes

gastrintestinais.

A agua de coco seja como meio liquido ou sélido (adicionada de 2% de Agar), é um
bom meio de cultura para fungos, leveduras industriais, bactérias formadoras de acidos, larvas
de mosca-das-frutas, para germinacdo de sementes de orquideas e, quando alcalinizada, para
bactérias intestinais (PICADO, 1942).

BRITO & DREISS (1943) relataram que a injecdo endovenosa de agua de coco
causaou diurese sem efeitos colaterais, assim como resposta diurética em casos de nefrite e
cirrose atrofica com ascite. Para MAJUMDAR (1951), & agua de coco pode ser usada com

sucesso no edema nutricional.

Além de se constituir um excelente reidratante, a 4gua de coco pode ser ainda um
substituto de emergéncia para o plasma sangiineo. Estudos revelaram semelhancas de
densidade, acidez, aminoacidos essenciais, vitaminas e eletrdlitos da agua de coco com o
sangue, podendo a mesma ser utilizada como soro improvisado em paciente com desidratacao

grave ou desnutricdo protéica avancada (AGUA, 1984).

NOGUEIRA & VASCONCELOS (2000) utilizaram a agua de coco como meio de
cultura em conservante de cornea de coelhos. O conservante dgua de coco ndo apresentou
qualquer alteracdo em olhos de coelhos ap6s uso demorado, comprovada sua higidez frente

[T

aos exames microscopico (“in vivo”) e histopatologico e, ainda, demonstrou “in vitro” ter



propriedades de manutencdo da deturgéncia e na conservacdo do epitélio e endotélio. Os
exames histopatoldgicos ndo evidenciaram alteracOes estruturais expressivas entre as corneas

conservadas em conservante agua de coco e as conservadas no conservante Optisol®.

COMBARNOUS & FERREIRA-NUNES et al. (1995) isolaram da agua de coco, uma
molécula pertencente ao grupo das auxinas, o Acido 3-Indol-Acético (IAA), que tem acio
benéfica sobre os espermatozdides. O IAA é um horménio que atua no crescimento de
vegetais (BARBIER-BRYGOO, 1995), ligando-se as proteinas sollveis da seiva, sendo
transportado a receptores transmembranérios, provocando, direta ou indiretamente, respostas
celulares variadas (TONIOLLI et al., 1996), tais como 0 aumento da plasticidade da parede
celular, aumento da entrada de agua na célula e alteracdo do metabolismo dos acidos
nucléicos e da respiracdo celular (GALSTON & PURVES, 1960), o que promove 0
crescimento da célula (BARBIER-BRYGOO, 1995). Atualmente, estdo sendo realizados
estudos utilizando o IAA na conservacdo de células animais. TONIOLLI et al. (1996)
utilizaram o 1AA para conservar sémen suino a 15°C, apresentando resultados satisfatérios.
Recentemente FERREIRA et al., (2001) demonstraram que o IAA pode ser utilizado com
sucesso para conservacgado de foliculos pré-antrais caprinos a 4° C por até 24 h.



3 - Justificativa

Estudos referentes aos fatores e mecanismos envolvidos na regulacéo e ativacdo dos
foliculos primordiais sdo escassos, especialmente em animais de producdo, como caprinos. A
quase totalidade (99,9%) dos foliculos primordiais presentes nos ovarios ao nascimento torna-
se atrésicos durante o seu desenvolvimento. Neste contexto, diversos autores tém investigado
o efeito de varios componentes no cultivo de foliculos pré-antrais, tanto de animais de
laboratorio, como animais domeésticos como vaca, cabra e ovelha, visando melhores
condigdes de cultivo in vitro para promover o desenvolvimento folicular e reduzir as perdas

verificadas in vivo.

Os foliculos primordiais constituem a maioria dos foliculos, compreendendo cerca de
90 a 95% de toda populacdo folicular presente no ovario mamifero. No entanto, para que estes
foliculos possam entrar em fase de crescimento (transicéo, primario, secundario, terciario e/ou
pré-ovulatorio), € preciso que sejam ativados, ou seja, retomem a proliferacdo das células da
granulosa, bem como aumentem os volumes citoplasmatico e nuclear do odcito. Assim, é de
fundamental importancia testar a eficiéncia de meios de cultivo comerciais (MEM) e
alternativos, como a solucdo a base de agua de coco, sobre o cultivo in vitro de foliculos
primordiais caprinos. Trabalhos recentes, elaborados por Silva et al. (2004), demonstraram
gue a adicdo de SBAC (25 %) ao MEM proporciona a manutencdo da viabilidade e das
percentagens da ativacdo de foliculos caprinos similares ao MEM. Entretanto, ndo é
conhecido se proporgdes inferiores a 25% de SBAC ao MEM podem incrementar a ativagéo e

viabilidade folicular in vitro.

Neste contexto, sabendo-se da grande relevancia econdbmica que a espécie caprina
representa para varias regides do mundo, como o Nordeste brasileiro, € de extrema
importancia o desenvolvimento de um sistema de cultivo in vitro capaz de ativar esses
foliculos e assegurar seu posterior crescimento in vitro, otimizando, no futuro, o
aproveitamento do potencial oocitario desses animais e incrementando a eficiéncia da

reproducdo animal.



4 - Hipotese cientifica

Baseado na revisdo descrita formulou-se a seguinte hipotese:

Foliculos primordiais caprinos podem ser ativados e crescerem in vitro utilizando-se

solucdo a base de 4gua de coco em diferentes concentragdes.



5 - Objetivos

Geral:

- Desenvolver um protocolo para ativacdo e crescimento in vitro de foliculos primordiais

caprinos

Especificos:

- Comparar a eficiéncia das solucGes a base de agua de coco (SBAC), MEM ou
solugdes mistas (SBAC + MEM) sobre a viabilidade, ativagdo e crescimento in vitro
de foliculos primordiais caprinos.

- Avaliar morfologicamente os foliculos pré-antrais caprinos cultivados in vitro em

SBAC, MEM ou solugdes mistas (SBAC + MEM).
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Abstract

The development of culture systems for primordial follicles is important to study their
in vitro growth and defferentiation. In this study, we investigated the effect of Minimal
Essential Medium (MEM), Coconut Water Solution (CWS) and MEM supplemented with
CWS on the morphology and activation of goat primordial follicle after culturing ovarian
cortical tissue. Cortical tissue pieces were cultured for 1 and 5 days in MEM, CWS or MEM
supplemented with 5, 10, 20, 50, 80, 90, 95% of CWS. Both MEM and CWS were
supplemented with BSA, ITS, glutamine, pyruvate and hypoxanthine. At day 0 and after 1
and 5 days of in vitro culture, the cortical pieces were fixed for histological evaluation. Based
on their morphology, follicles were classified as primordial or developing and intact or atretic.
Follicular diameter was evaluated before and after culture. Mitotic activity of granulosa cells
was studied by immunolocalization of proliferation cell nuclear antigen (PCNA). The results
showed that, after 5 days culture, concomitant with the increase of development follicles, the
percentages of primordial follicles was reduced (P<0.05), in all media tested, when compared
to days O and 1. After 5 days culture, the highest rate of primordial follicle activation was

observed, when ovarian pieces were cultured in MEM or MEM supplemented with 5 or 10%



CWS. However, culturing follicles for 5 days in a mixture of MEM and 20% or higher
percentages of CWS reduced their activation and viability after 5 days culture. In all media
tested, mean follicular diameters had significantly increased after 5 days culture when
compared to those measured at day 0 and day 1. Immunohistochemical analysis showed that
both in non-cultured and cultured tissues, primordial follicles generally do not stain for
PCNA, whereas after culture the granulosa cells of developing follicles do express PCNA. In
conclusion, goat primordial follicle are activated and kept viable after in vitro culture in MEM
or in a mixture of MEM with low proportions (10% or less) of CWS. Compared to MEM,
however, addition of CWS to MEM, does not improve the survival, activation and further

development of the primordial follicle population in culture goat ovarian cortical pieces.

Keywords: Goat; Ovary; Primordial Follicles; In vitro; Coconut Water

1. Introduction

The primordial follicles begin to develop in the early stage of fetal life and after birth
the number of primordial follicles is established [1]. However, of the thousands of primordial
follicles present at birth, the vast majority (99,9%) becomes atretic during growth and
maturation and a small number of follicles achieve maturity and ovulate [2]. Thus, the study
of early folliculogenesis as well as the development of in vitro conditions to promote
primordial follicle development is very important to reduce the follicular demise that occurs
in vivo. Better knowledge of the culture conditions is also very important for the study of
factors involved in the activation and further growth of primordial follicles. Optimal in vitro

culture conditions may lead to the generation of large numbers of healthy oocytes that can be



used for in vitro fertilization (IVF) procedures, intracytoplasmic sperm injection (ICSI) and
cloning.

Over the last two decades, many culture systems have been developed with the aim to
promote activation and growth of primordial follicles in vitro, although the knowledge about
the factors that control the earliest stages of folliculogenesis is still scarce. During the onset of
follicle growth the enclosed oocyte begins to grow and the flattened pre-granulosa cell of
primordial follicles become cuboidal and begin to proliferate [3]. The success of studies on
the initiation of follicular development depends on the availability of sensitive markers, like
the proliferating cell nuclear antigen (PCNA) [4], to detect the onset of follicular growth.
Several studies showed that expression of PCNA is correlated with the initiation of follicular
growth in different species (humans: [5][6]; non-human primates: [7]; bovine: [8][9]; ovine:
[10], murine: [11] and caprine: [12]).

When studying primordial follicle activation in vitro, the type of medium used has a
significance influence on follicular survival and growth. MEM has been used for culturing
ovarian tissue: (bovine: [13]; caprine: [12]) and isolated preantral follicles (bovine: [14];
murine: [15]). Coconut water solution (CWS) is a natural and sterile solution, wich is cheap
and rich in nutrients, like poteins, sugars, vitamins, salt and neutral lipids [16], and substances
that can induce cellular division and different electrolytes that provide nutrients to keep the
survival and viability of cryopreserved male and female gametes [17]. Nunes & Combarnous
[18] isolated indole-3-acetic acid (IAA) an important molecule present in coconut water.
Those authors showed that IAA, belong to a auxins group, has a beneficial effect on the
metabolism of goat sperm, increasing motility and fertility rate and permitting its conservation
by long times. In India, substances that promote growth in plants such as endogen cytokines

and zeatine ribozide have been isolated from coconut water [19]. Silva et al. [12] suggested



that IAA can binds to certain animal growth factors present in the ovarian tissue, the complex
modulating the action of the growth factors.

Coconut water solution has successfully been used for oocyte (murine: [20]) and
embryo culture (murine: [21]), as well as for culture and preservation of goat preantral
follicles in vitro [22][12][23]. Silva et al. [12] demonstrated that the activity and viability of
early-staged follicles cultured in MEM plus 25% CWS was similar to those cultured in MEM
alone, and that follicular viability was reduced when the proportion of CWS was increased.
Thus far, however, the effect on primordial follicles of MEM and CWS mixtures, consisting
of relatively low percentages of CWS, are unknown.

The aim of this work was to investigate the effects of MEM, CWS or mixtures of
MEM with low or high proportions of CWS on viability, activation and further growth of goat
primordial follicles cultured for 5 days. Additionally immunohistochemical localization of

proliferating cell nuclear antigen was performed to evaluate granulosa cell proliferation.

2. Materials and methods

2.1. Ovaries

Ovaries (n=10) from five mixed breed goats were collected at a local slaughterhouse.
Immediately after death of the animals, the ovaries were washed in alcohol 70% for 10
seconds following two times in saline solution 0.9% for 10 seconds. The pair of ovaries from
each animal was transported in saline solution 0.9% to the laboratory at 37° C within 1 h. In
the laboratory, from each animal, the ovaries were stripped of surrounded fat tissue and
ligaments and then cut in half, where after the medulla, large antral follicles and corpora lutea
were removed. Subsequently, the ovarian cortex was divided in 19 fragments of

approximately 3mm x 3mm x 1mm.



2.2. Invitro culture of ovarian tissue

One fragment was taken randomly and immediately fixed for histological examination
(control). The 18 fragments remaining were cultured individually in a culture dish with 24-
wells, each containing 1 ml of culture media at 39°C with 5% CO; in air. The media tested
were: (1) minimum essential medium (MEM — osmolarity: 300 mOsm/I, pH: 7.2 — Cultilab,
Rio de Janeiro, Brazil), and (2) sterile coconut water solution composed of two parts of
coconut water, one part of pure water and one part of sodium citrate 5% (final osmolarity: 300
mOsm/l and pH: 7.2). Coconut water was obtained from coconuts (6 months old) collected
from the green beach variety of the coconut - palm (Cocus nucifera). Both media were
supplemented with antibiotics (100 ug/ml penicillin, 100 ug/ml streptomycin and 0.25 pg/ml
fungizone), ITS (insulin 6.25 ug/ml, transferrin 6.25 pg/ml, and selenium 6.25 ng/ml), 0.23
mM pyruvate; 2 mM glutamine; 2 mM hypoxanthine; and 1.25 mg/ml BSA.

The ovarian cortex fragments were cultured for 1 and 5 days in nine different culture

media as described below.

- Minimum Essential Medium (MEM)

- MEM plus 5% CWS (MEM/5% CWS)

- MEM plus 10% CWS (MEM/10% CWS)
- MEM plus 20% CWS (MEM/20% CWS)
- MEM plus 50% CWS (MEM/50% CWS)
- MEM plus 80% CWS (MEM/80% CWS)
- MEM plus 90% CWS (MEM/90% CWS)
- MEM plus 95% CWS (MEM/95% CWS)

- Coconut water solution (CWS)



2.3. Histological evaluation and assessment of granulosa cells proliferation by PCNA

Immediately after fragmentation, representative pieces of ovarian cortex were
immersion-fixed for 12 h in 10% neutral buffered formaldehyde (pH 6.8-7.2) to serve as non-
cultured controls. After 1 or 5 days of culture in each medium, the pieces of ovarian cortex
were fixed as described above, dehydrated in a graded series of ethanol, clarified with xylene
and embedded in paraffin wax. For each piece of ovarian cortex, 7 um thick tissue sections
were mounted on coated slides and stained with Periodic Acid Schiff and hematoxylin. After
5 days culture, some slides were stained with antibodies for PCNA (DAKO, Carpinteria, CA,
USA) as described previously [11]. Briefly, the sections were deparaffinized, reydrated and
treated for 8 min at 93 — 98 °C in citric buffer at pH 6, and then incubated for 30 min at room
temperature (~20 °C) in 3% HO> for 30 min to block endogenous peroxidase activity. After
washing, normal rabbit serum was added for 20 min at room temperature to inhibit non-
specific binding. The first antibody was incubated at a dilution of 1:50 for 18h at 8°C
followed by washing and incubation in rabbit anti-mouse 1gG (DAKO, Carpinteria, CA,
USA) at 1:200 dilution for 30 min. In control sections, the primary antibody was replaced by
Tris-buffered saline. Finally, streptoavidin—biotin complex (DAKO, Carpinteria, CA, USA)
was added for 30 min at room temperature, followed by diaminobenzidine (DAB - DAKO,
Carpinteria, CA, USA) for a further 7 min. After completing the reactions, the sections were
counterstained with hematoxylin and evaluated for the presence or absence of PCNA. All the
sections were evaluated with optical microscope (200 and 400x maginification). From each

medium and after each culture period, approximately 150 follicles were randomly evaluated.

2.4. Follicle classification and measurement



The follicles were classified individually according to shape and number of granulosa
cells layers around the oocyte as primordial (one layer of flattened granulosa cells) or
developing follicles, i.e., intermediate (one layer of flattened to cuboidal granulosa cells),
primary (a single layer of cuboidal granulosa cells), or secondary (two or more layers of
cuboidal granulosa cells). The percentages of primordial and developing follicles were
calculated on day 0 (control) and after 1 and 5 days of culture in each medium. In addition,
follicular diameter was taken using only intact follicles from day O and after in vitro culture
for 1 and 5 days. Only follicles with a visible oocyte nucleus were evaluated to avoid counting
the same follicle twice. Follicular quality was evaluated based on morphological parameters
such as: oocyte and granulosa cells morphology and basement membrane integrity [24]. The
primordial and developing follicles were classified as morphologically normal (follicles
containing an intact oocyte and granulosa cells well-organized in layers without pyknotic
nucleus) and degenerated follicles (oocyte with pycnotic nucleus, retracted cytoplasm and

disorganized granulosa cells detached from the basement membrane) [24].

2.5. Statistical analysis

The percentage of morphologically normal follicles, as well the percentage of
primordial or developing follicles in non-cultured tissue or after 1 and 5 days culture in
different media were evaluated by a Chi-squared test (Instat for Macintosh). Follicle
diameters in non-cultured and cultured tissue were compared by ANOVA and Kruskal-Wallis

test. Values were considered statistically significant when P < 0.05.

3 — Results

3.1. Goat primordial follicle activation in vitro



The percentage of primordial and developing follicles in non-cultured ovarian cortex
was 69.2 e 30.8%, respectively (table 1). After 1 day of culture, the percentage of primordial
and developing follicles did not differ significantly among the tested media or when compared
to day O (P > 0.05). By contrast, after 5 days culture, in all media tested, the percentage of
primordial follicles was reduced significantly (P<0.05) concomitant with a increase in the
percentage of developing follicles when compared to (control) values of non-cultured tissue.
Cortical tissue cultured in MEM for 5 days had a higher percentage of developing follicles
when compared to MEM plus 20, 50, 80, 90, 95% CWS and pure CWS, but no significant
differences was observed among MEM and MEM plus 5 and 10% CWS. The percentage of
developing follicles cultured in MEM plus 5, 10, 20, 50, 80, 90, 95% CWS and CWS did not
differ from each other, except MEM plus 5% CWS that had higher percentage of developing

follicles than MEM plus 80% CWS.

Table 1. Percentage of primordial and developing follicles in non-cultured tissue and in tissue

after culture for 1 and 5 days in different media.

Primordial follicles (%) Developing follicles (%)
Non-cultured 69.2 (74/107) 30.8 (33/107)
Cultured Day 1 Day 5 Day 1 Day 5
MEM 64.6 ~2(64/99) 17.0*B2(15/88) 35.4/2(35/99) 83.0 * B2(73/88)

MEM/5% CWS  64.042(57/89) 23.0* B3 (20/87) 36.02(32/89) 77.0*B3(67/87)
MEM/10% CWS 63.4A2(52/82) 27.5* B3¢ (22/80) 36.6~2(30/82) 72.5 * B3¢ (58/80)
MEM/20% CWS 61.342(46/75) 34.3 * B¢ (24/70) 38.7 ~2(29/75) 65.7 * Bb¢(46/70)
MEM/50% CWS 64.7 ~2(44/68) 36.2 * BbC(17/47) 35.3/2(24/68) 63.8 * B¢ (30/47)
MEM/80% CWS 72.9/2(35/48) 42.9*B¢(12/28) 27.1~2(13/48) 57.1*Bc(16/28)
MEM/90% CWS 74.442(32/43) 39.1*B5¢(9/23) 25.62(11/43) 60.9 * Bbc(14/23)
MEM/95% CWS 71.4423(20/28) 35.0 * Bb¢(7/20)  28.6~2(8/28) 65.0 * Bc(13/20)
CWS 75.0A2(21/28)  36.4 *Bbc(8/22)  25.0A3(7/28) 63.6 * Bc(14/22)
* Differs significantly from non-cultured tissue (control)

A, B - Values with different letters at the same row show significant differences (P<0.05)

a, b, ¢ - Values within columns with different letters show significant differences among
media composition (P<0.05)




3.2. Percentage of normal follicles in non-cultured (control) and cultured ovarian cortex
Histological analysis showed that normal (Fig. 1A) and degenerated (Fig. 1B) follicles
were found in non-cultured and cultured ovarian cortical pieces. In degenerated follicles, a

shrunken oocyte, a pyknotic nucleus and disorganized granulosa cells were observed.

Figure 1 — Histological section of (A) normal and (B) degenerated developing follicle after staining
with PAS-hematoxylin. O: oocyte, GC: granulosa cells, dO: degenerated oocyte, dGC: degenerated

granulosa cells (400x magnification)

Table 2 shows the percentage of normal follicles in non-cultured (day O: control)
ovarian cortical pieces and after 1 and 5 day culture in different media. Culture of ovarian
tissue for 1 and 5 days, in all media tested, significantly reduced the percentage of intact
follicles when compared to non-cultured cortical pieces, except follicles cultured for 1 day in
MEM. With the increase of culture period from 1 to 5 days, a significant reduction in the
percentage of intact follicles was observed in tissue cultured in MEM plus 50, 80 and 90%
CWS. After 1 day culture, a progressive and significant reduction (P<0.05) in the percentage
of normal follicles was observed in MEM containing increasing proportions of CWS from 0
to 10, 50, 80 and 95%. No significant differences were observed with the increase of CWS
from 0 to 5%, 5 to 10%, 10 to 20%, 20 to 50%, 80 to 90%, and from 95 to 100%. After 5 days
culture, MEM, MEM plus 5 and 10% CWS showed significantly higher percentage of normal

follicles when compared to the other media, except between MEM plus 5% CWS and MEM



plus 20% CWS that had similar percentage of normal follicles. The percentage of intact

follicles in MEM/80, 90, 95% CWS and CWS were similar.

Table 2. Percentage of normal follicles in non-cultured tissue and in tissue after culture for 1

and 5 days in different media.

Non-cultured 83.6 % (107/128)
Cultured Day 1 Day 5
MEM 81.1% 2 (99/122) 68.2% * B:2(88/129)

MEM/5% CWS 74.2% * A 3 (89/120) 66.9% * A 3 (87/130)
MEM/10% CWS 68.3% * AP (82/120) 67.8% * A 2(80/118)

MEM/20% CWS 60.0% * A 4 (75/125) 56.9% * AP (70/123)
MEM/50% CWS 54.8% * A 9(68/124) 38.4% * B.¢(48/125)
MEM/80% CWS 41.7% * A © (48/115) 24.1% * B.4(28/116)
MEM/90% CWS 38.4% * A€ (43/112) 20.2% * B.9(23/114)
MEM/95% CWS 23.5% * A 1(28/119) 15.7% * A 9(20/127)
CWS 22.3% * AT(27/121) 17.7% * A 4 (22/124)

* Differs significantly from non-cultured tissue (control)
A,B — Values with different letters at the same row show significant differences (P<0.05)
a,b,c,d,e,f — Values within columns with different letters show significant differences among

media composition (P<0.05)

3.3. Follicles diameter in non-culture and cultured tissue.

Table 3 shows follicle diameter in non-cultured ovarian cortex and after in vitro
culture for 1 and 5 days. After 5 days culture, in all media, a significant (P<0,05) increase in
follicle diameter was seen when compared to follicles in non-cultured tissue or in tissue
cultured for 1 day. Independent of culture period (1 and 5 days) no significant effect of media

composition on follicular diameter was observed.



Table 3. Mean follicle diameter (um £ SD) in non-cultured ovarian cortex and after in vitro
culture for 1 and 5 days.

Non-cultured 50.2+7.2

Cultured Day 1 Day 5
MEM 49.4+8.1A° 59.0+85*8B
MEM/5% CWS 49.4+8.0A° 58.4+8.8*8B
MEM/10% CWS 490+7.6A 54.6+8.7*8B
MEM/20% CWS 480+76% 548+6.0*8B
MEM/50% CWS 509+7.6% 60.5+9.0*8B
MEM/80% CWS 52.7+6.14 58.2+9.4*8B
MEM/90% CWS 53.7+8.3A 60.0 +10.0 * B
MEM/95% CWS 53.0+7.84 605+7.6*8B
CWS 539+7.9A 61.8+9.4*8B

* Differs significantly from non-cultured tissue (control)
A, B — Values with different letters at the same row show significant differences (P<0.05)
3.4. Effect of in vitro culture on granulosa cell proliferation

In non-cultured ovarian cortex, PCNA staining was generally absent in granulosa cells
of primordial follicles (Fig. 2A) and only a few developing follicles had PCNA positive
granulosa cells. After 5 days culture, independent of the used culture medium, the majority of
follicles were in developing and had intense PCNA immunostaining in granulosa cells (Fig.
2B and C). Occasionally, PCNA immunoreactivity was present in oocytes of both primordial

and developing follicles (Fig. 2).

Figure 2 — Sections of ovarian tissue showing (A) primordial follicles on day 0 and (B and C) developing follicles after 5 days

culture. PCNA staining in (<) oocyte and (4) granulosa cells. O: oocyte, GC: granulosa cells (400x maginification).



4 — Discussion

This study showed that goat primordial follicles can be activated after in vitro culture
in MEM, CWS or in mixtures of MEM and CWS, and that, the rate of developing and viable
follicles is decreased with the increase of the proportions of CWS in the mixture with MEM.

After 1 day of culture, the percentage of primordial and developing follicles was
similar to control values. However, after 5 days, in all treatments, a significant reduction in
the percentage of primordial follicles with concomitant increase in the percentage of
developing follicles was observed. Similar results were obtained in studies with bovines
[8][13] and baboon [25] in which the number of primordial follicles were dramatically
reduced with concomitant increase in the number of developing follicle after 2 days culture.
Possibly, the release of stimulatory factors or cessation of production of inhibitory factors by
stromal, granulosa or pre-thecal cells within the culture of ovarian cortical tissue has triggered
the in vitro activation of goat primordial follicles. In this respect, a recent study demonstrated
that anti-Mullerian hormone (murine: [26]) and IGF-1 (bovine: [27]) can inhibit but not block
the activation of primordial follicles in vitro, while the main source of this hormone are
granulosa cells of more advanced follicles. Low concentration of such inhibitory factors in the
cultured cortical pieces or the presence of possible stimulating ingredients, like insulin [28], in
the culture media may explain primordial follicle activation in vitro. Locally produced growth
factors that stimulate primordial follicle activation are BMP-7, Kit Ligand , GDF-9 and FGF-
2 [29][30].

In this study, after 5 days culture, the supplementation of MEM with 5 and 10% of
CWS kept the percentage of activated follicles similar to those cultured in MEM, whereas the
use of 20% or higher proportions of CWS and pure CWS as a culture medium decreased the

percentage of developing follicles. In a recent paper of our group [12], addition of more than



25% CWS to MEM appear to significantly lower the number of developing follicles, while
the percentage of degenerated follicles was lower than in our studies and first appeared
significantly increased by use of pure CWS. The disagreements between our results and those
described by Silva et al. [12] could be due to differences in the quality of the follicles at the
start, but also to the composition of the used coconut water, which is not commercially
available as a standard solution, but was freshly prepared from different coconuts. The
coconuts, however were derived from the same tree. Various authors concluded from their
data that coconut water solution could be successfully used for in vitro culture of preantral
follicle (goats: [12]; ovines: [23]) and semen preservation in vitro (dog: [31]). In others
studies, coconut water was as efficient as TCM 199 during the bovine oocyte maturation [20]
and murine embryo culture [21]. Satisfactory results using coconut water were ascribed to the
many nutrients [32][33] and antioxidants in this fluid [34]. Leong and Shui [34] showed that
acid ascorbic present in CWS contribute largely to antioxidant activity. Based on our findings,
we however conclude that, dependent of the amount added, CWS negatively influences
follicular development and therefore dissuade the use of CWS, either pure or in a mixture
with MEM, as a culture medium for goat early-staged follicles.

The percentage of morphologically normal follicles in control, non-cultured tissue was
similar to those described previously for goats [24] [35]. After 1 day culture, MEM was the
only medium that kept the percentage of normal follicles at the level of that in control tissue.
MEM is widely used to culture bovine preantral follicles in vitro [36][37][14][38]. Jewgenow
[39] reported that MEM is more effective than TCM 199 to keep the viability in vitro of cat
preantral follicles. The supplements added to MEM contributed in vitro early-staged follicle
survival (goat: [12]; cat: [39]; cow: [14]). After 5 days culture, the results show that CWS
reduced the follicular viability, when added in increasing proportions. Silva et al. [12] also

demonstrated a reduction on the percentage of normal follicles after culture in medium



containing CWS. Despite being successfully used to culture oocytes [20] and to preserve
semen [31], when compared to MEM, CWS did not improve the survival of in vitro cultured
goat early-staged follicles and even had an atrophic effect on these follicles when added to
MEM in higher proportions or as pure CWS.

The present data show that, independent of the tested medium composition, goat
primordial follicle were able to grow during 5 days of in vitro culture. Our findings are in
correspondence with those of Hreinsson et al. [40], who showed that the diameter of human
early follicles increased significantly after 7 days culture. Studies of Wandji et al. [8]
indicated that, in bovine ovarian cortical pieces, the diameter of normal primordial and
developing follicles during in vitro culture had significantly increased after 2 days in vitro
culture. Thomas et al. [41] showed that, after 6 day culture, there is a significant increase in
the diameter of ovine follicle cultured in vitro. The increase in the diameter of baboon ovarian
follicles may be due to oocyte growth and granulosa cells proliferation [42]. Indeed, the
increase of follicular diameter after 5 days culture corresponded with the wide-spread PCNA
immunorectivity in granulosa cells and oocytes of developing follicles, the PCNA staining of
granulosa cells being indicative of granulosa cell proliferation. PCNA staining in oocytes may
be due to DNA repair [43] during the intense RNA transcription that occurs in growing
oocytes [44]. In correspondence with our findings with goat follicles, the onset of bovine
primordial follicle growth was also accompanied by PCNA expression in granulosa cells and
oocytes [8].

In summary, this study showed that goat primordial follicles are activated in vitro in
MEM, CWS or mixed solutions composed of MEM in different proportions of CWS. Culture
in mixtures of 5 or 10% CWS and MEM kept these latter parameters in comparable levels
when compared to those obtained by MEM. However, when compared to the effect of MEM

alone, addition of CWS to MEM did not improve follicular viability, activation and growth. In



proportions of 20% or higher, CWS negatively influenced early follicular quality. It is
concluded that, when used as culture media for goat ovarian primordial follicles, pure CWS or
mixtures of CWS and MEM, compared to MEM alone, do not improve early-staged follicle

survival, activation and further growth.
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7 - Concluséao

Este estudo mostrou que foliculos primordiais caprinos podem ser ativados in vitro
em Meio Essencial Minimo (MEM), Solucio & Base de Agua de Coco (SBAC) ou em solu¢des
mistas compostas de MEM adicionado de SBAC em diferentes proporcdes. A adigédo de SBAC
ao MEM ndo melhora a viabilidade, a ativacéo e o crescimento folicular, porém as propor¢des

de 5 e 10% mantém estes parametros em niveis similares ao MEM.



8 - Perspectivas

As condigdes de cultivo in vitro testadas sdo de grande relevancia para o
conhecimento dos fatores envolvidos tanto na ativacdo de foliculos primordiais, quanto no
crescimento de foliculos em desenvolvimento, proporcionando futuramente, oocitos viaveis
que poderdo ser destinados a biotecnologia da reproducdo animal e humana. Este trabalho
mostrou que a solucdo a base de agua de coco € uma substancia promitente no cultivo de
foliculos ovarianos, entretanto estudos devem ser aprimorados visando a sua utilizacdo em
ambito comercial. Neste sentido, uma alternativa para o cultivo in vitro de foliculos pré-antrais
consiste na utilizacdo da &gua de coco na forma de pé (ACP) enriquecida com suplementos
nutricionais, o que facilitard a sua utilizacdo, bem como a sua difusdo para regides que nédo

disponham da matéria-prima (coco).
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