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RESUMO

O presente estudo teve como objetivos: 1) definir uma duracdo ideal para o cultivo in vitro
de foliculos pré-antrais caprinos isolados; 2) verificar a relacdo entre morfologia folicular
(foliculos integros, extrusos e degenerados) e a producdo de estradiol e 3) avaliar o efeito
dos sistemas bidimensional (2D) e tridimensional (3D) sobre o desenvolvimento in vitro de
foliculos pré-antrais caprinos. O trabalho foi dividido em trés experimentos e,
independentemente do experimento, 0 meio de cultivo utilizado foi a-MEM suplementado
com GH (50ng/ml), Insulina (10ng/ml) e FSH sequencial (dia 0-6: 100ng/ml; dia 6-12:
500ng/ml; dia 12-30: 1000ng/ml). Nos experimentos | e Il os foliculos isolados foram
cultivados por 18, 24 e 30 dias e por 30, 36 e 42, respectivamente. No experimento |1, o
melhor periodo de cultivo do experimento 2 foi repetido utilizando o sistema 2D e 3D. O
desenvolvimento folicular foi avaliado com base na integridade morfoldgica, formacédo de
cavidade antral, aumento do didmetro folicular e presenca de o0citos saudaveis,
completamente crescidos (>110 um), taxa de retomada da meiose bascada na andlise da
configuragdo da cromatina do odcito. Ao final dos diferentes periodos de cultivo, os odcitos
foram recuperados e submetidos a maturacdo in vitro (MIV). Para dosagem de estradiol, o
meio de cultivo foi coletado a cada 6 dias e analisado por imunoensaio enzimatico
guimioluminescente. No experimento |, o percentual de retomada da meiose foi
significativamente superior (p<0,05) em odcitos cultivados por 30 dias (48,84%) quando
comparado a odcitos cultivados por 18 (15%) e 24 dias (20,93%). No experimento Il, 0s
foliculos cultivados por 30 e 36 dias apresentaram percentual de retomada da meiose
significativamente superior (47,5% e 50%, respectivamente) quando comparado a 42 dias
(20%). No tocante a secre¢do hormonal, a producdo de estradiol a partir do dia 12 de cultivo
foi similar entre foliculos normais e extrusos, enquanto que no dia 36, ambas as categorias
foram superiores (p<0,05) aos foliculos que degeneraram. Em concluséo, o cultivo de 36
dias é o mais aconselhavel para o aumento das taxas de retomada da meiose. Além disso, a
perda da integridade folicular afeta o padréo de producéo de estradiol, sendo este um bom
marcador para predizer o destino do foliculo, ou seja, se o foliculo entrara em degeneracéao

durante o cultivo.

Palavras Chave: tempo de cultivo, integridade morfolégica, estradiol.



ABSTRACT

The aim of this study was to: 1) define an optimal time for the in vitro culture of isolated
caprine preantral follicles, 2) verify the relationship between follicular morphology (intact,
extruded and degenerate follicles) and hormone production, and 3) evaluate effect the two-
dimensional (2D) and three-dimensional (3D) culture system on the in vitro development of
goat preantral follicles. The work was divided into three experiments. Regardless of the
experiment, the culture medium used was a-MEM supplemented with GH (50ng/ml) Insulin
(10ng/ml) and sequential FSH (day 0-6: 100 ng / ml, day 6-12: 500 ng / mL, day 12-30: 1000
ng / mL). In the experiments I and Il isolated follicles were cultured for 18, 24 and 30 days
and by 30, 36 and 42, respectively. In experiment Il the best culture time determined in
experiment 2 (36 days) was repeated in 2D and 3D system. The follicular development was
assessed based on morphological integrity, antral cavity formation, increased follicular
diameter and presence of healthy cumulus-oocyte complexes with grown oocytes (> 110
mM) and an analysis of chromatin configuration of the oocyte (resumption of meiosis).
After culture, the oocytes were recovered and submitted for in vitro maturation (IVM). For
dosage of estradiol, the culture medium was collected every 6 days and analyzed by
chemiluminescent enzyme immunoassay. In experiment I, there was a higher percentage of
resumption of meiosis (p <0.05) in oocytes cultured for 30 days (48.84%) when compared
to oocytes cultured for 18 and 24 days (15% and 20.93%, respectively). In experiment 11,
the culture for 30 and 36 days showed significantly higher percentage of resumption of
meiosis (47.5% and 50%, respectively) when compared to 42 days (20%). Regarding to
hormone secretion, the production of estradiol from day 12 of culture was similar between
normal and extruded follicles, been both superior (p <0.05) from the follicles that degenerate
only at the end of the culture (day 36). In conclusion, the culture for 36 days was the most
advisable for the increased rates of meiosis resumption. In addition, the loss of follicular
integrity affects the pattern of estradiol production, this being a good marker for predicting
the destiny in other words, the degeneration of the follicle during the culture, since
degenerate follicles produce low amounts of the hormone during the entire period of culture.

Keywords: culture time, morphological integrity, estradiol.
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1. INTRODUCAO

Em virtude das caracteristicas adaptativas dos caprinos na regido Nordeste do Brasil,
esta espécie apresenta importante papel socioecondmico para esta regido, pois representa
fonte de renda e de alimento para a populacdo (CAMPOS; CAMPQOS, 2013). Por esta razao,
diversas biotecnologias estdo sendo utilizadas para melhoria e preservagdo da genética, bem
como da eficiéncia reprodutiva desses animais (RAHMAN; ABDULLAH; WAN
KHADIJAH, 2008). Nesse contexto, surge a importancia da aplicabilidade da biotécnica de
manipulacdo de odcitos inclusos em foliculos ovarianos pré-antrais (MOIFOPA), que tem
como finalidade recuperar um grande numero de foliculos pré-antrais antes do processo de
atresia e cultiva-los in vitro até a completa maturacdo dos seus 00citos. Estes odcitos
crescidos in vitro poderdo ser destinados a producdo in vitro de embriGes e clonagem,
contribuindo para a propagagdo de animais de alto valor zootécnico e/ou em vias de extingao,
bem como serem utilizados como modelos de pesquisa para tratamentos da infertilidade em
humanos (TELFER et al., 2008; SMITZ et al., 2010).

Um importante fator que pode influenciar a eficacia do cultivo in vitro de foliculos
pré-antrais (FOPA) é a sua duracdo, uma vez que esta deve ser suficiente para assegurar a
sobrevivéncia e o desenvolvimento folicular, bem como a posterior maturacdo oocitéria.
Diversos estudos vém sendo realizados utilizando periodos variados de cultivo
(ARUNAKUMARI et al., 2010; GUPTA et al., 2008, no entanto, em caprinos, a duragao
adequada do cultivo in vitro ainda néo foi plenamente determinada (SILVA et al., 2010).

Outro fator que pode influenciar o cultivo folicular é o sistema no qual o foliculo
sera desenvolvido que podera ser in situ (inclusos no cortex ovariano) (SILVA et al.,2004)
ou isolado (TELFER et al., 2008). No que diz respeito ao cultivo de foliculos isolados, este
pode ser realizado de forma bidimensional (2D) ou tridimensional (3D). Neste ultimo, o
foliculo encontra-se no interior de um substrato, o qual mantém a arquitetura folicular. No
sistema 2D, MAGALHAES et al. (2011) produziram o primeiro embri&o caprino apds o
cultivo in vitro de foliculos pré-antrais na presenca do horménio do crescimento (GH).

Durante o cultivo in vitro de foliculos pré-antrais, uma importante ferramenta para
verificar o desenvolvimento folicular é a producdo hormonal (CHAVES et al., 2012). Resta
saber se a producdo hormonal poderia ser utilizada para predizer o destino do foliculo no
cultivo.

Para uma melhor compreensdo deste trabalho, a revisdo de literatura a seguir

abordara aspectos relacionados ao ovario mamifero, oogénese e foliculogénese, populagédo
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e atresia folicular, fatores que afetam a eficiéncia do cultivo in vitro de foliculos pré-antrais,
estado atual do cultivo in vitro e métodos para analise da qualidade folicular apés o cultivo

in vitro.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Ovario mamifero

O ovario € 0 6rgao mais importante do sistema reprodutivo das fémeas mamiferas e pode ser
dividido em duas regiGes: uma medular que, na maioria das espécies, é localizada na por¢do
interna do ovario sendo responsavel pela sustentacao e nutricao dessa estrutura; e uma regiao
cortical, mais externa, que contém corpos luteos, albicans e foliculos ovarianos em diferentes
estagios de desenvolvimento (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2004). A gbnada feminina
desempenha uma funcéo enddcrina (producéo e liberacdo de hormonios esteroides e diversos
peptideos) e uma funcdo exdcrina ou gametogénica (producdo e liberacdo de odcitos), as
quais sdo exercida pela interacdo de dois fendmenos que ocorrem no ovario, isto é, a
oogénese e a foliculogénese (SAUMANDE, 1981).

Foliculos antrais

r"_"_’__"———-——"‘\

is X Foliculo pré-ovulatério
P r 'e_anﬂ'a\ Foliculo terciario

Foliculos primarios

Foliculos primordiais

Complexo cimulos-o6citos

Cortex

Ovulacio

Medula Corpo luteo

Figura 1: Ovario mamifero: medula e cértex; presenca de vasos, foliculos e corpos luteos
em diferentes estagios de desenvolvimento. Adaptado de
http://www.tarleton.edu/Departments/anatomy/ovary.html.

2.2 Oogénese e foliculogénese

A oogénese consiste na formacdo e diferenciacdo das células germinativas
primordiais (CGP) até a formacg&o do odcito haploide fecundado. Este processo caracteriza-

se por ter inicio antes da foliculogénese e término ap6s esse processo (VAN DEN HURK;
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ZHAO, 2005). As CGP se originam do endoderma do saco vitelino primitivo, migram para
a crista genital e colonizam a gbnada ainda indiferenciada, onde recebem a denominacdo de
oogonias e comecam a multiplicar-se por divisdes mitoticas (VAN DEN HURK et al., 1997).
Posteriormente, as oogbnias entram em primeira divisdo meidtica e passam a ser chamadas
de odcitos primarios. Esses odcitos se caracterizam por apresentar um nucleo em fase de
dipléteno da préfase I, também chamado de vesicula germinativa (FIGUEIREDO et al.,
2008). Nessa fase, os odcitos sdo circundados por uma camada de células da pre-granulosa,
oriundas do epitélio ovariano ou dos tubulos do mesonefron dando inicio a formacao da
unidade folicular (McNATTY et al., 2000) que neste momento é chamado foliculo
primordial. Os o6citos permanecerdo nessa fase até atingir a puberdade, quando entéo, por
acao hormonal, ocorrera a quebra da vesicula germinativa e a progressdo do nucleo do oécito
até o estagio de metafase Il (FIGUEIREDO et al., 2008).

O evento da foliculogénese tem inicio com a formagdo do foliculo primordial e
termina com a formacdo do foliculo pré-ovulatério (FIGUEIREDO et al.,2008). Esse
processo é dividido em trés etapas: ativacao, crescimento e maturacdo folicular. Ao longo
da foliculogénese, ocorre um aumento no diametro do odcito, bem como a multiplicacéo e
diferenciacdo das células da granulosa (BRISTOL-GOULD; WOODRUFF, 2006). Além
disso, a presenca ou auséncia da cavidade antral determina a classe dos foliculos ovarianos
podendo ser classificados em: 1) pré-antrais ou ndo cavitarios (primordial, transicao,
primario e secundario) e 2) antrais ou cavitarios (terciario e pré-ovulatério) (SILVA et al.,
2005). Os foliculos primordiais constituem 95% dos foliculos pré-antrais, os quais sdo
formados ainda no periodo fetal na maioria das espécies mamiferas e em diferentes periodos
gestacionais (24° dia em humanos, 62° dia em caprinos, 130° dia em bovinos, poucos dias
apos o nascimento em ratos e camundongos (GOUGEON, 2004; JUENGEL et al., 2002;
HIRSHFIELD, 1991). A formacao dos foliculos primordiais € marcada pelo recrutamento
de células da pré-granulosa de morfologia pavimentosa para se localizarem ao redor do
odcito. O inicio do crescimento folicular, também conhecido como ativacdo, é caracterizado
pelo crescimento oocitario (McLAUGHLIN; MclIVER, 2009), multiplicacdo das células da
granulosa e transformacdo da morfologia dessas células de pavimentosa para cubica
(SKINNER, 2005). Durante a transicdo do estagio primordial para primario pode ser
possivel a visualizacdo de foliculos com células da granulosa de morfologia pavimentosa e
cubica, sendo assim classificados por alguns autores como foliculos de transi¢do (SILVA et
al., 2004). Os foliculos priméarios sdo caracterizados por conterem uma Unica camada de

células da granulosa de formato cubico circundando o oocito (SILVA et al., 2004). Com a
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multiplicacdo mitotica das células da granulosa, o foliculo primario se transforma em
foliculos com multicamadas de células da granulosa sem a presenca de antro, também
conhecidos como foliculos secundarios. No entanto, a passagem de foliculo primario para
secundario ndo é caracterizada apenas pela proliferacdo das células da granulosa, mas por
uma série de outros eventos como: 0 aumento no tamanho e contetdo proteico do odcito,
formacdo da zona pellcida e pela visualizagdo da camada de células da teca (VAN DEN
HURK; ZHAO, 2005). Durante essa fase, o diametro do foliculo aumenta de 40-60 um no
estagio inicial para 120-150 pm no estagio mais avangado. O nucleo do o6cito assume uma
posicao excéntrica e as organelas comecam a mover-se para a periferia (LUCCI et al., 2001).

A préxima fase da foliculogénese, em que os foliculos passam a ser denominados
terciarios ou antrais, é caracterizada pela organizacdo das células da granulosa em varias
camadas com a formacdo de uma cavidade repleta de liquido folicular, entre as camadas de
células da granulosa, denominada antro. O fluido folicular que preenche esta cavidade
contém &gua, eletrolitos, proteinas séricas e alta concentracdo de hormonios esteroides

secretados pelas células da granulosa e oécito (BARNETT et al., 2006).

2.3 Neofoliculogénese

Em 2004, uma grande mudanca no paradigma da biologia reprodutiva foi proposta a
partir de um estudo com camundongos que decidiu desafiar a crenca de que ovarios de
fémeas mamiferas perderiam a capacidade de gerar o6citos apos o nascimento. Com base
em seus resultados, JOHNSON et al. (2004) concluiram que na superficie do epitélio
ovariano de camundongos fémeas adultas existiam células-tronco germinativas que geravam
odcitos de modo analogo as células-tronco espermatogoniais que suportam a producéo de
espermatozoides no testiculo adulto. Apds severas criticas, a mesma equipe sugeriu a
hipotese de que o sangue periférico e a medula 6ssea poderiam ser fonte de células tronco
germinativas para o ovario de ratas adultas (JOHNSON et al., 2005).

Anos mais tarde, outro estudo realizado por DYCE et al. (2006), descobriu que
células tronco da epiderme de fetos suinos poderiam ser diferenciadas artificialmente durante
o0 cultivo in vitro e dar origem a estruturas semelhantes a foliculos em crescimento que
respondiam aos estimulos do hormonio foliculo estimulante (FSH) e hormonio luteinizante
(LH) e produziam estradiol e progesterona. Essa descoberta contribuiu indiretamente para a
teoria da renovacao folicular pés-natal. Corroborando com esse achado, ZOU et al. (2009)

conseguiram isolar e cultivar in vitro as células-tronco germinativas do epitélio do ovario de
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camundongos neonatais e adultos. No final do periodo de cultivo, essas células foram
transfectadas com a proteina de fluorescéncia verde (GFP) e transplantadas para o ovério de
camundongos submetidos a quimioterapia. Apds 6 meses do transplante, os provaveis
odcitos foram recuperados e fecundados in vitro dando origem a embrides e crias saudaveis
positivas para GFP.

Recentemente, o estudo de PACCHIAROTTI et al. (2010) identificou a presenca de
células tronco no epitélio ovariano de ratas neonatais com capacidade de auto renovacao e
com caracteristicas semelhantes a odcitos. Além desse estudo, WHITE et al. (2012)
realizaram o isolamento de células mitoticamente ativas do tecido ovariano humano com
perfil de expressdo génica idéntico ao das células germinativas primordiais de camundongos
fémeas. Apds o isolamento, essas células foram modificadas para expressar GFP e injetadas
no fragmento de tecido ovariano coletado por biopsia. Ap6s 0 xenotransplante em
camundongos imunodeficientes, foi observada a formagdo de foliculos contendo odcitos
GFP positivos.

Essas descobertas indicam um novo caminho a ser pesquisado na area da biologia
reprodutiva de fémeas mamiferas. No entanto, muitos trabalhos ainda sdo necessarios para
esclarecer se as células germinativas primordiais poderdo ser capazes de se diferenciar
espontaneamente em foliculos in vivo, bem como também esclarecer quais mecanismos
promoveriam a neofoliculogénese em pacientes inférteis. Desta forma, novas possibilidades

de tratamentos de infertilidade poderiam ser desenvolvidas e aplicadas em humanos.

2.4 Populagéo e atresia folicular

Os foliculos pré-antrais representam 90% da populacéo folicular, sendo que 95%
deste total é constituido por foliculos primordiais (FIGUEIREDO et al., 2008), os quais
compdem o estoque de gametas femininos (LIU et al., 2001). Independente da neo-
foliculogénse, a populacédo folicular difere entre as espécies (KATSKA-KSIAZKIEWICZ,
2006), além de ser observada uma grande variacgdo individual, sendo de, aproximadamente,
1.500 em camundongos (SHAW et al., 2000), 35.000 em cabras (LUCCI et al., 1999),
160.000 em ovelhas (DRIANCOURT et al., 1991), 235.000 em vacas (BETTERIDGE et al.,
1989) e 2.000.000 em mulheres (BAKER et al., 1963). No entanto, ao longo da vida
reprodutiva das fémeas, ocorre uma diminui¢do natural da quantidade desses foliculos

devido a ovulagéo e a atresia ou morte folicular (SHAW et al., 2000).
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A atresia atinge cerca de 99,9% da populacéo folicular presente nos ovarios, quando
0 ambiente paracrino ou enddcrino ndo é apropriado para suportar o crescimento folicular
e/ou a diferenciacdo das células da granulosa (SILVA et al., 2002). Este processo é comum
em todas as espécies domésticas, podendo ocorrer em qualquer estagio do desenvolvimento
folicular. Nos estagios iniciais da foliculogénese, a atresia € iniciada no o4cito e em seguida,
progride para as células da granulosa (MORITA; TILLY, 1999), verificando-se o processo
inverso em foliculos antrais (GLAMOCLIJA et al., 2005).

A atresia pode ocorrer pelas vias degenerativa e/ou apoptética de forma
independente ou simultdnea (HIRSCH et al., 1997; ZEISS, 2003). Em alguns casos, o tipo
e/ou o grau do estimulo determina se a morte celular sera por necrose ou apoptose. Em doses
baixas, uma variedade de injurias como toxinas, infeccBes virais, radicais livres, calor,
radiacdo, hipdxia e quimioterapicos podem induzir a apoptose, mas 0s mesmos estimulos
podem resultar em necrose em doses maiores (ELMORE, 2007).

A atresia por via degenerativa é causada, principalmente, por isquemia resultando
em alteracBes na permeabilidade da membrana celular, aumento de agua intracelular,
vacuolizacdo citoplasmatica e, consequente, degeneracdo (MCULLY et al., 2004). No que
diz respeito a apoptose, este € um processo fisiologico de morte celular programada que
ocorre durante o desenvolvimento e envelhecimento das células, tendo um papel importante
na homeostase de diferentes tecidos (NORBURY; HICKSON, 2001). Este processo é
caracterizado pela fragmentacdo do DNA a cada 180-200 pares de base e formacéo de corpos
apoptéticos, sendo altamente dependente da expressao génica, em que o desbalango entre os
genes pro (Bax, Bid, Bik; HUSSEIN, 2005; GREENFELD et al., 2007) e anti-apoptdticos
(Bcl-2, Bcel-xL) determina a morte celular (RACHID; VASCONCELQOS; NUNES, 2000).
Além disso, pode ser desencadeada por estimulos externos por meio da ativacdo de
receptores especificos presentes na superficie celular (via extrinseca ou via receptor de morte
celular) ou pelo estresse intracelular (via intrinseca ou mitocondrial) (THORBUM, 2004).

Diante da grande perda folicular que ocorre naturalmente in vivo, diferentes
sistemas de cultivo de foliculos pré-antrais e antrais vém sendo desenvolvidos, a fim de

aproveitar o potencial de gametas femininos no futuro.
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2.5 Fatores que afetam a eficiéncia do cultivo in vitro de foliculos pré-antrais

O cultivo in vitro de foliculos pré-antrais vem sendo aprimorado no sentido de
promover o crescimento e garantir a manutencgdo da viabilidade de foliculos pré-antrais in

vitro. Contudo, diversos fatores podem influenciar o sucesso do cultivo.

2.5.1 Sistemas de cultivo in vitro

Diferentes sistemas de cultivo tém sido testados visando o crescimento e a maturagéo
dos odcitos inclusos em foliculos pré-antrais. Nesses sistemas, os foliculos pré-antrais
podem ser cultivados inclusos no tecido ovariano (in situ) ou na forma isolada ou pode ainda
ser realizado o cultivo em dois passos. No cultivo em dois passos, inicialmente € realizado
o cultivo para que os foliculos primordiais crescam inseridos em fragmentos de tecido
ovariano até a formacdao dos foliculos secundarios. Em seguida, esses foliculos secundarios
sdo isolados do cértex ovariano e sdo cultivados in vitro até a formacéo dos foliculos antrais
(O’BRIEN et al., 2003; TELFER et al., 2008).

Em roedores, a pequena dimensdo dos ovarios possibilita o cultivo do érgéo inteiro,
0 que tem sido bastante Gtil para o estudo da foliculogénese inicial em mamiferos
(FORTUNE et al., 2003). Ja em animais domésticos de médio e grande porte, devido as
grandes dimensdes dos ovarios, ndo é possivel a utilizacdo deste modelo. Neste caso, pode
ser realizado o cultivo de fragmentos do cértex ovariano, rico em foliculos primordiais. Este
modelo tem sido realizado para o estudo da ativacédo e crescimento de foliculos primordiais
em diferentes espécies tais como caprinos (SILVA et al., 2006), bovinos (BRAW-TAL;
YOSSEFI, 1997) e humanos (TELFER et al., 2008). Embora o cultivo in situ apresente
maior praticidade e preserve a estrutura tridimensional do foliculo, a distribuicdo desigual
de foliculos nos fragmentos, a dificuldade de crescimento até estagio de foliculos
secundarios e a dificuldade em avaliar quantitativamente e qualitativamente a populacdo
folicular no fragmento ovariano sdo obstaculos ao bom desempenho deste cultivo (QU et al.,
2000; TROUNSON et al., 2001).

Uma alternativa para solucionar as dificuldades encontradas no cultivo in situ é o
cultivo de foliculos isolados. Este sistema permite o monitoramento individual do
crescimento folicular, bem como a analise do efeito in vitro de hormdnios e fatores de
crescimento sobre uma determinada categoria folicular sem sofrer a interferéncia de outras

estruturas, alem de favorecer uma melhor perfusédo do meio para o foliculo (ABIR et al.,



26

2001). Além disso, este sistema pode ser realizado de forma bidimensional, na qual o foliculo
é cultivado diretamente em contato com o substrato, que pode ser o proprio plastico da placa
de cultivo, recoberto ou ndo por uma matriz extracelular, ou mesmo por monocamadas de
células somaticas (EPPIG; SCHROEDER, 1989; NATION; SELWOOD, 2009). Ja na forma
tridimensional, os foliculos podem ser cultivados inclusos em gotas de substrato, como o
colageno ou o alginato (FIGUEIREDO et al., 2008).

2.5.2 Composicao dos meios de cultivo

O estabelecimento de um meio de cultivo ideal é outro ponto crucial para o
desenvolvimento de um eficiente sistema de cultivo (FIGUEIREDO et al., 2008). Uma
variedade de meios de base tem sido utilizada para o crescimento folicular em diferentes
espécies, tais como o meio essencial minimo (MEM) (JEWGENOW et al., 1998), 0 meio
Waymouth (MURUVI et al., 2005), 0 meio McCoy’'s (TELFER et al., 2008) e 0 meio TCM
199 (ANDRADE et al., dados ndo publicados). Esses meios sdo normalmente ricos em
componentes importantes para manutencao e crescimento folicular in vitro como eletrdlitos,
antioxidantes, aminoacidos, substratos energéticos e vitaminas (PICTON et al., 2008).
Estudos tém demonstrado que a adigcdo de diferentes suplementos ao meio de cultivo, como
piruvato, glutamina, hipoxantina e ITS (Insulina, Transferrina e Selénio), aumenta o
percentual de foliculos morfologicamente normais e estimula o crescimento folicular
(SILVA et al., 2004). Em caprinos, foi verificado que a adicdo de 50 pg/ml de acido
ascorbico no meio MEM aumentou as taxas de crescimento folicular, bem como manteve a
sobrevivéncia e viabilidade de foliculos pré-antrais (SILVA et al., 2011). Na mesma espécie,
foi constatado que uma concentracdo mais baixa de insulina (10 ng/ml) associada a
concentracgdes crescentes de FSH (100ng/ml do dia 0 ao dia 6, 500ng/ml do dia 6 ao dia 12,
1000ng/ml do dia 12 ao dia 18 de cultivo) resultou em melhores taxas de desenvolvimento
folicular e retomada da meiose (CHAVES, et al., 2012).

Sabe-se que o desenvolvimento folicular é regulado por gonadotrofinas e por fatores
intra-ovarianos. Assim, diferentes substancias vém sendo testadas, como FSH
(MAGALHAES et al., 2009), LH (SARAIVA et al., 2010), fator de crescimento epidérmico
(EGF) (CELESTINO et al., 2009), fator inibidor de leucemia (LIF) (LUZ et al., 2012) e o
horménio do crescimento (GH) (MAGALHAES et al., 2011). Na espécie caprina foi

alcancada a producgdo de embrides, a partir de foliculos pré-antrais crescidos in vitro, com
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adicdo de GH (50 ng/ml) (MAGALHAES et al., 2011) ou com a associacio de LH (100
ng/ml) e EGF (100 ng/ml) ao meio de cultivo (SARAIVA et al., 2010).

Outros fatores também podem afetar a eficiéncia do sistema de cultivo, tais como a
temperatura de transporte do ovario, pH do meio e tensdo de oxigénio. CHAVES et al. (2008)
analisaram o efeito de diferentes temperaturas (4°C, 20°C ou 35°C) e tempos (2h ou 4h) de
transporte do ovério sobre a sobrevivéncia e o crescimento in vitro de foliculos pré-antrais
caprinos. Neste trabalho foi demonstrado que o transporte de fragmentos ovarianos caprinos
em MEM a 4°C por até 4h foi a condicdo mais adequada para manutencdo da sobrevivéncia
e do crescimento in vitro dos foliculos. SILVA et al. (2010) verificaram que o cultivo in
vitro de foliculos pré-antrais na presenca de 20% de O produziu melhores taxas de

crescimento quando comparado ao cultivo na concentracao de 5% de Oa.

2.5.3 Duracao do cultivo

Evidéncias indicam que o inicio do crescimento folicular pode ocorrer de forma
consideravelmente lenta nas diferentes espécies de mamiferos (FORTUNE et al., 1994).
Embora a foliculogénese dure aproximadamente 6 meses em caprinos, os sistemas de cultivo
in vitro tém adotado meios otimizados com menores periodos de cultivo que variam de 5 a
28 dias para cultivo in situ e de 18 a 30 dias para o cultivo de foliculos isolados. No cultivo
in situ, SILVA et al. (2004) alcancaram maiores taxas de ativacdo e o crescimento de
foliculos pré-antrais até o estagio de foliculo secundario apds 5 dias de cultivo em meio
MEM adicionado de FSH (100 ng/ml) e EGF (100 ng/ml). Em outro estudo, ROSSETO et
al. (2009) verificaram que a associacdo de FSH (50 ng/ml) e Acido ascérbico (50ng/ml) em
meio MEM manteve a integridade ultraestrutural, além de permitir a ativacdo e o
crescimento ap6s 14 dias de cultivo. Em contraste, MATOS et al. (2011) observaram
reducdo na integridade ultraestrutural apds 28 dias de cultivo em meio MEM suplementado
com 50 ng/ml de FSH, porém maiores taxas de crescimento folicular foram observadas no
final do cultivo. No cultivo de foliculos isolados, MAGALHAES et al. (2010) alcancaram
crescimento e formacdo de antro folicular, bem como viabilidade oocitéria apos 24 dias de
cultivo de foliculos pre-antrais caprinos com trocas de meio a cada 2 dias. SILVA et al.
(2010) atingiram o crescimento de foliculos pré-antrais caprinos ap6s 30 dias de cultivo em
meio a-MEM em atmosfera com 20% de O,. Em estudo mais recente, MAGALHAES et al.
(2011) obtiveram embrido até a fase de moérula apds 18 dias de cultivo de foliculos pré-

antrais caprinos em meio contendo 50ng/ml de GH e FSH sequencial.
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A duracdo do cultivo no sistema in situ ou isolado também varia nas diferentes
espécies mamiferas. No cultivo in situ, WANDJI et al. (1997) alcangcaram ativacdo e
crescimento de foliculos pré-antrais de babuinos apos 20 dias de cultivo em meio Waymouth
suplementado com ITS. BRAW-TAL; YOSSEFI (1997) alcancaram ativacao e crescimento
de foliculos pré-antrais bovinos apds 4 dias de cultivo em meio MEM isento de soro e
gonadotrofinas. No cultivo de foliculos isolados, ARUNAKUMARI et al. (2010) atingiram
crescimento, maturacao oocitaria e producdo embrido até estagio de morula ap6s 6 dias de
cultivo de foliculos pré-antrais ovinos em meio TCM 199 suplementado com FSH, IGF-1 e
GH. GUPTA et al. (2008) alcangaram a producdo embrido apdés 100 dias de cultivo de
foliculos pré-antrais de bufalos com células mesenquimais do ovario.

Segundo GOUGEON (2004) foliculos priméarios de humanos necessitam de
aproximadamente 70 dias para crescerem até foliculos secundarios, bem como foliculos
secundérios necessitam de aproximadamente 15 dias para atingirem o estagio de foliculo
pré-ovulatério na mesma espécie. Portanto, pode ser necessario aumentar o tempo de cultivo
in vitro para aumentar o didametro folicular e oocitario, bem como as taxas maturacao dos

odcitos caprinos oriundos de foliculos pré-antrais.

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

Notavel avanc¢o tem sido alcancado no cultivo in vitro de foliculos pré-antrais. Em
babuinos (FORTUNE et al.,1998), felinos (JEWGENOW et al., 1998) e marsupiais
(BUTCHER; ULLMAN, 1996) foi verificado significativo crescimento de foliculos pré-
antrais isolados ap0s o cultivo in vitro, porém sem a formacéo de antro. Nas espécies humana
(ROY; TREACY, 1993), bovina (GUTIERREZ et al., 2000) e canina (SERAFIM et al.,
2010), foliculos secundarios isolados foram cultivados in vitro e se desenvolveram até a fase
antral. Jaem suinos (WU et al., 2001), bubalinos (GUPTA et al., 2008) e, mais recentemente,
em caprinos (SARAIVA et al, 2010; MAGALHAES et al., 2011;) e ovinos
(ARUNAKUMARI et al., 2010), foliculos secundéarios crescidos in vitro tiveram seus
odcitos fecundados in vitro com posterior desenvolvimento embrionario. Contudo, 0s
resultados mais satisfatorios tém sido observados em animais de laboratério. CARROLL et
al. (1990) obtiveram o nascimento de camundongos apés o desenvolvimento in vitro de
foliculos primarios, previamente submetidos a congelacdo e descongelagdo. Nesta mesma
espécie, o cultivo de foliculos primordiais também resultou no nascimento de um

camundongo apos crescimento, maturagdo e fecundacéo in vitro dos oocitos inclusos nos
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foliculos cultivados (EPPIG; O’BRIEN, 1996). O’BRIEN et al. (2003) utilizando um
sistema de cultivo em dois passos (cultivo de ovério inteiro por 8 dias seguido de cultivo de
foliculos secundarios isolados durante 14 dias) relataram a producdo de embrides e o
nascimento de 59 camundongos vidveis a partir de odcitos de foliculos primordiais
cultivados in vitro. O modelo murino demonstrado neste trabalho representa o0 maior avango
obtido até a atualidade utilizando um sistema de cultivo de foliculos pré-antrais. Embora
esses resultados tenham revelado que o sistema de cultivo de 22 dias é compativel com o
nascimento de crias saudaveis, o rendimento da producdo de o0citos maturos a partir de
foliculos pré-antrais ainda é baixo e variavel devido a inadequacgdo dos sistemas, meios e
periodos de cultivo empregados.

Na sessdo seguinte serdo apresentadas as principais técnicas utilizadas na avaliacao

da eficiéncia dos sistemas de cultivo in vitro de foliculos pré-antrais.

2.7 Técnicas para anélise da qualidade folicular

O emprego de técnicas para a analise da qualidade folicular antes e apos o cultivo in
vitro permite o monitoramento das alteragdes ocorridas, sendo, portanto, de grande
importancia para a melhoria dos sistemas de cultivo in vitro de foliculos pré-antrais. Dentre
as diferentes técnicas disponiveis, podemos destacar aquelas que permitem avaliar alteracdes
ocorridas na estrutura e na funcionalidade folicular, como por exemplo, a histologia classica
(HC), a microscopia eletronica de transmissao (MET), a microscopia de fluorescéncia e a
dosagem de estradiol. Além disso, existem ainda as técnicas de biologia molecular que
permitem o estudo da expressdo de genes que codificam ligantes e/ou receptores de
diferentes substancias importantes para a foliculogénese, bem como a fertilizacdo in vitro e
a partenogénese que avaliam diretamente o odcito de foliculos pré-antrais cultivados in vitro
contribuindo para uma melhor elucidacdo desse processo. A seguir, serd abordada

brevemente cada uma dessas técnicas.

2.7.1 Histologia classica (HC)

A histologia classica (HC) é importante para analise do cultivo in vitro de FOPA,
pois permite a avaliacdo da morfologia citoplasmatica e nuclear além de alteragcdo no nimero
e na morfologia das células da granulosa de pavimentosa para cubica (MATOS et al., 2007).

Tal técnica emprega normalmente a coloragdo com hematoxilina-eosina ou acido periddico
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de Schiff-hematoxilina que permite a classificagdo dos foliculos quanto ao seu estagio de
desenvolvimento (primordial, transi¢cdo, primario ou secundario), e ainda quanto as suas
caracteristicas de integridade morfoldgica (normais ou atrésicos). Entretanto, a HC néo
permite a avaliacdo da integridade de membranas e das organelas citoplasmaticas
(GOSDEN, 2000). Vale ressaltar que esta técnica pode ser realizada tanto em foliculos
isolados, como naqueles inclusos em fragmentos de cortex ovariano (MATOS et al., 2007).
Nesse ultimo caso, para que nao haja perda dos foliculos isolados durante o processamento
histologico, estes devem ser previamente encapsulados em uma matriz de colageno ou
alginato e corados com azul de alcian (PARSHAD et al., 2008).

Diversos estudos mostraram que a HC pode dar resultados similares aos de
viabilidade folicular utilizando marcadores fluorescentes como a calceina e o corante azul
de tripan (AMORIM et al., 2003; ROSSETTO et al., 2009). Além disso, outros trabalhos
relataram ainda que a HC pode ser utilizada para avaliar as primeiras alteragcdes indicativas
de atresia em foliculos pré-antrais por meio da visualizacdo de picnose nuclear (JORIO et
al., 1991; WOOD et al., 1997).

2.7.2 Microscopia eletrdnica de transmisséo (MET)

A microscopia eletrdnica de transmissdo (MET) € um método mais preciso e eficiente
do que a HC por detectar alteracbes em organelas citoplasmaticas e mudancas
ultraestruturais ocorridas devido ao processo de atresia (MARTINEZ-MADRID et al.,
2007). Em foliculos ovarianos a MET é capaz de verificar a qualidade do o6cito e das células
da granulosa (CHAVES et al., 2010). Apo6s o cultivo in vitro, a MET confirma se realmente
houve a manutencdo da integridade morfologica apos analise histolégica. MATOS et al.
(2006) embora tenham encontrado uma elevada percentagem de foliculos histologicamente
normais em meio MEM suplementado com &cido indol acético (IAA) (20 ng/mL) ap6s 5
dias de cultivo, os estudos ultraestruturais ndo confirmaram a manutencéo da integridade
morfologica desses foliculos, mesmo apds 1 dia de cultivo. J& em outros estudos com o
cultivo in vitro de foliculos pré-antrais, os resultados de integridade morfolégica folicular da
HC puderam ser confirmados por MET (MATOS et al., 2007; ROSSETTO et al., 2009).
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2.7.3 Microscopia de fluorescéncia

Outra técnica empregada para avaliar a viabilidade folicular antes ou ap6s o cultivo
in vitro é amicroscopia de fluorescéncia, a qual utiliza marcadores fluorescentes que, quando
excitados com radiacdo de baixo comprimento de onda, absorvem energia e emitem luz de
comprimento de onda maior (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 1999). A microscopia de
fluorescéncia é considerada uma técnica confidvel, prética e rdpida para analisar a
viabilidade folicular (LOPES et al., 2009), tendo sido, portanto, empregada para avaliagéo
da viabilidade de foliculos pré-antrais apds o cultivo in vitro em diversos trabalhos
(ROSSETTO etal., 2009; BRUNO et al., 2010; SILVA et al., 2010). Neste caso, os foliculos
sdo analisados baseado na detecgdo simultanea de células vivas e mortas marcadas por
calceina-AM e etidio homodimero-1, respectivamente. A calceina-AM detecta atividade das
esterases intracelulares, enzimas caracteristicas de células viaveis, enquanto que o etideo
homodimero marca acidos nucléicos em células ndo-vidveis com ruptura na membrana
plasmatica (LOPES et al., 2009). Dessa forma, essa técnica pode oferecer uma nova maneira
para investigacGes metabdlicas e aspectos do desenvolvimento folicular in vitro (BRUNO et
al., 2009).

A microscopia de fluorescéncia é ainda empregada no intuito de avaliar a
configuracdo da cromatina de o6citos oriundos de foliculos pré-antrais, indicando assim o
estagio meidtico alcancado apds terem sido cultivados e maturados in vitro (DUARTE et al.,
2010). Para tal finalidade, utiliza-se marcador Hoechst 33342, que penetra nas células e se
intercala entre as bases nitrogenadas do DNA, permitindo a visualizacdo do grau de

organizacdo da cromatina nuclear.

2.7.4 Dosagem de estradiol

A dosagem de estradiol é uma importante ferramenta utilizada para verificar a
funcionalidade das células foliculares durante o cultivo in vitro de foliculos pré-antrais de
diferentes espécies (ovinos: CECCONI et al., 1999; bovinos: MCLAUGHLIN et al., 2010;
caprinos: SILVA et al., 2012). Nas células da teca, a produgéo de estradiol tém inicio com a
converséo do colesterol oriundo do plasma sanguineo em pregnenolona pela proteina STAR
e pela enzima p450scc (TAMURA et al., 2007). Logo em seguida, as enzimas p450c17 e
3BHSD2 convertem pregenenolona em androstenediona. Posteriormente, parte da

androstenediona produzida é difundida nas células da granulosa para ser convertida em
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testosterona pelas enzimas AKRIC3 e 17pHSDS5. Apds esta etapa, a testosterona €
convertida em estradiol pela enzima p450aromatase (MILLER et al., 2011). Em foliculos
pré-antrais a secrecdo de estradiol tém inicio imediatamente antes da formacéo de antro,
momento em que ocorre a expressdo das proteinas e enzimas que atuam na via de
esteroidogénese e a expressédo de receptores de LH (LOGAN et al., 2002).

Apos a formacdo do antro, os foliculos secretam grandes quantidade de estradiol
sendo este evento essencial para a manutengdo da sobrevivéncia folicular (DRIANCOURT,
2001). Alem disso, o aumento do estradiol pode estar intimamente associado ao processo de
maturacdo do odcito. Em diferentes espécies, foi demonstrado que as células do cumulos
produziram estradiol durante o cultivo em meio livre de horménios esteroides (suinos: DODE;
GRAVES, 2002; humanos: CHIAN et al., 1999; bovinos MINGOTI et al., 2002).

Segundo WALTERS et al. (2008), a resposta individual de foliculos em diferentes
fases dos desenvolvimento, bem como o destino folicular podem ser determinados por
alteracdes nos niveis de esteroides intrafoliculares. Em bovinos, a atresia folicular tem sido
comumente associada a baixos niveis de estradiol e elevados niveis de progesterona no fluido
folicular (JOLLY et al., 1994). Em células foliculares cultivadas isoladamente também foi
relatada producéo de estradiol (GUTIERREZ et al., 1997). Neste estudo, a manutencéo da
morfologia e do contato entre a células da granulosa podem ter favorecido a atividade da
enzima aromatase p450, bem como a responsividade das células ao FSH durante o cultivo
(AMSTERDAM et al., 1987). Estes resultados sugerem que o estradiol esta correlacionado
com a maturacdo e o crescimento folicular, sendo, portanto, considerado uma importante

técnica de avaliacdo do cultivo folicular.

2.7.5 Biologia molecular

No intuito de elucidar os mecanismos do desenvolvimento folicular, as técnicas de
biologia molecular aplicadas isoladamente ou em associacdo podem fornecer dados
essenciais para fundamentar a base do conhecimento sobre a expressdao de RNAm, tanto de
ligantes quanto de receptores associados a esse processo. Atualmente, a técnica mais
utilizada para quantificar a expressdo de RNAm é a RT-PCR em tempo real (RT-gPCR)
(ALMEIDA et al., 2010). A gPCR uma variante da RT-PCR convencional, permite um
diagnostico preciso da quantificacdo da expressao génica em determinada amostra biologica.
Esse método utiliza um sistema fluorescente em plataforma, capaz de detectar a luz oriunda

da reacdo de amplificacdo de um determinado gene no momento real da amplificacdo



33

(BUSTIN, 2002). Através da técnica de RT-qPCR e da RT-PCR convencional, ja foi
possivel identificar a presenca de diferentes substancias, como horménios e fatores de
crescimento, presentes em foliculos ovarianos caprinos (SILVA et al., 2004; SARAIVA et
al., 2010).

2.7.6 Fertilizacdo in vitro (FIV) e partenogénese

A técnica de fertilizacdo in vitro (FIV) consiste basicamente em realizar a
fecundacéo, ou seja, a unido do gameta masculino (espermatozoide) e o gameta feminino
(odcito), em um ambiente totalmente controlado, com o objetivo de produzir embrides em
larga escala. No que concerne a animais de producdo, somente no final da década de 70 foi
relatada a primeira maturacdo in vitro (MIV) seguida de FIV de odcitos bovinos (IRITANI;
NIWA, 1977). Contudo, somente em 1982, BRACKETT et al. relataram o nascimento do
primeiro bezerro a partir de embrides produzidos in vitro

A FIV avalia a competéncia oocitaria e a capacidade de desenvolvimento
embrionario, no entanto, problemas referentes a capacitacdo espermatica e polispermia
podem prejudicar a analise. No que se refere a odcitos oriundos de foliculos pré-antrais
cultivados in vitro, diversos estudos foram realizados utilizando esta biotécnica. GUPTA et
al. (2008) alcancaram taxas de 12% de embrides no estagio de moérula a partir de odcitos de
bufalos. Além deste, MAGALHAES et al. (2011) obtiveram um embri&o caprino no estagio
de mérula utilizando a fertilizacdo in vitro.

A ativacdo partenogenética é utilizada para avaliar a capacidade intrinseca do o6cito
de se desenvolver até o estdgio embrionario, uma vez que ndo ha participacdo do
espermatozoide (KAUFMAN et al., 1981), descartando assim problemas referentes a
capacitacdo espermatica e polispermia. Essa ativacdo de o6citos mamiferos em metafase Il
(MI1) pode ser induzida por uma variedade de estimulos fisicos e quimicos (GRUPEN et al.,
2002). Atualmente, estudos tém focado em protocolos de ativacdo quimica adicionando
substancias classicas, tais como a ionomicina e a 6- dimetilaminopurina (6-DMAP). A
ionomicina aumenta as concentracdes de célcio intracelular e promovendo a inativacao do
MPF (fator promotor de maturacéo). J4 o 6-DMAP inibe a fosforilagdo da enzima MAPK
(proteina quinase ativada por mitdgeno) que desempenha importante funcdo na progressao
da meiose | para meiose Il, bem como na manutencdo dos odcitos em metafase 1l até a
fecundacédo (LOI et al., 1998; MOTILIK et al., 1998).
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No que se refere a odcitos oriundos de foliculos pré-antrais, poucos estudos foram
descritos na literatura utilizando ativacdo partenogenética. Em 2009, KIM et al. realizaram
ativacdo gquimica de odcitos de camundongos fémeas, permitindo a obtengdo de 1 embrido
no estagio de blastocisto. Em ovinos, LUZ et al. (2012) produziram 7 partenotos de 8 células
a partir de foliculos pré-antrais crescidos in vitro utilizando ionomicina e 6-DMAP, sendo
este, o Unico trabalho utilizando partenogénese nesta espécie.
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3. JUSTIFICATIVA

A espécie caprina € considerada uma otima alternativa para a producao de carne,
pele e leite, exercendo assim um importante papel s6cio-econdmico principalmente para o
Nordeste do Brasil, regido que concentra o maior rebanho. No entanto, a baixa eficiéncia
reprodutiva dos rebanhos brasileiros € um obstaculo para uma maior rentabilidade da
caprinocultura brasileira. Nesse contexto, diversas biotécnicas vem sendo empregadas com
0 intuito de aumentar a eficiéncia produtiva e reprodutiva dos rebanhos. Dentre essas
biotécnicas destaca-se a manipulacdo de odcitos e foliculos ovarianos pré-antrais
(MOIFOPA). A MOIFOPA permite a recuperacdo de milhares de foliculos pré-antrais a
partir de um Unico ovario, evitando a grande perda folicular que ocorre normalmente in vivo.
Sendo assim, os odcitos oriundos de foliculos pré-antrais crescidos in vitro poderdo ser
utilizados para maturagdo e fertilizagdo in vitro, transferéncia de embrides e/ou
criopreservacao.

Sabendo-se da grande importancia econémica que a espécie caprina representa para
0 Nordeste brasileiro e que diversos estudos tém utilizado variados protocolos com
diferentes periodos de cultivo torna-se de grande relevancia o desenvolvimento de um
eficiente sistema de cultivo in vitro que aumente as taxas de maturacdo oocitaria a partir de
foliculos pré-antrais crescidos in vitro. Para tanto, € indispensavel determinar a duracdo ideal
e o sistema de cultivo para o crescimento in vitro. Até o momento, estudos na espécie caprina
tém utilizado 18 dias de cultivo folicular em sistema 2D. Contudo, as baixas taxas de
maturacdo oocitaria e producdo embrionaria alcangadas nesta espécie, levantam a hipGtese
de que este periodo e o sistema de cultivo podem néo ser satisfatorios para a completa
maturacao do odcito.

Com o intuito de determinar a duracdo e o sistema do cultivo in vitro ideal para
promover uma melhoria nas taxas de maturacdo oocitaria, o presente trabalho avaliou 0s
efeitos de diferentes periodos de cultivo (18, 24, 30, 36 e 42 dias), bem como o efeito de
diferentes sistemas de cultivo (2D e 3D) sobre a maturacdo de odcitos oriundos de foliculos
pré-antrais caprinos, empregando as técnicas de M1V e fluorescéncia. Além disso, a dosagem
hormonal foi realizada para verificar se a integridade folicular pode alterar o padrdo de
producéo de estradiol ao longo do cultivo.
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4. HIPOTESE CIENTIFICA

Diante do exposto, foram formuladas as seguintes hipoteses:

1) O aumento no periodo de cultivo in vitro de foliculos pré-antrais caprinos isolados

favorece o crescimento folicular e aumenta as taxas de maturagdo oocitaria;

2) Existe uma correlacdo direta entre a integridade morfologica folicular e a producéo de

estradiol;

3) O sistema de cultivo empregado melhora o desenvolvimento folicular.
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5. OBJETIVOS

5.1. Geral:
- Definir a duragéo e o sistema de cultivo in vitro ideal para melhorar as taxas de

maturacgdo de odcitos oriundos de foliculos pré-antrais caprinos isolados.

3.2. Especificos:

- Avaliar o efeito da duragdo do cultivo in vitro (18, 24, 36 e 42 dias) sobre a
integridade folicular, formac&o de antro e crescimento de foliculos pré-antrais caprinos;

- Verificar se os niveis de estradiol sdo afetados pela duracdo do cultivo ou pela
integridade morfoldgica dos foliculos cultivados;

- Analisar a influéncia do tempo de cultivo in vitro sobre as taxas de recuperacao
de odcitos >110 pum, de viabilidade oocitéria, de retomada da meiose e de maturagdo de
odcitos oriundos de foliculos pré-antrais caprinos.

- Verificar o efeito do sistema de cultivo 2D e 3D sobre integridade folicular,
formagdo de antro, crescimento folicular, recuperagdo de odcitos >110 um, viabilidade
oocitéria, de retomada da meiose e de maturacdo de odcitos oriundos de foliculos pré-

antrais caprinos.
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6. CAPITULO 1

Efeito da integridade morfoldgica, da duracéo e do sistema de cultivo sobre o

desenvolvimento in vitro de foliculos pré-antrais caprinos isolados

(Effect of morphological integrity, time and system of culture on the in vitro development

of caprine preantral follicles isolated)

Periddico: Theriogenology

(Submetido em novembro de 2013)
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ABSTRACT

The aim of this study was to: 1) define an optimal period for the in vitro culture of isolated
caprine preantral follicles, 2) verify the relationship between follicular morphology (intact,
extruded and degenerate follicles) and stradiol production, and 3) evaluate the effect of the
2D and 3D culture system on the in vitro development of caprine preantral follicles. The
study was divided into three experiments. In the experiments I and Il, isolated secondary
follicles were cultured for 18, 24 and 30 days or 30, 36 and 42 days, respectively. In
experiment 111, the best culture period from experiment 2 was repeated using 2D and 3D
culture system. After culture, the oocytes were submitted to in vitro maturation (IVM). The
morphological integrity, antral cavity formation rates, increase follicular diameter, presence
of healthy grown oocytes (> 110 pm), resumption of meiosis rates, and estradiol
concentrations were evaluated. In experiment I, there was a higher percentage of resumption
of meiosis in oocytes cultured for 30 d (48.84%) when compared to oocytes cultured for 18
and 24 d (15% and 20.93%, respectively). In experiment 1l, the culture for 30 and 36 d
presented significantly higher percentage of resumption of meiosis (47.5% and 50%,
respectively) when compared to 42 d (20%). The production of estradiol from Day 12 of
culture were similar between normal and extruded follicles, but both superior when
compared with follicles that degenerate at the end of the culture. In conclusion, the culture
for 36 d was the most appropriate time to increase rates of meiosis resumption rates. In
addition, the loss of follicular integrity affects the pattern of estradiol production, which

means that isthis being a good marker for predicting follicle quality.

Keywords: Culture period; Morphological integrity; Preantral follicles; Estradiol.
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1. Introduction

The in vitro culture (IVC) of preantral follicles is a promising reproductive
biotechnology that can be used for the in vitro development of a large number of mature
oocytes until its complete maturation. Oocytes from IVVC could be used for the in vitro
production of embryos from high value or endangered animals. Currently, encouraging
results with IVC of preantral follicles in farm animals, as the production of embryos, have
been reported by literature [1-3]. However, these results are limited to a low and variable
number of embryos due to the low rates of oocyte maturation.

In an attempt to develop an efficient medium to allow the total follicular
development, several authors have been tested the addition of hormones [4,5] and growth
factors [6] on the IVC of goat isolated preantral follicles. In most of these studies, the period
of the culture has been 18 d. However, there is no information whether 18 d would be the
ideal time to the total follicular development. Gupta et al. [7] reported the production of
buffalo embryos after a culture of secondary follicles of approximately 100 d. Thus, there
are necessary studies testing longer term cultures of goat preantral follicles in order to
increase the rates of maturation and subsequently embryo production.

An important factor for follicular culture is the system in which the follicles will be
developed which may be in situ (included in the ovarian cortex) [8] or isolated [9].
Regarding to IVC of isolated follicles, it can be performed in a two-dimensional (2D) or
three-dimensional (3D) system. In the 3D system the follicle is inside of a substrate, keeping
its follicular architecture. In the 2D system, Magalhées et al. [3] observed the production of
goat embryos after IVC of preantral follicles in the presence of Growth Hormone (GH). On
the other hand, the 3D system has supported the oocyte and follicular development in mice
and non-human primate [10,11]. However, there is no study in goats comparing the 2D and
3D system on IVVC of preantral follicles.

Another point of controversy in the literature concerning to the necessity of
maintaining or not the follicular integrity to ensure the follicular functionality.
Enzymatically isolated follicles may be devoided of lose their basement membrane [12] and
also, mechanically isolated follicles may even extrude their oocytes during the culture. Thus,
regarding to necessity o maintain or not the follicular integrity to ensure the follicular
functionality is a controversy point in the literature. Moreover, it is not known if the stradiol
concentration [13] could predict follicular fate during culture, as well as, if this production

is related to the maintenance of the follicular integrity.
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Therefore, the aim of this study were to: 1) define an optimal period to in vitro
culture of isolated caprine preantral follicles; 2) investigate the relationship between
follicular morphology (intact, extruded and degenerated follicles) and stradiol
concentrations and 3) evaluate the effect of the 2D and 3D culture systems on the in vitro

development of caprine preantral follicles.

2. Material and methods

2.1. Collection of ovaries

A total of 20 pairs of ovaries from mixed-breed goats were collected at a local
abbatoir and used for each experiment. After the collection, the ovaries were washed in 70%
ethanol followed by two rinses in HEPES-MEM medium supplemented with penicillin 100
pg/mL and streptomycin 100 pg/mL. The ovaries were transported to the laboratory in
MEM-HEPES medium at 4 °C within approximately 1h [14].

2.2. Experimental protocol

This work was divided into three experiments: The experiment 1 aimed to analyze
the effect of the increase in culture period (18, 24 and 30 d) on the parameters: morphological
integrity, follicular diameter, antrum formation, oocyte diameter and resumption of meiosis;
Experiment 2 aimed to verify if an increase in the culture period would be good for improve
the rates of Then, the best treatment of the experiment 1 (30 d) was repeated and compared
to longer periods of 36 and 42 d; and the Experiment 3 aimed to culture in vitro preantral
follicles in 2D and 3D system using the best culture period obtained in the experiment 2.

Irrespective of the experiment a total of 40 isolated follicles were cultured per treatment.

2.3. Follicular isolation

In the laboratory, fat and connective tissue surrounding the ovary was removed.
Fragments of ovarian cortex (1 to 2 mm thick) were cut from the ovarian surface with
surgical blade under sterile conditions. Subsequently, the ovarian cortex fragments were
placed in fragmentation medium consisting of MEM-HEPES. Secondary follicles between

150 and 250 um were identified under a stereomicroscope (SMZ 645 Nikon, Tokyo, Japan)
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and isolated manually using 26 G needles coupled to 1 mL syringes. After isolation, only
follicles with normal morphology were selected, ie, with a centrally located spherical oocyte
surrounded by two or more compact layers of granulosa cells with no apparent damage in

the basal membrane formation or antral cavity.

2.4. In vitro culture of goat preantral follicles

After selection, the follicles were cultured individually in 100 uL droplets of
medium under mineral oil using petri dishes (60 x 15 mm diameter) (2D culture system).
The culture medium was a-MEM supplemented with 3 mg/mL bovine serum albumin
(BSA), 2 mM glutamine, 2 mM hypoxanthine, 10 ng/ml insulin, 5.5 mg/mL transferrin, 5
ng/mL selenium, 50 ug/mL ascorbic acid, 50 ng/mL of GH and sequential FSH (Day 0-6:
100 ng/mL; Day 6-12: 500 ng/mL, and Day 12 to 30: 1000 ng/mL). The culture was carried
out for 18, 24 and 30 d (Experiment 1) or 30, 36 and 42 d (Experiment 2), and 36 d
(Experiment 3) in an incubator at 39 °C and 5% CO2.

2.5. 2D and 3D culture system

Considering that 36 d was the only treatment that showed higher oocyte recovery
rates (oocytes > 110um), the same culture period was repeated in 2D and 3D systems. The
goat ovaries were collected and transported to the laboratory as previously described. For
3D culture system, isolated follicles were transferred to drops of 7 ul solution of sodium
alginate at 0.25% (FMC Bio Polymers, Philadelphia, PA, USA). Subsequently, the beads
were polymerized in a solution of 50mM CaCl2 and 140 mM of NaCl for 1 min. Each follicle
encapsulated in alginate was transferred to an individual well of a 48 well plate containing
300uL of culture medium previously mentioned. Half medium was changed every 2 d

(150uL) and total medium was exchanged every 6 d of culture.

2.6. Morphological evaluation of follicular development

In all three experiments, every 6 d of culture, follicles were evaluated
morphologically, and the antrum formation and follicular diameter were recorded. It was
considered two types of morphologically normal follicles: the intact, characterized as

translucent with intact basal membrane, surrounding with homogeneous and bright
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granulosa cells; and the extruded characterized by ruptured basal membrane, homogeneous,
bright and without signs of degeneration in granulosa cells (irregular contour, darkness of
the oocyte and/or granulosa cells and reduction of the diameter). Follicular growth was
assessed according to the appearance of antral cavity, defined as a visible translucent cavity
between the layers of granulosa cells, and follicular diameter increase, which was verified
by measuring horizontal and vertical morphologically of normal follicles using an ocular

micrometer attached to a stereomicroscope.

2.7. In vitro maturation (IVM)

At the end of the three experiments, follicles were manually opened with 26G
needles attached to ImL syringes under a stereomicroscope. Oocytes > 110 um [15] with
homogeneous cytoplasm and surrounded by at least one layer of compact cumulus cells were
selected for IVM procedures. The oocyte recovery rate was calculated by dividing the
number of oocytes > 110um by the number of cultured follicles. The recovered cumulus-
oocyte complexes (COCs) were cultured in TCM199 medium supplemented with 1 mg/mL
BSA, 1 mM/mL pyruvate, 0.5 ug/mL rFSH , 5 ug/mL LH, 1 ug/mL of 17f-estradiol, 10
ng/mL epidermal growth factor (EGF), 50 ng/mL insulin-like growth factor-1 (IGF-I) and
100 uM/mL cysteamine. The culture of COCs was performed in droplets of 50 uL medium
on culture plates (35 x 15 mm) under mineral oil, using a proportion of 10 COCs per drop.
The incubation was performed in incubators with 5% CO2 in air at 39 °C for a period of 32
h. After this period, the oocytes were incubated at 39° C for 15 min in Hoechst 33342 (10
M) to assess viability and to verify the configuration of nuclear chromatin. After this
process, the oocytes were evaluated under a fluorescence microscope equipped with an

image processor (293 NIS Elements, Nikon, Tokyo, Japan).

2.8. Hormonal Assay

To evaluate the relationship between follicle development and hormone production,
the culture medium of intact follicles, follicles that had extruded on Day 24 and follicles that
had degenerated on Day 36 were collected every 6 d of culture (Days 6, 12, 18, 24, 30, 36
and 42) to measure estradiol levels. For this evaluation, it was used the commercial kit in
chemiluminescent enzyme immunoassay IMMULITE 2000 automated analyzer systems —

Siemens.
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2.9. Statistical Analysis

Discrete variables, obtained by counting the number of units identified in relation
to the total available follicles (morphological integrity, antrum formation, occurrence of
extrusion, allocation to VM, oocyte viability and resumption of meiosis) and continuous
variables (follicular and oocyte diameters) were analyzed. The data corresponding to
discrete variables was analyzed by frequency spread by Chi-square test and the results were
expressed in percentage (in cases of follicular antrum formation, in which the number of
observations was less than five, we used the Fisher test). Data regarding continuous variables
was analyzed following the PROC MIXED procedure from SAS program (2002) with the
inclusion of the repeated command, considering the existence of autocorrelation between
sequenced measurements, and the mean comparisons were made by Tukey test. Differences
were considered significant when p < 0.05 and the results were expressed as mean + standard

deviation, unless otherwise mentioned in the Table.

3. Results

3.1. Effect of culture period and system (2D and 3D) on the in vitro development of goat

preantral follicles (Experiments 1, 2 and 3)

The results of antrum formation, morphological integrity, follicular and oocyte
diameters as well as the rates of meiosis resumption and MII from experiments 1, 2 and 3
have been shown in Table 1.

For the Experiment 1, it was observed a progressive decrease (p < 0.05) in the
morphological integrity from Day 0 to Day 24 of the culture. However, this reduction was
not observed (p > 0.05) from Day 24 to Day 30. The rate of antrum formation did not differ
(p > 0.05) between Days 18, 24 and 30 of culture. The follicular diameter increased (p <
0.05) progressively from Day 0 to Day 24, but there was no difference (p > 0.05) from Day
24 to Day 30. The oocyte diameter increased (p < 0.05) from Day 18 to Day 24 of culture,
but with no difference (p > 0.05) from Day 24 to Day 30. Analysis of chromatin
configuration showed a higher percentage (p < 0.05) of resumption of meiosis in oocytes
from 30 d of culture compared to oocytes cultivated for 18 and 24 d. It is important to note
that 4.6% of oocytes cultured for 30 d reached the MII stage.
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In experiment 2, it was observed a reduction (p < 0.05) in the morphological
integrity from Day 0 to Day 30. However, there was no difference (p > 0.05) between Day
30 and Day 42 of culture. The follicular diameter increased (p < 0.05) progressively from
Day 0 to Day 36, but there was no difference (p > 0.05) from Day 36 to Day 42. Regarding
the oocyte diameter, there was no difference (p > 0.05) between culture periods. The oocyte
meiosis resumption did not differ between Days 30 and 36 of culture. However, the
resumption of meiosis rate was lower (p < 0.05) on Day 42 of culture when compared to Day
36. The percentage of MII oocytes did not differ (p > 0.05) between the Days 30, 36 and 42
of culture.

In experiment 3, at the end of culture period, the rate of antrum formation did not
differ between the 2D and 3D systems. Concerning the morphological integrity and follicular
diameter, the 3D system was superior (p < 0.05) when compared to 2D system. However,

the opposite was observed for oocyte diameter (p < 0.05).
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Table 1. Culture period on the morphological integrity, antrum formation, follicular, oocyte

diameters (Media £SD), and meiotic resumption of goat preantral follicles.

Culture period Parameters
Experiment 1 (%) Morphological (%) antrum (um) Follicular (um) Oocyte (%) Resumption (%) MII
integrity formation diameter diameter of meiosis

Day 0 100.00 (126/126) a 0.00 (0/120) 229.82+48.00c - e e
Day 18 79.37 (100/126) b 76.19 (96/126) a 41154+149.02b  118.73+20.01 b 15.00 (6/40) b 0.00 (0/40)
Day 24 55.81 (48/86) ¢ 83.72 (72/86) a 524.14+19592a  128.94+18.95a 20.93 (9/43) b 0.00 (0/43)
Day 30 46.51 (20/43) c 81.39 (35/43) a 481.95+156.86a  136.54+16.77a 48.84 (21/43) a 4.65 (2/43)

Experiment 2
Day 0 100 (120/120) a 0.00 (0/120) 231.89+30.94c - e e
Day 30 46.66 (56/120) ab 85.8 (103/120) a 619.64 +167.33 b 141.39+9.85a 47.5% (19/40) ab 10% (4/40) a
Day 36 41.25 (33/80) b 83.8 (67/80) a 681.01 +138.22a  143.22+10.75a 50% (20/40) a 10% (4/40) a
Day 42 37.50 (15/40) b 82.5 (33/40) a 73297 +11238a  144.64+13.89a 20% (8/40) b 2.5% (1/40) a

Experiment 3
2D 45.5 (18/40) b 95.00 (38/40) a 512.04+11513b  144.82+14.16a 15% (6/40) a 5% (2/40)
3D 67.5 (27/40) a 97.00 (39/40) a 617.04 +112.16a  130.14+1593 b 5% (2/40) a 0% (0/40)

abe\Within a column, groups without a common superscript differed (P < 0.05) between treatments

within the same experiment.

3.2. Effect of follicular morphology on estradiol production of goat preantral follicles.

The Figure 1 illustrates estradiol levels evaluated on Days 6, 12, 18, 24, 30 and 36
in the 2D system. It were evaluated the hormone level of intact follicles, extruded (extrusion
occurred only on Day 24 of culture) and those who had shown degeneration signs only on
Day 36 of culture. Regarding the intact follicles, it was observed a progressive increase (p <
0.05) in the estradiol production from Day 0 until the end of culture. Concerning the follicles
that extruded only on Day 24, there was an increase in the production of estradiol from Day
18 to Day 24 of culture (before extrusion). However, no subsequent increase (p > 0.05) from
Day 24 until the end of culture was observed. Follicles that showed morphological signs of
degeneration on Day 36 did not differ (p > 0.05) on estradiol level from Day 12 until the end

of culture. When the comparison was made between treatments, it was observed that, on Day
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6, the follicles that had been extruded showed higher (p < 0.05) estradiol production when
compared to the other treatments. From Day 12 onwards, there was no significant difference
in estradiol levels between intact and extruded follicles. However, the follicles that would
degenerate on Day 36 showed a significantly lower production of estradiol when compared
to the other treatments.

7000
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Aa
= 5000 L
Aa Aa
2 4000 - Ab
S
S 3000 Ab Ac
E Ab e
2 2000 Ab Ad
d Ae
1000 Bf a e m—r— —
Ba Ba Ba Ba Ba
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Day 6 Day 12 Day 18 Day 24 Day 30 Day 36
=p=Intact follicles <=Extruded follicles from Day 24 e@=Degenerated follicles from Day 36

Figure 1: Production of estradiol on intact, extruded on Day 24 and degenerated on Day 36
follicles during the in vitro culture of goat preantral follicles. A, B, C indicate a significant
difference between the types of follicles. a, b, c, d, e, f indicate a significant difference

between days of culture.

4. Discussion

The present study demonstrated, for the first time, the influence of the follicular
integrity on the hormone production of isolated goat preantral follicles cultured in vitro.
Furthermore, it was evaluated the effect of culture period on the survival, growth and antrum
formation of isolated goat preantral follicles, as well as on the ability to resume oocyte
meiosis.

Studies have used different periods for the culture of preantral follicles in different
species [1,7]. In goats, studies have advocated the culture for 18 d as the most suitable for

follicular development [3]. In the current study, it was observed that an increase in culture
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period, reduced the percentage of follicular morphological integrity, but increased the
percentage of resumption of meiosis. The long term culture, although it was necessary to
better oocyte development, may have increased the production of toxic metabolites and
reactive oxygen species (ROS) such as H2O2 and Oz ~ which in excess can oxidize important
molecules that release nucleases, proteases and lipases from mitochondria [16], resulting in
disruption of the basal membrane.

This study showed a progressive follicular growth until the Day 36 of culture. This
result may have been caused by the use of an enriched culture medium (a-MEM)
supplemented with FSH and GH. The GH has been described as an important factor of
survival and follicular growth in goats, sheep and mice [1,3,17]. Also, GH associated to
gonadotropins has shown an important role on the growth, proliferation of granulosa cells
and estradiol production in mice and canines [18].

In the current study, it was demonstrated an oocyte increase in a culture of 30 d
when compared to 18 d of culture. In addition, the culture of 36 d significantly increased the
recovery rates of oocytes for IVM and resumption of meiosis. These results suggest that
oocytes from goat preantral follicles require more culture time to grow and resume meiosis
in vitro. Wassarman & Schultz [19] suggest that the increase on growth period can increase
the protein content and accumulate essential substances for oocyte maturation. Some authors
achieved the production of the first buffalo embryo derived from in vitro culture of preantral
follicles, after 100 d of culture [7].

As regards to hormone production, follicles remained a progressive increase in
estradiol production for 36 d of culture. A recent study showed that the combination of
insulin and FSH, hormones present in the medium of the current study, increase the
expression of mMRNA levels of the aromatase P450 enzyme, which is associated with an
increased production of estradiol [5]. In the ovary, P450 has the function of converting
androgens into estrogens [20]. In ruminants, FSH is the primary stimulator of the expression
and enzymatic activity of aromatase P450 [21]. The association of insulin with FSH
promotes also the steroidogenesis by the granulosa and theca cells in primates [22].

On extruded follicles, it was observed that the production of estradiol was not
significantly increased after extrusion. This result suggests that extrusion, although it has not
caused a decrease in production of the hormone, did not ensure significant increases in its
production, which suggests a loss of follicular efficiency. Unlike observed in the present
work, some authors found that bovine granulosa cells cultured alone in a medium

supplemented with FSH and insulin secreted increasing amounts of estradiol after 2 d of
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culture [21]. In the same study, the authors found that the amount of estradiol produced by
the isolated cells did not differ from the amount of estradiol produced by the follicles.

Since the beginning of culture, the follicles that degenerate at the end of culture
(Day 36) showed lower estradiol production when compared to intact and extruded follicles.
This result shows that the production of estradiol may be used as a marker of follicular
degeneration during the in vitro culture of goat preantral follicles. Furthermore, the low
estradiol production suggests that these follicles may be unable to respond to hormonal
stimuli to produce estradiol, as well as to survive during culture [23].

In conclusion, for an increase in rates of resumption of meiosis in oocytes from goat
preantral follicles it is advisable a culture of 36 d. In addition, the loss of follicular integrity
affects the pattern of estradiol production, this being a good marker for predicting the
follicular fate, in other words, the degeneration of follicles during culture, since degenerated

follicles produce low amounts of this hormone during the entire culture period.
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7. CONCLUSAO

A duracdo do cultivo influenciou positivamente as taxas de recuperacdo de 6ocitos
crescidos in vitro e de retomada da meiose de odcitos oriundos de foliculos pré-antrais
caprinos sendo recomendado o periodo de 36 dias. Além disso, foi observada pela primeira
vez que foliculos extrusos produzem niveis de estradiol semelhantes aos foliculos integros
ao longo do cultivo, porém foliculos degenerados produzem baixos niveis de estradiol

qguando comparados a foliculos integros e extrusos durante o cultivo.
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8. PERSPECTIVAS

Os bons resultados obtidos nesse trabalho utilizando 36 dias de cultivo podem ser
de grande valia para o entendimento do tempo ideal para a aquisicdo da competéncia de
odcitos oriundos de foliculos pré-antrais crescidos in vitro. Entretanto, estudos adicionais
s80 necessarios para testar novos meios de cultivo suplementado com diferentes fatores de
crescimento e horménios utilizando cultivos de longa duracdo a fim aumentar as taxas de

maturacao oocitaria e producao in vitro de embrides a partir de foliculos pré-antrais caprinos.
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