UNIVERSIDADE ESTADUAL DO CEARA-UECE
FACULDADE DE VNETERINABIA-FAVET
PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO EM CIENCIAS VETERINARIAS-
PPGCV

PATRICIA MAGALHAES DE ANDRADE

EFEITO DOS MEIOS DE CULTIVO DE BASE a-MEM E TCM-199 E DO
FATOR DE CRESCIMENTO EPIDERMAL (EGF) SOBRE O
DESENVOLVIMENTO IN VITRO DE FOLICULOS PRE-ANTRAIS
CAPRINOS E OVINOS INCLUSOS EM FRAGMENTOS DE TECIDO
OVARIANO

FORTALEZA - CE
2013



PATRICIA MAGALHAES DE ANDRADE

EFEITO DOS MEIOS DE CULTIVO DE BASE a-MEM E TCM-199 E DO FATOR
DE CRESCIMENTO EPIDERMAL (EGF) SOBRE O DESENVOLVIMENTO IN
VITRO DE FOLICULOS PRE-ANTRAIS CAPRINOS E OVINOS INCLUSOS EM
FRAGMENTOS DE TECIDO OVARIANO

Dissertagdo apresentada ao Programa de Pos-
Graduacdo em Ciéncias Veterindrias da
Faculdade de Veterindrias da Universidade
Estadual do Ceard, como requisito parcial para
obtencdo do grau de Mestre em Ciéncias
Veterinarias.

Area de Concentragio: Reproducdo e Sanidade
Animal.

Linha de pesquisa: Reproducdo e Sanidade de
Pequenos Ruminantes.

Orientador: Prof. Dr. José Ricardo de Figueiredo

FORTALEZA - CE
2013



Dados Internacionais de Catalogacéo na Publicagao
Universidade Estadual do Ceara

Biblioteca Central Prof. Antébnio Martins Filho

Bibliotecario Responsavel — Francisco Welton Silva Rios — CRB-3/919

A553e

Andrade, Patricia Magalhaes de

Efeito dos meios de cultivo de base o-MEM e TCM-199 e do Fator de
Crescimento Epidermal (EGF) sobre o desenvolvimento in vitro de foliculos pré-
antrais caprinos e ovinos inclusos em fragmentos de tecido ovariano / Patricia
Magalhades de Andrade. -- 2013.

CD-ROM. 61 f.; il. (algumas color.): 4 ¥ pol.

“CD-ROM contendo o arquivo no formato PDF do trabalho académico,
acondicionado em caixa de DVD Slim (19 x 14 cm x 7 mm)”.

Dissertacdo (mestrado) — Universidade Estadual do Ceara, Faculdade de
Veterinaria, Programa de Pés-Graduacdo em Ciéncias Veterinarias, Curso de
Mestrado Académico em Ciéncias Veterinérias, Fortaleza, 2013.

Area de Concentracéo: Reproducéo e Sanidade de Pequenos Ruminantes.

Orientacéo: Prof. Dr. José Ricardo de Figueiredo.

Co-orientagdo: Profa. Dra. Roberta Nogueira Chaves.

1. Desenvolvimento folicular. 2. a-MEM. 3. TCM-199. 4. Caprino. 5. Ovino. I.
Titulo.
CDD: 636.08




PATRICIA MAGALHAES DE ANDRADE

EFEITO DOS MEIOS DE CULTIVO DE BASE a-MEM E TCM-199 E DO FATOR
DE CRESCIMENTO EPIDERMAL (EGF) SOBRE O DESENVOLVIMENTO /N
VITRO DE FOLICULOS PRE-ANTRAIS CAPRINOS E OVINOS INCLUSOS EM

FRAGMENTOS DE TECIDO OVARIANO

Aprovada em: 08 /07/ 2013

Dissertagdo apresentada ao Programa de Pos-
Graduagdo em Ciéncias Veterinarias da
Faculdade de Veterinarias da Universidade
Estadual do Ceara, como requisito parcial para
obtengdo do grau de Mestre em Ciéncias
Veterinarias.

BANCA EXAMINADORA

VMWN 4“1/\/"\/\

of. Dr. José Ricardo de Fxg&élredo

ersidade Estadual do Ceara (UECE)
(Orientador)

)

Profa/Dra. Roberta Nogueira Chaves
Univérsidade de Fortaleza (UNIFOR)
(C

oorientadora/Examinadora)

Umversxdade da Integragdo Internacional da
Lusofonia Afro-Brasileira (UNILAB)
(Examinadora)



Dedico aos meus pais com amor,
Francisca e Valdemar por essa conquista!



AGRADECIMENTOS

Agradeco a Deus e a Nossa Senhora por estarem presente a cada momento de minha vida me

dando conhecimento, fé, forca e esperanga.

A Universidade Estadual do Ceard (UECE) e ao Programa de Pds-graduacdo em Ciéncias

Veterinarias (PPGCV) pela capacitacdo profissional que me proporcionaram.

A Coordenacio de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior (CAPES) pelo incentivo
concedido na forma de bolsa de estudo, ao Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico
e Tecnologico (CNPq), & Rede Nordeste de Biotecnologia (Renorbio), & Financiadora de
Estudos e Projetos (FINEP) e a Fundacéo Cearense de Apoio ao Desenvolvimento Cientifico

e Tecnoldgico (FUNCAP) pelo auxilio financeiro dessa pesquisa.

Ao meu orientador, Dr. José Ricardo de Figueiredo, por ter me recebido no LAMOFOPA
como apoio técnico e me incentivado a seguir carreira académica, pelos aconselhamentos e
todo conhecimento transmitido e pela paciéncia e confianga durante esses anos. Muito

obrigada!

A minha coorientadora, Dra. Roberta Nogueira Chaves, por ser uma pessoa maravilhosa e
uma Otima profissional, pelos ensinamentos transmitidos, tanto técnicos como cientificos, e

toda disponibilidade e contribuigdo para o desenvolvimento dessa pesquisa. Muito obrigada!

A examinadora externa, Dra. Maria Gorete Flores Salles pela disponibilidade e participagio

na banca examinadora

A suplente Dra. Juliana Jales Holanda Celestino pela disponibilidade, prestatividade e pela

participacéo na banca examinadora.

A Profa. Ana Paula Ribeiro Rodrigues pelos conhecimentos transmitidos e disponibilidade na

corregao do artigo.

Ao Prof.Claudio Cabral Campello pelo auxilio nas analises estatisticas e pelo conhecimento

em histologia. Pela paciéncia de explicar cada ponto e por toda ajuda.

Aos colegas do curso de mestrado pela espontaneidade e alegria na troca de informagdes e

materiais, numa rara demonstracdo de amizade e solidariedade.



As minhas amigas “superpoderosas” e que se tornaram minhas irmds, Anelise Maria
Vasconcelos Alves, Laritza Ferreira de Lima, Rebeca Magalhdes Rocha Pedrosa que
estiveram comigo desde o inicio que atuei como técnica no LAMOFOPA até a execucao
dessa dissertacdo. Sem vocés seria impossivel concluir esse trabalho. Pelos bons momentos,
ensinamentos e forca que nunca me fizeram desistir sempre me incentivando e me ajudando

nos momentos dificeis. Amo vocés. E uma amizade para se levar para toda a vida.

A Adeline de Andrade Carvalho que foi uma peca fundamental para a conclusio dessa

pesquisa e pela amizade, disponibilidade e pelo profissionalismo.

A Valdevane Rocha Aradjo pelo convivio, incentivo e pelos ensinamentos técnicos e
cientificos. Durante o periodo do mestrado, vocé foi de grande importancia por sempre ter me

ajudado. E meu exemplo de profissional.

Ao meu amigo e ex-técnico José Leandro da Silva Neto pelo conhecimento transmitido da
histologia cléssica, pelos momentos de descontracdo e pela troca de experiéncia que me
ajudou muito desenvolver os trabalhos durante o periodo de técnica. Ao ex-técnico Zandor

Camelo pela amizade e momento de descontracéo.

As amigas e técnicas Antonia Lindemara Sousa Rodrigues e Lidiane Sales por serem pessoas
que receberam 0s meus ensinamentos técnicos e se tornaram grandes amigas. O meu muito
obrigado a Priscilla de Melo Campos por ser é uma pessoa maravilhosa e sempre me ajudou

me dando forca.

As Doutoras Ticiana Franco Pereira da Silva, Ana Kelen Felipe Lima, Edmara Chaves Costa
que me ajudaram no inicio dessa caminhada e por toda disponibilidade de ajuda profissional e

pessoal, e pela amizade.

Aos meus pais, Francisca Magalhdes e Valdemar de Andrade, por ter me dado a vida e me
ensinou a viver com dignidade e por todo amor, carinho e forga e pelo deslocamento para
UECE. Ao Meu irmdo Wagner Enoque Magalhdes de Andrade pelo convivio, amor e por
sempre estar disponivel para ir me buscar na universidade desde a graduacdo até a pés-
graduacdo. A minha sobrinha Julia Saldanha de Andrade e a minha ex-cunhada Joyce

Saldanha pelo o carinho. Amo vocés.

Ao Meu Amor, Adalberto Lima, pela compreenséo, companheirismo e amor constante. Por

estar ao meu lado, nos momentos bons e dificeis da minha vida. Te amo!



Aos meus amigos da graduacdo, em especial as minhas amigas, Eliseanne Lidia (irmd) e Eliza
Santiago, pela convivéncia e pelos bons momentos e por toda amizade que cultivamos até

hoje.

As minhas amigas distantes mais sempre presentes, Sanely Lorenco Calliman, Valesca luz,
Gabriela Liberalino de Lima, Priscila Ramos de Azevedo que passaram no LAMOFOPA mais
se tornaram grandes amigas, companheiras, pelos momentos de alegria e pelas palavras de

conforto.

Aos meus amigos e companheiros do Restaurante Universitario, Michelle Karen Brasil
Serafim, Francisco Léo Nascimento de Aguiar, Francielli Osmarini Lunardi, Allana Ferreira
da Costa Pessoa, Denise Damasceno Guerreiro, Hudson Henrique Vieira Correia, Francisca
Tuelly Bandeira de Oliveira, Andréa Moreira pelo convivio, companheirismo e troca de

informagdes.
Aos professores do PPGCV pelos conhecimentos compartilhados.

Ao Laboratério de Manipulagdo de Odcitos e Foliculos Pré-Antrais (LAMOFOPA) da UECE,
por todo o suporte oferecido para realizagéo deste trabalho. E a toda equipe LAMOFOPA que
o compde: Profa. Dra. Ana Paula Ribeiro Rodrigues, Dr. Fabricio Sousa Martins, Dra. Ana
Beatriz Graga Duarte, Dr. Carlos Henrique Lobo, Dr. Régis Siqueira de Castro Teixeira, Dr.
Rodrigo Tenodrio Padilha, Dr. Anderson Almeida, Luciana Rocha Faustino, Cleidson Manoel
Gomes da Silva, Isadora Machado Teixeira Lima, Giovanna Quintino Rodrigues, Deborah de
Melo Magalhdes Padilha, ivina Rocha Brito, Hiédely Kenia Machado Luz, Simone Vieira
Castro, Livia Schell Wanderley, Rafael Rosseto de Sousa, Gerlane Modesto da Silva, Johanna
Leiva Revilla, Tatiana Goéis Soares, Anderson Henrique Castro Cordeiro, Mirlla Baracho
Ferreira, Emmanuel Teles Sales, Paula Correia, José Arnaldo Moreira de Sousa, Renato Félix
da Silva, Luana Gaudéncio, Ana Carolina Valente Cavalcante, Marcelo Ricardo Barros
Oliveira de Souza Pereira pela convivéncia durante todos esses anos, além de todos os

conhecimentos transmitidos. Em especial & Paula correia que me ajudou com a dissertag&o.

A Alzenira de Andrade Ferreira por ser uma mée que sempre ajudou com a parte burocratica e

pela amizade.

Aos funcionérios do programa, Adriana Maria Sales Albuquerque, Anténio César Camelo e
demais funciondrios por toda a ajuda e suporte em todos os procedimentos académicos. Ao
senhor Araripe motorista do transporte pela idas e vindas dentro da Universidade e que se

tornou um grande amigo.



Finalmente, agradeco a todos que aqui ndo foram citados, mas ajudaram direta ou

indiretamente.



RESUMO

O objetivo do presente estudo foi avaliar o efeito dos meios de base (Alfa Meio Essencial
Minimo a-MEM e Meio de Cultivo Tecidual-199 TCM-199) associados ou ndo ao fator de
crescimento epidermal (EGF) sobre o cultivo in vitro de foliculos pré-antrais (FOPA) inclusos
em tecido ovariano caprino e ovino. Em experimentos separados, os fragmentos ovarianos de
ambas as espécies foram analisados imediatamente apds a coleta (controle ndo cultivado) ou
apds cultivo por 1 ou 7 dias em a-MEM" ou TCM-199" na auséncia ou presenca de 10 ng/ml
de EGF. Antes e ap6s o cultivo, os fragmentos foram destinados para histologia cléassica e
microscopia de fluorescéncia. Os resultados mostraram uma redugdo no percentual de
foliculos normais a partir do dia 1 de cultivo em relacéo ao controle ndo cultivado em todos os
tratamentos testados, independente da espécie (P<0,05). Ao avaliar a viabilidade folicular,
pode-se observar em ovinos que todos os tratamentos reduziram o percentual de foliculos
vidveis quando comparados ao controle ndo cultivado. Entretanto, em caprinos, o cultivo
realizado com TCM-199" apds 7 dias manteve a viabilidade folicular similar a encontrada no
tecido fresco (P>0,05). No que se refere a ativacgdo, foi observado um aumento significativo
no percentual de foliculos em desenvolvimento em todos os tratamentos apds 7 dias de cultivo
quando comparado ao controle ndo cultivado em ambas as espécies. Em concluséo, o0 TCM-
199" preservou a viabilidade dos foliculos pré-antrais caprinos ap6s o cultivo in vitro.
Entretanto, em ovinos, apds 7 dias de cultivo somente 0 a-MEM'/EGF e TCM-199*
obtiveram odcitos maiores em relagdo ao controle ndo cultivado. Portanto, recomenda-se a

utilizagdo do TCM-199" no cultivo de FOPA em ambas as espécies.

Palavras-Chaves: Desenvolvimento folicular. a-MEM. TCM-199. Caprino. Ovino.



ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate the effect of culture media (Alfa Minimum Essential
Medium o-MEM and Tissue Culture Medium-199 TCM-199) in absence or presence of
Epidermal Growth Factor (EGF) on in vitro culture of caprine and ovine preantral follicles
enclosed in ovarian tissue. The fragments of ovarian cortex from both species were
immediately analyzed after collection (non-cultured control) or cultured for 1 or 7 days in a-
MEM" or TCM-199" in absence or presence of EGF (10 ng/ml). Before and after the culture,
the fragments of ovarian cortex were analyzed by classical histology and fluorescence
microscopy. After 1 day of culture, all treatments decreased the percentage of
morphologically normal follicles when compared to non-cultured control in both species
(P<0.05). In fluorescence microscopy, it was observed viable follicles decreasing in all
treatments when compared to non-cultured control in ovine. However, in caprine, the culture
with TCM-199" after 7 day maintained the follicle viability similar to fresh tissue (P>0.05).
Regarding to activation, it was observed an increase of percentage of growing follicles in all
treatments after 7 days of culture when compared to non-cultured control in both species.
However, in ovine, after 7 days, only the treatments o-MEM/EGF and TCM-199" showed
oocytes larger (P<0.05) than non-cultured control. In conclusion, the TCM-199" preserved the
caprine preantral follicle viability after in vitro culture. However, the media a-MEM*/EGF
and TCM-199" increased the oocyte diameter after 7 days of culture in ovine. Therefore, it is

recommended to use the TCM-199" in the culture of preantral follicles in both species.

Keywords: Follicle development.a-MEM. TCM-199. Caprine. Ovine.
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1. INTRODUCAO

Nas Ultimas décadas, a ovinocaprinocultura intensificou seu crescimento mundial,
sobretudo em paises em desenvolvimento, como o Brasil (FONSECA, 2005). Esse fato demonstra
claramente a necessidade de maiores estudos acerca da reproducdo destes animais. Neste contexto,
o desenvolvimento e a utilizacdo de biotécnicas de reproducéo sdo condi¢des indispensaveis para o
aumento da eficiéncia reprodutiva dos rebanhos caprinos e ovinos. Dentre essas biotécnicas, a
manipulacdo de odcitos inclusos em foliculos ovarianos pré-antrais (MOIFOPA) se destaca pela
potencialidade de recuperar milhares de odcitos viaveis inclusos em foliculos pré-antrais e,
posteriormente, possibilitar seu desenvolvimento até a maturacéo, prevenindo o processo de atresia
que ocorre largamente nos ovérios (FIGUEREIDO et al., 2010). Desta forma, a MOIFOPA
representa uma alternativa para o fornecimento de odcitos maturos a outras biotécnicas como a
fecundagéo in vitro e a clonagem (FIGUEIREDO et al., 2008; McLAUGHLIN et al., 2010).

Apesar de todas as conquistas alcancadas até o momento com a MOIFOPA, as taxas de
producdo in vitro de embribes a partir de foliculos pré-antrais (FOPA) de ovinos e caprinos ainda
séo baixas, o que ressalta a necessidade de mais estudos para o seu aprimoramento. Nesse sentido, 0
desenvolvimento de um sistema de cultivo in vitro eficiente que permita o resgate desses inimeros
foliculos antes da atresia € um ponto crucial para promover o desenvolvimento folicular
(FIGUEIREDO et al., 2008). Diversos estudos in vitro demonstram que o desenvolvimento
folicular é influenciado por inimeros fatores, incluindo as condigdes de cultivo e, principalmente, a
composic¢do do meio de cultivo de base. O meio de cultivo deve garantir o fornecimento adequado
de eletrélitos, antioxidantes, aminoacidos, substratos energéticos e vitaminas (PICTON et al.,
2008). Além disso, podem ser adicionado ao meio de cultivo de base horménios e fatores de
crescimento, como por exemplo, o Fator de Crescimento Epidermal (EGF) que ja possui efeitos
positivos comprovados na manutenc¢do da sobrevivéncia e em promover o crescimento folicular em
ovino e caprino (ANDRADE et al., 2005; CELESTINO et al., 2009).

Diferentes meios de base comerciais tém sido empregados no cultivo in vitro de foliculos
ovarianos, dentre 0s quais se destaca o Meio Essencial Minimo (MEM) (SILVA et al., 2004a;
MATOS et al, 2007), o Alfa Meio Essencial Minimo (a-MEM) (CHAVES et al., 2010;
FAUSTINO et al., 2011), o Meio de Cultivo Tecidual 199 (TCM-199) (ARUNAKUMARI et al.,
2007) e 0 meio McCoy's (TELFER et al., 2008). Em bovinos, a comparagdo entre 0s meios de
cultivo a-MEM, TCM-199 e McCoy's no cultivo in vitro de FOPA isolados revelou que o meio de
base influencia significativamente a viabilidade e ultraestrutura folicular, sendo mais indicado para

bovinos 0 TCM-199 (ROSSETTO et al., 2012). No entanto, em pequenos ruminantes, apesar de
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vérios trabalhos utilizarem esses meios de cultivo de base, nenhum estudo havia sido conduzido
visando comparar a eficiéncia entre esses meios de cultivo de base associados ou ndo ao EGF no
desenvolvimento in vitro de FOPA inclusos em tecido ovariano de caprinos e ovinos.

Para uma melhor compreensdo deste trabalho, a revisdo de literatura a seguir abordara
aspectos relacionados ao ovério dos mamiferos, oogénese e foliculogénese, populagdo e atresia
folicular, aplicagBes da biotécnica de MOIFOPA, estado atual do cultivo in vitro, importancia da
composic¢do do meio de cultivo de base, com destaque para 0os meios de base a-MEM e TCM-199.
Além disso, sera abordada uma breve descri¢do sobre o EGF e técnicas de avaliagdo do cultivo in

vitro de foliculos ovarianos.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Ovario dos mamiferos

O ovario é um 6rgdo pertencente ao sistema reprodutor das fémeas, composto de varios tipos
de células diferenciadas que trabalham em conjunto para garantir sua funcdo normal (BRISTOL-
GOULD e WOODRUFF, 2006). Este 6rgao possui duas regides distintas: a medular e a cortical. A
regido medular é constituida por tecido conjuntivo frouxo, rico em vasos sanguineos e linfaticos e
nervos, 0s quais sdo responsaveis pela nutricdo e sustentacdo do ovario (HAFEZ, 2004). A regido
cortical contém foliculos ovarianos em diferentes estagios de desenvolvimento, bem como corpos
lateos, albicans e hemorragicos (LIU et al., 2006) mostrado na figura 1. Esta gbnada feminina é
responsavel pelo crescimento e maturacdo dos odcitos, bem como a producdo de horménios
esteroides e fatores de crescimento necessario para obter tal finalidade (JUNQUEIRA e
CARNEIRO, 2004). Assim, o ovario desempenha as fungdes gametogénica e enddcrina. Estas
funcdes sdo exercidas pela interacdo de dois fendmenos que ocorrem no ovario, isto é, a 0ogénese e
a foliculogénese (SAUMANDE, 1991; FIGUEIREDO et al., 2008).

Foliculos
Primordiais

Foliculos Foliculos
em desenvolvimento Terciario

Vasos
sanguineos

Ovulag@o/ruptura
do foliculo
Cortex

Odcito
maturo

Figura 1: Estrutura do ovario dos mamiferos, evidenciando os foliculos ovarianos em diferentes
estadios de desenvolvimento (HAFEZ, 2004).
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2.2 O0genese e Foliculogénese

Nos mamiferos, a formacdo dos foliculos ovarianos inicia-se ainda no periodo pré-natal e
engloba os processos de oogénese e foliculogénese (FIGUEIREDO et al., 2008). A oogénese
consiste na formacéo e diferenciagéo das células germinativas primordiais (CGP) até a formagéo do
odcito haploide fecundado (BRISTOL-GOULD e WOODRUFF, 2006). Nos estagios iniciais do
desenvolvimento ovariano, ocorre a migracdo das CGP do saco vitelinico para a génada primitiva
com sua posterior colonizacdo (EPPIG et al., 2004). Imediatamente apdés a diferenciacdo das
gbnadas, ocorre a transformacao das CGP em oogbnias meioticamente ativas e, entdo, em 00citos
primérios (SUH et al., 2002). Em seguida, uma camada de células somaticas planas conhecidas
também como células da pré-granulosa, originarias do mesonéfron ou de células mesoteliais
oriundas do epitélio da superficie ovariana, circundam os odcitos primérios formando os foliculos
primordiais (MAGOFFIN, 2005; MAHESHWARI e FOWLER, 2008), iniciando assim a
foliculogénese.

A foliculogénese pode ser definida como o processo de formagéo, crescimento e maturagdo
folicular, iniciando com a formacéo do foliculo primordial e culminando com o foliculo pré-
ovulatério (FIGUEIREDO et al., 2008). Esse processo ocorre no interior do cortex ovariano em
todos os mamiferos (WILLIAMS e ERICKSON, 2012).

Os foliculos podem ser classificados em pré-antrais ou ndo-cavitarios e antrais ou cavitarios.
Os foliculos pré-antrais sdo compostos pelos foliculos primordiais, intermediarios ou de transicéo,
primérios e secundérios. Os foliculos antrais sdo compostos pelos foliculos terciarios ou pré-
ovulatérios (FIGUEIREDO et al., 2008).

Os foliculos primordiais s&o os menores foliculos encontrados no ovério, compreendem 90 a
95% da populacdo folicular e constituem o pool de reserva folicular. Para que os foliculos
primordiais iniciem a fase de crescimento € necessario que sejam ativados, isto é, que ocorra a
mudanca na morfologia das células da granulosa de pavimentosa para cubica, a retomada da
proliferacdo dessas células e o inicio do crescimento oocitario (HIRSHFIELD, 1991). Além disso,
mecanismos seletivos pelos quais alguns foliculos crescem e outros permanecem quiescentes ainda
sdo desconhecidos, entretanto é conhecida a participacdo de fatores enddcrinos (gonadotrofinas) e
fatores intra-ovarianos (fatores de crescimento e peptideos) (VAN DEN HURK e ZHAO, 2005).
Apoés a ativacdo, os foliculos que apresentam células da granulosa com ambos os formatos
pavimentoso e cubico sdo chamados de foliculos de transicdo (SILVA et al., 2004a).

Os foliculos primérios sdo formados por um odcito imaturo central circundado por uma
camada de células da granulosa de formato cubico. A medida que os foliculos iniciam o

crescimento, as proteinas que irdo formar a zona pelGcida comegcam a ser sintetizadas (LEE et al.,
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2000). Estudos tém demonstrado que o crescimento de foliculos primérios é estimulado por varios
fatores, como o fator de crescimento e diferenciagdo-9 (GDF-9 - MARTINS et al., 2008) e a
proteina morfogenética dssea-15 (BMP-15 - CELESTINO et al., 2011b), que sdo expressos até o
estagio posterior de crescimento.

Os foliculos secundarios sdo formados por um odcito imaturo circundado por duas ou mais
camadas de células da granulosa de formato cubico. As células da granulosa apresentam uma
extensa rede de juncBes gap que permite a passagem de nutrientes, ions inorganicos, mensageiros e
pequenos metabdlitos entre as células (KIDDER e MHAWI, 2002). O nlcleo assume uma posi¢ao
excéntrica e as organelas comegam a se mover para a periferia (LUCCI et al., 2001). Com o
desenvolvimento folicular, também aumenta a quantidade de microvilos e a zona pelicida €
claramente visivel ao redor do oécito (PARROT e SKINNER, 2000). Inicia-se também a formacéo
das células da teca externa a partir do estroma intersticial (VAN DEN HURK e ZHAO, 2005).

Com o crescimento dos foliculos secundérios e a organizacdo das células da granulosa em
vérias camadas, ocorre a formagdo de uma cavidade repleta de liquido denominada antro. A partir
desse estadio, os foliculos passardo a ser classificados como terciarios ou antrais. O fluido antral é
uma importante fonte de substancias regulatérias e/ou moduladoras derivadas do sangue ou
secrecgOes foliculares, como por exemplo, esteroides, gonadotrofinas, fatores de crescimento e
outras substancias. A producéo deste fluido € intensificada pelo aumento da vascularizagdo folicular
e permeabilidade dos vasos sanguineos, as quais ocorrem com o desenvolvimento do foliculo (VAN
DEN HURK e ZHAO, 2005).

2.3 Populacéo e Atresia Folicular

Acreditava-se que a reserva folicular é definida na vida fetal, entretanto estudos atuais
indicam que pode haver a formacéo de odcitos ap6s o nascimento (WHITE et al., 2012). Estudos
anteriores tém demonstrado a teoria da neofoliculogénse em duas vertentes a primeira por
JOHNSON ET AL. (2004), ao observarem que o epitélio da superficie do ovario de camundongos
fémeas adultas apresentam células-tronco germinativas que poderiam sustentar a renovacdo
folicular pos-natal. Posteriormente, foi sugerida outra vertente, pela mesma equipe, de que a medula
Ossea efou sangue periférico poderiam servir como reservatorio de células germinativas para o
ovério de ratas adultas (JOHNSON et al., 2005). Recentemente, estudos demonstraram o
nascimento de filhotes de camundongos ap6s a fecundacéo in vitro de odcitos originados a partir de
células troncos germinativas (ZOU et al., 2009). Estes estudos indicam que pode haver uma grande
mudanca na biologia reprodutiva de fémeas mamiferas. No entanto, a importancia destes resultados

ainda depende de provas definitivas.
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A populacdo folicular difere entre as espécies, independente da neofoliculogénse, sendo de
aproximadamente 1.500 na camundonga (SHAW et al., 2000), 33.000 na ovelha (AMORIM et al.,
2000), 35.000 na cabra (LUCCI et al., 1999) e aproximadamente 2.000.000 na mulher (BAKER et
al, 1963). Ao longo da vida do animal, ocorre uma reducdo ordenada no nimero de FOPA (SHAW
et al., 2000). Essa reducéo é devido a dois fendmenos que ocorrem naturalmente no ovério: (i) a
ovulacdo e (ii) a atresia ou morte folicular. Somente uma pequena parte (0,1%) dos foliculos
primordiais chega a ovulagdo (NUTTINCK et al., 1993), pois a maioria (99,9%) torna-se atrésico,

durante as fases de crescimento e maturagdo oocitaria (OTALA et al., 2002).

A atresia folicular pode ocorrer por via degenerativa (SAUMANDE, 1991) e/ou apoptética
(FIGUEIREDO et al., 2008). Na via degenerativa, a isquemia pode ser uma das causas do
desencadeamento da morte folicular, resultando em alteracbes na permeabilidade da membrana
celular, aumento de &gua intracelular, vacuolizagio citoplasmatica e degeneracdo (BARROS et al.,
2001). A andlise histoldgica e ultraestrutural de foliculos primordiais e primarios degenerados
mostraram um odcito retraido com ndcleo picnético e numerosos vactolos no ooplasma. J& em
foliculos secundarios, foram observadas alteragdes, tanto no odcito, quanto nas células da granulosa
(aumento de volume) (SILVA et al., 2002).

No que se refere a apoptose, sabe-se que este € um evento geneticamente determinado, ou
seja, depende da expressdo de genes pro e anti-apoptdticos, e é observada nos foliculos ovarianos
durante toda a vida fetal e adulta (FIGUEIREDO et al., 2008). Uma caracteristica marcante da
apoptose é a ativacdo de nucleases enddgenas que quebram o DNA a cada 180-200 pares de bases
(YU et al., 2005). Também ¢é caracterizada pela vacuolizacdo citoplasmética e condensagdo da
cromatina, bem como pelo aparecimento de corpos apoptdticos (HUSSEIN, 2005).

Diante disso, visando evitar a enorme perda folicular pela atresia, nas Ultimas décadas, tém
sido desenvolvido vérios modelos de cultivo in vitro que possibilitam o estudo dos fatores que
controlam a atresia e o crescimento folicular.

2.4 Aplicacdes da biotécnica de MOIFOPA

Em virtude da grande perda folicular que ocorre naturalmente in vivo e na tentativa de
utilizar de maneira eficiente o potencial de gametas femininos no futuro, muitos estudos vém
desenvolvendo a biotécnica de MOIFOPA, também conhecida como ovério artificial. Esta
biotécnica visa o resgate de FOPA do ambiente ovariano e seu posterior cultivo in vitro até a sua
completa maturagéo, evitando a atresia (FIGUEIREDO et al., 2007).

Esta biotécnica é de grande importancia tanto para a pesquisa fundamental quanto para a
reproducdo animal. No tocante & pesquisa fundamental, a MOIFOPA podera contribuir para a

elucidacdo dos mecanismos implicados na foliculogénese inicial. J4 para a reprodugdo animal, o
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isolamento de milhares de FOPA a partir de um Unico ovério e o posterior cultivo in vitro dos
odcitos neles inclusos até o estadio de maturagdo, podera contribuir para a multiplicacdo de animais
de alto valor zootécnico ou em vias de extingdo (FIGUEIREDO et al., 2007).

Além disso, a biotécnica de MOIFOPA representa uma excelente alternativa para
incrementar e auxiliar no desenvolvimento de pesquisas relacionadas a industria farmacéutica
visando avaliar em carater pré-clinico o efeito de drogas sobre odcitos em diferentes estadios de
desenvolvimento (de foliculos primordiais até foliculos antrais), bem como desenvolver a

imunoesterelizagdo com anticorpos anti-zona pelucida (FIGUEIREDO et al., 2010).

2.5 Estado atual do cultivo in vitro de foliculos pré-antrais em diferentes espécies

Um notavel progresso tem sido observado no cultivo in vitro de FOPA em diferentes
espécies animais. Em felinos (JEWGENOW, 1996) e equinos (HAAG et al.,2013), observou-se o
crescimento folicular ap6s o cultivo in vitro, porém, sem a formacédo de antro. Nas espécies humana
(TELFER et al., 2008), bovina (ROSSETTO et al., 2012) e canina (SERAFIM et al., 2010), os
foliculos secundérios isolados foram cultivados in vitro por diferentes periodos e se desenvolveram
até a fase antral. Com relacéo aos estudos com as espécies domesticas, os resultados mais relevantes
foram obtidos em suinos (WU e TIANG, 2007), bubalinos (GUPTA et al., 2008), ovinos
(ARUNAKUMARI et al., 2010; LUZ et al.,, 2012) e caprinos (SARAIVA et al., 2010;
MAGALHAES et al., 2011), os quais obtiveram a producio de embrides ap6s o cultivo de FOPA,
posterior & maturac&o e a fertilizag¢do in vitro dos odcitos.

Apesar dos grandes avancos no cultivo in vitro de FOPA com as espécies supracitadas, 0s
resultados mais satisfatérios foram obtidos a partir de estudos realizados com animais de
laboratdrio. CARROLL et al. (1990) obtiveram o nascimento de camundongos apds congelacéo e
descongelacdo, maturagdo e fecundagdo in vitro a partir de foliculos primérios. Posteriormente,
EPPIG e O'BRIEN (1996) obtiveram o nascimento de um camundongo a partir de foliculos
primordiais crescidos, maturados e fertilizados in vitro. Posteriormente, essa mesma equipe,
aperfeicoando o seu protocolo, relatou a produgdo de embrides e nascimento de 59 camundongos
saudaveis a partir de FOPA cultivados, maturados e fecundados in vitro (O'BRIEN et al., 2003).
Apesar desses resultados, a produgdo de odcitos maturos a partir do cultivo de FOPA ainda esta
longe de alcancar os niveis maximos de sua potencialidade devido as condi¢des de cultivo serem
inadequadas, parte disso decorre das poucas analises sobre a eficiéncia dos meios de cultivo de base

associada as caracteristicas espécie-especificas.
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2.6 Importancia da composi¢do do meio

Um fator importante para obtencdo de sucesso no cultivo in vitro de FOPA ¢é a composi¢o
do meio de cultivo de base. Estes meios sdo normalmente ricos em componentes importantes para a
manutengdo e o crescimento folicular in vitro como eletrélitos, antioxidantes, aminoécidos,
substratos energéticos e vitaminas (PICTON et al., 2008). Além de tais substancias, tem sido
demonstrado que os meios também devem conter preparacdes comerciais de insulina, transferrina e
selénio (ITS) (DEMEESTERE et al., 2005) e que podem ser frequentemente enriquecidos com
fontes protéicas (soro fetal bovino, soro de vaca em estro, albumina sérica bovina - BSA),
horménios, peptideos e diversos fatores de crescimento em diferentes combinagdes e concentragdes,
que sdo importantes para sobrevivéncia, proliferacéo e diferenciagéo celular (FIGUEIREDO et al.,
2011).

FIGUEIREDO et al. (1994) descreveram que a sobrevivéncia in vitro dos FOPA bovinos foi
reduzida na auséncia de hipoxantina e substratos energéticos, tais como piruvato e glutamina. Em
caprinos, a adi¢do simultanea de piruvato, glutamina, hipoxantina, BSA e ITS ao meio de cultivo de
base (MEM) reduziu significativamente a percentagem de foliculos morfologicamente degenerados
em comparagdo ao meio ndo suplementado (SILVA et al., 2004a). Apesar da utilizagéo rotineira de
concentragdes suprafisioldgicas de insulina (10 pg/ml) em preparados comerciais de ITS
adicionados ao meio de cultivo de FOPA caprinos, CHAVES et al. (2011) demonstraram que uma
concentracdo 1000 vezes mais baixa de insulina (10 ng/ml) foi mais eficiente para promover a
sobrevivéncia e crescimento de FOPA in situ.

Devido & importancia da composicdo do meio de cultivo de base, faz-se necesséario
estabelecer um meio de cultivo in vitro capaz de assegurar a sobrevivéncia e o desenvolvimento de
FOPA. Entretanto, a comparacéo da eficacia de meios de composi¢do complexa como o a-MEM e o
TCM-199, na presenca ou auséncia de EGF, ainda ndo foi realizada no cultivo in vitro de FOPA

caprinos e ovinos. Essas informagdes terdo destaque e serdo descritos a seguir.

2.6.1 Meios de cultivo de base

O meio de base utilizado no cultivo in vitro de FOPA pode ter grande influéncia sobre a
sobrevivéncia e crescimento dos foliculos ovarianos, em decorréncia de sua composi¢do. Os meios
de cultivo de base comumente empregados com sucesso no cultivo in vitro de FOPA séo o a-MEM
e TCM-199 (PICTON et al., 2008). O a-MEM é utilizado com sucesso no cultivo in vitro de FOPA
ovinos e caprinos para a manutengdo da sobrevivéncia e promogéo da ativagéo folicular (CHAVES
etal., 2010; LIMA et al., 2013). J4 0 TCM-199 é usado com frequéncia como meio de transporte de
ovérios caprinos (COSTA et al., 2005) e ovinos (MATOS et al., 2004). Além disso, este meio foi

comprovadamente capaz de manter a sobrevivéncia folicular (JAVED et al., 2010), além de
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estimular o crescimento folicular e a sintese de DNA de FOPA caprino e ovino (RAJARAJAN et
al., 2006; ARUNAKUMARI et al., 2007). O cultivo de FOPA isolados, tanto com a utilizagdo de a-
MEM quanto TCM-199, foi realizado com sucesso, inclusive com a obtencdo de embrides a partir
de odcitos cultivados e maturados in vitro (a.-MEM: SARAIVA et al., 2010, LUZ et al., 2012;
TCM-199: ARUNAKUMARI et al., 2010).

Em um estudo inicial sobre a influéncia da utilizag&o de diferentes meios de cultivo de base
sobre o cultivo in situ de FOPA caprinos, SILVA et al. (2004a) demonstraram que a utilizagéo de
MEM, sem o acréscimo de fracbes de solucdo a base de agua de coco (SAC), aumentou o
percentual de foliculos ativados. J& MARTINS et al. (2005) demonstraram que a utilizacdo de
MEM, SAC ou as solucbes conjuntas dessas substancias promoveram ativacdo dos foliculos
primordiais em caprinos.

Em estudos com humanos, WRIGHT et al. (1999) demonstraram que o a-MEM foi mais
eficiente para promover a diferenciacdo e crescimento folicular nos estagios de desenvolvimento
que o meio Waymouth e a Solucéo Salina Equilibrada de Earle (EBSS). J& em suinos, a utilizacdo
de TCM-199 aumentou o crescimento folicular em relacdo ao meio da North Carolina State
University medium 23 (NCSU23) (MAO et al., 2002). Este mesmo meio (TCM-199) mostrou-se
mais eficaz para manter a viabilidade e a ultraestrutura folicular quando comparado ao a-MEM,
McCoy’s no cultivo in vitro de FOPA bovinos (ROSSETO et al., 2012). Além disso, 0 TCM-199
resultou em maior crescimento e sobrevivéncia folicular, bem como maior quantidade de odcitos
em vesicula germinal quando comparado ao meio Leibovitz 15 e NCSU23 (JAVED et al., 2010).
Os principais resultados obtidos com a utilizacdo de diferentes meios de base estdo resumidos na
tabela 1.

Tabela 1: Principais resultados obtidos em diferentes espécies com a utilizagéo de diversos meios

de cultivo de base para o cultivo in vitro de FOPA.

Meio de Espécies Sistema de Melhores Resultados Referéncia
Cultivo Cultivo

Obtencdo de embribes a partir de
o6citos cultivados e maturados in

Bufalos . . . Gupta et al., 2008
Isolados vitro a partir de FOPA com celulas P
somaticas por 100 dias de cultivo.
MEM Reducéo da percentagem de foliculo
. morfologicamente degenerados
Caprino In situ quando adicionado piruvato, | Silva et al., 2004

glutamina, hipoxantina, BSA e ITS
ao MEM.
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Bovino

In situ

Crescimento e sobrevivéncia de
FOPA quando adicionado &cido
ascorbico (50 pg/ml) no cultivo in
situ de 8 dias.

Andrade et al., 2012

Gatas

In situ

Promocdo da sobrevivéncia de
foliculos primordiais no cultivo de
15 dias em gel de agarose.

Fujiara et al., 2012

NCSU23

Suino

Isolados

Crescimento de FOPA, obtencéo de
o6citos maturos e embrides apds
cultivo por 3 dias com FSH e EGF,
seguido de fertilizag&o in vitro.

Wu e Tiang, 2007

TCM-199

Bovino

Isolados

Obtencdo de crescimento folicular,
formacdo de antro e manutencdo da
ultraestrutura apés 16 dias de cultivo.

Rossetto et al., 2012

Camundongo

Isolados

Promocao do crescimento,
manutencdo da sobrevivéncia e
obtencdo de foliculos em vesicula
germinativa apos cultivo por 6 dias.

Javed et al., 2010

Ovino

Isolados

Obtencdo  odbcitos  maturos e
embrides apos cultivo de FOPA por
6 dias

Arunakumari et al.,
2010

a-MEM

Camundongo

Isolados

Crescimento folicular ap6s 6 dias de
cultivo in vitro.

Nonowaki et al.,
2010

Isolados

Obtencéo de embrides e nascimentos
de crias viaveis ap6s cultivo de
FOPA isolados obtidos a partir do
cultivo in situ de tecido ovariano.

O’Brien et al., 2003

Caprino

Isolados

Obtencdo de od6citos maturos e
embrido ap6s 18 dias de cultivo.

Magalhées et al.,
2011

In situ

Promocdo da sobrevivéncia e
crescimento de FOPA quando
associado a insulina (10 ng/ml).

Chaves et al., 2011

Ovino

Isolados

Maturacdo oocitaria e obtencdo de
moérula apds cultivo de FOPA e
ativacdo partenogenética.

Luz et al., 2012

Cadela

Isolados

Crescimento folicular e formagéo de
antro apés 18 dias de cultivo de

Serafim et al., 2010
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foliculos secundarios isolados.

Waymouth

Isolados Manutengao do crescimento
oocitario e sobrevivéncia folicular
apés 28 dias de cultivo in vitro
utilizando  odcitos de foliculos
isolados a partir de tecido ovariano
criopreservado.

Ovino

Murivi et al., 2005

In situ Manutengdo do crescimento e
desenvolvimento  dos  foliculos
isolados quando utilizado na
primeira fase o cultivo in situ.

Camundongo O’Brien et al., 2003

Bovino 28 dias. 2000

MCCoy'5a adicéo de ativina e FSH.

In situ Aumento do crescimento, formagéo
de antro e expressdo de proteinas
Bovino envolvidas na conexdo intercelular

- ; . 2010
(jungbes gaps) apbés cultivo com

Isolados Formacdo de antro ap6s cultivo de Gutierrez et al.,

Mclaughlin et al.,

In  situ e | Cultivo in vitro foliculos primordiais
isolados (2 | em fragmentos de tecido ovariano até
passos) 0 estagio de foliculos secundarios
avancados na presenca de ativina

Humano

Adaptado de DUARTE 2011

2.6.2 Fator de Crescimento Epidermal (EGF)

O EGF é um fator de crescimento intraovariano, proteico e mitogénico, pertencente a familia
EGF. Esta familia é constituida por 8 membros: o fator de crescimento transformante-alfa (TGF-a),
o fator de crescimento semelhante ao EGF ligado & heparina (HB-EGF), a anfiregulina (AR), a
epiregulina (EPR), a betacelulina (BTC) e as neuregulinas (NRG 1-4). Esses membros sdo
importantes mediadores da func¢éo ovariana e do desenvolvimento folicular (CONTI et al., 2006;
SILVA et al., 2010). O EGF tem sido implicado na formagéo, desenvolvimento e sobrevivéncia in
vitro de foliculos secundéarios em roedores (DEMEESTRE et al., 2005) e espécies domésticas como
os caprinos (CELESTINO et al., 2011a), provavelmente, pela sua agéo positiva sobre a proliferagdo

das células da granulosa e/ou inibicéo da apoptose celular.

A proteina EGF tem sido encontrada no odcito e nas células da granulosa de foliculos em
todos os estadios (EPPIG et al.,2001; CELESTINO et al., 2011a), enquanto que 0 RNAm para o

Telfer et al., 2008
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EGF foi descrito somente no odcito e nas células da granulosa de foliculos antrais suinos (SILVA et
al., 2011). J4 os seus receptores de membrana chamados de ERBB/EGFR, que s&o do tipo tirosina
quinase, se expressam nos foliculos ovarianos caprinos em todos os estadios de desenvolvimento
folicular e no epitélio germinativo do ovario (SILVA et al., 2006).

Estudos in vitro tém demonstrado em ovinos, que o EGF (100 ng/ml) ou EGF e FSH (100
ng/ml) adicionada ao meio de cultivo foram mais eficazes para manter a sobrevivéncia e viabilidade
de foliculos primordiais ativados ap6s 6 dias de cultivo (ANDRADE et al., 2005). J& em caprinos,
SILVA et al.(2004b) observaram a mesma eficacia da interacdo de EGF e FSH na manutencdo da
viabilidade folicular, estimulando o aumento do diametro folicular apés 5 dias. CELESTINO et al.
(2009) testaram diferentes concentragdes de EGF (0, 1, 10, 50, 100 e 200 ng/ml) e observaram que
as concentrages mais baixas de EGF (1 e 10 ng/ml) promovera a ativagéo e estimulara a transigao
de foliculos primordiais para primérios em caprinos. Como observado pela mesma equipe
(CELESTINO et al., 2011a), ap6s adigdo de EGF ao cultivo in vitro de foliculos secundarios
isolados, os niveis de RNAm para EGF foram maiores do que nos estadios iniciais e a concentragao
de 10 ng/ml de EGF foi capaz de promover o crescimento folicular. SILVA et al. (2012)
observaram que o EGF (50 ng/ml) promoveu a formagdo de antro, crescimento folicular e a
retomada da meiose de foliculos secundérios em caprino e foram verificados os efeitos do EGF
sobre os niveis de RNAm para EGF, receptores para EGF, receptor para o FSH e aromatase P450,
e observou-se que esses niveis variaram de acordo com o estadio de desenvolvimento folicular (na
fase antral inicial ou tardia). Além disso, a partir da utilizacdo de um meio de base que continha
EGF (50 ng/ml) suplementado com FSH sequencial e LH foi possivel a obtencdo do primeiro
embrido caprino oriundos de foliculos secundarios isolados cultivados in vitro (SARAIVA et al.,
2010).

2.7 Técnicas de avaliacao do cultivo in vitro de foliculos ovarianos

Existem diferentes técnicas de avaliacdo da qualidade dos foliculos ovarianos antes e apos o
cultivo in vitro, as quais permitem o monitoramento das altera¢cbes ocorridas durante o cultivo,
sendo, portanto, de grande importancia para a melhoria dos sistemas de crescimento in vitro de
FOPA. A avaliacdo da qualidade folicular apds o cultivo in vitro pode ser realizada por diferentes
técnicas. Dentre elas, podemos destacar a histologia classica (HC), a microscopia eletronica de
transmisséo (MET), a microscopia de fluorescéncia (MF) e a biologia molecular.

A HC é uma técnica considerada de baixo custo e de facil execugdo, importante para a
avaliacdo dos FOPA cultivados in vitro, pois além de permitir uma analise quantitativa, ou seja, de
um grande namero de foliculos cultivados, permite ainda verificar a mudanga na morfologia das

células da granulosa de pavimentosa para cubica, além de analisar a integridade morfolégica do
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odcito e das células da granulosa. Tais avaliacbes permitem, portanto, a classificacdo dos foliculos
quanto ao seu estadio de desenvolvimento (primordial, transicdo, priméario ou secundério), e ainda
quanto as suas caracteristicas morfoldgicas (normais ou atrésicos) (SILVA et al., 2004a).

A MET é considerada uma técnica qualitativa e acurada, que permite a avaliacdo da
integridade de membranas celulares e organelas citoplasméaticas (SALEHNIA, MOGHADAM,
VELOJERDI, 2002). Ela se mostra uma ferramenta valiosa para detectar modificacOes
morfolGgicas iniciais decorrentes da atresia, as quais podem ser observadas apenas em um nivel
ultraestrutural, antes de se tornarem mais visiveis e possiveis de serem identificadas por
microscopia optica (NOTOLLA et al., 2011). Tal técnica possibilita, portanto, discernir a qualidade
do odcito e das células da granulosa (LUCCI et al., 2001; LOPES et al., 2009), sendo deste modo,
comumente utilizada como uma técnica complementar a HC.

Na MF sdo utilizados marcadores fluorescentes, o0s quais quando excitados por
comprimentos de onda especificos, absorvem energia e emitem luz de maior comprimento de onda
(JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2004). A MF é considerada uma técnica confidvel, pratica e rapida
para analisar a viabilidade folicular (LOPES et al., 2009), tendo sido empregada para avaliagéo da
viabilidade de FOPA apds o cultivo in vitro em diversos trabalhos (BRUNO et al., 2009; SILVA et
al., 2010; MAGALHAES et al., 2010). Dentre os corantes vitais utilizados podemos citar 0s
marcadores fluorescentes (calceina—AM e etidio homodimero-1). A calceina-AM é um marcador de
fluorescéncia verde, que indica clivagem através da atividade esterases intracelulares, considerando
os foliculos viaveis. Ja o etideo homodimero-1 é um marcador de fluorescéncia vermelha, que
indica ruptura da membrana plasmética e marca a cromatina, considerando os foliculos ndo vidveis
(CARVALHO et al., 2011).

Atualmente, alguns estudos (ALMEIDA et al., 2010; CELESTINO et al., 2011a; LIMA et
al., 2011) tém associado técnicas de biologia molecular para verificar a presenca de RNAm para
fatores necessarios ao desenvolvimento folicular (SILVA et al., 2011) bem como observar a
presenca de proteinas (SILVA et al., 2006) e genes (SONG et al., 2011) relacionados a substancias
essenciais, como hormoénios e fatores de crescimento importantes para promocdo do

desenvolvimento e maturacéo folicular e oocitéria.
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3. JUSTIFICATIVA

Os FOPA representam cerca de 90 a 95% de toda a populagdo folicular, armazenando assim
a grande maioria dos odcitos presentes nos ovarios dos mamiferos. Entretanto, a grande maioria
desses foliculos morre por atresia, 0 que reduz significativamente o potencial reprodutivo das
fémeas.

Neste contexto, sabendo-se do grande valor econdmico que as espécies caprina e ovina
representam especialmente para o Nordeste brasileiro, é de extrema importancia o desenvolvimento
de um sistema de cultivo in vitro capaz de ativar esses foliculos e assegurar seu posterior
crescimento até a maturacdo, otimizando o aproveitamento do potencial oocitério desses animais de
alto valor zootécnico e incrementando a eficiéncia reprodutiva nessas espécies. Para que 0sS
foliculos primordiais entrem na fase de crescimento, é necessario que sejam ativados, isto é, que
ocorra a proliferacdo das células da granulosa e o aumento do volume citoplasmético do odcito.
Assim, é importante o desenvolvimento de um sistema de cultivo que promova a ativagdo e que
propicie o crescimento destes foliculos até o estadio pré-ovulatério fornecendo um grande nimero
de odcitos viaveis que poderdo ser destinados para as diferentes biotécnicas. Entretanto, as taxas de
producdo in vitro de embribes a partir de FOPA de espécies domesticas ainda sdo baixas,
demonstrando que ainda sdo necessdrios mais estudos para o aprimoramento da biotécnica
(FIGUEIREDO et al., 2008)

Nesse aspecto, um fator de extrema importancia, ainda a ser aprimorado, € a constituicdo do
meio de cultivo de base (a-MEM e TCM-199) de FOPA caprinos e ovinos, 0s quais sdo
rotineiramente utilizados em cultivos in vitro de FOPA inclusos em tecido ovariano.

Além disso, diversos estudos tém avaliado o efeito de fatores de crescimento adicionado ao
meio de cultivo como o fator de crescimento epidermal (EGF) que influencia no processo de
ativagcdo e mantém a sobrevivéncia de FOPA em ovinos e caprinos (ANDRADE et al., 2005;
CELESTINO et al., 2009). Entretanto, ainda ndo ha estudos que comparem a eficiéncia dos meios
de cultivo de base (a-MEM x TCM-199), na presenga ou auséncia de EGF, sobre a sobrevivéncia e
o0 desenvolvimento folicular em caprinos e ovinos ap6s cultivo in situ de curta duragao.

A fim de alcancar tais objetivos, foram empregadas as técnicas de histologia cléssica e de
microscopia de fluorescéncia para verificar a morfologia e viabilidade de FOPA caprinos e ovinos

cultivados, e, consequentemente, melhor avaliar a eficiéncia dos meios de cultivo testados.
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4, HIPOTESE CIENTIFICA

Diante do exposto foram formuladas as seguintes hipdteses:

1) O tipo de meio de cultivo de base (a-MEM e TCM-199) interfere na viabilidade de
FOPA caprinos e ovinos.

2) A adicdo de EGF aos meios de cultivo de base a-MEM e TCM-199 melhora o
desenvolvimento in vitro de FOPA caprinos e ovinos inclusos em fragmentos de tecido ovariano

apds o cultivo de curta duracéo.
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5. OBJETIVOS

5.1 Geral:
e Auvaliar o efeito de dois diferentes meios de cultivo de base (a-MEM e TCM-199)

acrescidos ou ndo de EGF sobre o cultivo in vitro de FOPA caprinos e ovinos.

5.2. Especificos:

e Comparar a eficiéncia dos meios de cultivo de base a-MEM e TCM-199 sozinhos ou
adicionados de EGF sobre o desenvolvimento folicular caprino e ovino.
e Analisar a viabilidade e sobrevivéncia folicular dos FOPA caprinos e ovinos

cultivados inclusos no tecido ovariano.
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6. CAPITULOI

Efeito da composi¢do de meios de cultivo de base e da presenca do fator de crescimento
epidermal (EGF) sobre a sobrevivéncia e desenvolvimento in vitro de foliculos pré-antrais
inclusos em fragmentos de tecido ovariano caprino e ovino
(Effect of culture medium composition a-MEM and TCM-199 and Epidermal Growth Factor (EGF)
addition on in vitro development and survival of caprine and ovine preantral follicles enclosed in

fragments ovarian tissue)

Periodico: Animal Reproduction Science

(Submetido em Maio de 2013)
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Abstract

The aim of this study was to evaluate the effect of culture media (Alfa Minimum Essential
Medium a-MEM and Tissue Culture Medium-199 TCM-199) in absence or presence of Epidermal
Growth Factor (EGF) on in vitro culture of caprine and ovine preantral follicles enclosed in ovarian
tissue. The fragments of ovarian cortex from both species were immediately analyzed after
collection (non-cultured control) or cultured for 1 or 7 days in a-MEM" or TCM-199" in absence or
presence of EGF (10 ng/ml). Before and after the culture, the fragments of ovarian cortex were
analyzed by classical histology and fluorescence microscopy. After 1 day of culture, all treatments
decreased the percentage of morphologically normal follicles when compared to non-cultured
control in both species (P<0.05). In fluorescence microscopy, it was observed viable follicles
decreasing in all treatments with 7 days when compared to non-cultured control in ovine. However,
in caprine, the culture with TCM-199" maintained the follicle viability after 7 days of culture
similar to fresh tissue (P>0.05). Regarding to activation, it was observed an increase of percentage
of growing follicles in all treatments after 7 days of culture when compared to non-cultured control
in both species. However, in ovine, after 7 days, only the treatments a-MEM*/EGF and TCM-199"
showed oocytes larger (P<0.05) than non-cultured control. In conclusion, the TCM-199" preserved
the caprine preantral follicle viability after in vitro culture. Futhermore, the media a-MEM*/EGF
and TCM-199" increased the oocyte diameter after 7 days of culture in ovine. Therefore, it is

recommended to use the TCM-199" in the culture of preantral follicles in both species.

Keywords: Follicle development. a-MEM. TCM-199. Viability. Caprine. Ovine.

1. Introduction

Several studies using in vitro culture of preantral follicles have been performed in order to
obtain lager number of mature oocytes. These studies have focused primarily on the action of
hormones and growth factors in the late follicular phase (Van den Hurk & Zhao, 2005; Baerwald et
al., 2012). However, to obtain a greater number of mature oocytes in the end of in vitro culture, it is
also necessary to know and investigate the role of different substances added in the culture medium
on the activation and growth of early preantral follicles.

Among commonly used culture media are highlight the Minimum Essential Medium (MEM:
Silva et al., 2004, Chaves et al., 2008), the Alfa Minimum Essential Medium, the modified MEM
(a-MEM: Chaves et al., 2010; Faustino et al., 2011) and the Tissue Culture Medium 199 (TCM-
199: Javed et al., 2010; Rossetto et al., 2012). These media (a-MEM and TCM-199) have been used
alone or added with other substances in the in vitro culture of caprine and ovine preantral follicles

and were able to maintain the survival and viability, and to promote the early follicular development
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(Chaves et al., 2011; Lima et al., 2013; Hemamalini et al., 2003). In addition, growth factors as
EGF promotes in vitro survival maintenance, viability and development of preantral follicles
enclosed in caprine and ovine ovarian tissue (Andrade et al., 2005; Celestino et al., 2009).

Although there are studies using various types of culture media in caprine and ovine, there are
no studies comparing the efficiency between a-MEM and TCM-199 media in the presence or
absence of EGF on the preantral folliculogenesis in these species. Thus, the aim of this study was to
evaluate the efficiency of culture media a-MEM and TCM-199 in the presence or absence of EGF

on survival, growth and viability of caprine and ovine preantral follicles enclosed in ovarian tissues.

2. Material and Methods
Unless stated otherwise, the culture media and other chemicals used in this study were
purchased from Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO). Ovaries were collected at a local
slaughterhouse from mixed-breed caprine (n = 5) and ovine (n = 5). In the laboratory, the cortex
from each pair of ovaries was then removed and cut into 9 fragments (9 mm®). The fragments were
placed in MEM with HEPES and then one slice of tissue was immediately fixed for histological
(non-cultured control: day 0). The remaining slices of ovarian cortex were cultured individually for
1 or 7 days in 1 ml of a culture medium in 24-well culture dishes at 39 °C, in an atmosphere at 5%
CO; in air. The basic culture media, referred to as a-MEM" or TCM-199", consisted of a-MEM or
TCM-199 supplemented with 5.5 pg/ml transferrin, 5 ng/ml selenium, 2 mM glutamine, 2 mM
hypoxantine, 1.25 mg/ml bovine serum albumin and antibiotics (100 pg/ml penicillin and 100 pg/ml
streptomycin) for both species. The insulin concentrations were different between species: 10 ng/ml
for goats (Chaves et al., 2011) and 10 pg/ml for sheep (Lima et al., 2013). The medium was
supplemented or not with EGF (10 ng/ml). This EGF concentration was chosen based on a previous
work (Celestino et al., 2009). Every 2 days, all the culture medium was refreshed.
Non-cultured control and cultured tissues were processed for histology and analyzed in
regard to development parameters as described by Silva et al. (2004). Follicular viability was
assessed by epifluorescence microscopy using a marker for live (calcein-AM) or dead (ethidium

homodimer-1) cells as previously described by Lima et al. (2013) and shown in Fig. 1.
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Fig.1. Photomicrographs of preantral follicles analyzed by fluorescence microscopy and
histology. Histological sections after staining with periodic acid Schiff-hematoxylin, showing (A)
normal preantral follicle and (B) a degenerated follicle after culture for 7 days. Note the retracted
oocyte with a pyknotic nucleus (B). GC: granulosa cell; O: Oocyte; Nu: oocyte nucleus (bar = 50
um). Assessment of the viability of preantral follicles using fluorescent probes. (C) Viable preantral
follicle marked in green by calcein-AM and (D) degenerated preantral follicle marked in red by
ethidium homodimer-1 (bar = 50 um).

Follicular viability evaluated by fluorescent markers (discrete variable) was analyzed using
Chi-square test and results were expressed as percentages. Continuous variables as follicular
surviving and activation were analyzed using PROC MIXED of SAS (2002),
including repeated statement to account for autocorrelation between sequential measurements.
Comparisons among culture medium were further analyzed by the LSD test. A probability of

P<0.05 indicated a significant difference and results were expressed as mean + S.D.

3. Results

From day 1 onwards of in vitro culture, all treatments reduced the percentage of
morphologically normal follicles when compared to non-cultured control in both species (P<0.05;
Table 1). Only in caprine specie there was a reduction in the percentages of morphologically normal

follicles in all treatments with the progression of the culture period (P<0.05).
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Table 1. Percentages of morphologically normal ovine and caprine preantral follicles (mean £ SD)

in the fresh control (non-cultured) and after 1 or 7-day culture in medium a-MEM" and TCM-199"

in the absence or presence of EGF.

Ovine Caprine
Treatments ) ) ) )
Follicular Survival (%) Follicular Survival (%)
Control 84,00 £6,41 92,66 + 1,49
Day 1 Day 7 Day 1 Day 7

aMEM" 71.33+3.80 * 70.00 £9.72 * 86.00 + 4.35 ** 68.67 + 8.69 *°
oMEM'/EGF 66.00 + 4.35* 66.67 £5.27 * 82.67 +£7.60 ** 71.33+6.91 *°
TCM-199" 67.33+£9.35* 68.67 £10.70 * 77.50 £ 7.39 *# 72.00 + 6.92 *B
TCM-199*/EGF 70.67+7.23* 63.33+6.67* 86.00 + 4.94 ** 76.67 +2.36 *°

*Differs significantly from the non-cultured control (P<0.05)

A B Capital letters represent distinct differences between columns (days of culture) within the same

specie

Only the treatments in absence of EGF were analyzed by fluorescence microscopy owing to

EGF addition had not promoted effect in the percentages of morphologically normal follicles

verified through the histological analysis. In quantitative analysis by fluorescence microscopy, we

observed that both culture media decreased the percentages of viable follicles in the end of culture

when compared to non-cultured control in ovine (Figure 2). However, in caprine, only the treatment

with a-MEM™ (80%) decreased (P<0.05) the percentages of viable follicles when compared to non-
cultured control (100%). On the other hand, TCM-199" maintained follicular viability when

compared to non-cultured control.
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Fig. 2. Percentages of viable sheep and goat preantral follicles (mean + SD) in the non-cultured
control and after 7 days of culture in medium a-MEM" and TCM-199".

After 7 days of culture, the proportion of primordial follicles (data not shown) was reduced
significantly, as the outcome of an increase in the proportion of developing follicles. In all
treatments (Table 2), it is noteworthy that for goats, it was observed a precocious follicular
development in both culture media used, since it was observed a significant increase (P <0.05) in
the percentage of developing follicles already on day 1 of culture when compared to the non-

cultured control.

Table 2. Percentage (mean = SD) of developing follicles in the non-cultured control and after in

vitro culture for 1 or 7 days in a-MEM" and TCM-199" in the absence or presence of EGF.

Treatments Ovine Caprine
Follicular Development (%) Follicular Development (%)
Control 27.06 + 5,09 23.04 + 6,07
Day 1 Day 7 Day 1 Day 7
oMEM" 19.43 +5.048 76.42 + 14.94%~ 53.55 + 6.93*B 78.74 + 9.05 *A
oMEM'/EGF 18.09 + 10.18° 82.01 + 7.17*% 62.54 + 10.17 *B 82.83 +8.02 *A
TCM-199" 21.68+7.808 78.80 + 351*4 58.97 + 8.43*5 85.28 + 4.47 *A
TCM-199'/EGF  16.45+ 11.098 69.42 + 14.86** 59.35 +10,81 *©B 85.28 + 3.62 *A

*Differs significantly from the non-cultured control (P<0.05).
A B Capital letters represent distinct differences between columns (days of culture) within the same
species.

The table 3 shows the follicular and oocyte diameters in non-cultured control (fresh tissue)
and after 1 and 7 days of culture in both species. In goats, there were no significant differences
among non-cultured control and evaluated treatments in follicular and oocyte diameters. However,
in sheep, after 1 day of culture it was observed an increase in the oocyte diameter in all treatments
when compared to the non-cultured control. After 7 days, only a-MEM® in presence of EGF and the

TCM-199" alone obtained oocytes larger (P<0.05) than non-cultured control. Moreover, with the
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progression of the culture period, there was a reduction of oocyte diameter in treatment TCM-199"

in presence of EGF.
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Table 3. Follicular and oocyte diameter (Mean = SD) of ovine and caprine preantral follicles in the non-cultured control and after 7 day culture in a-
MEM" and TCM-199" in the absence or presence of EGF.

Ovine Caprine Caprine
Treatments
Follicular Diameter (pum) Oocyte Diameter (pLm) Follicular Diameter (um) Oocyte Diameter (pum)
Control 31.98+8.46 14.24 +2.62 32.73+5.24 23.46 + 4.94
Day 1 Day 7 Day 1 Day 7 Day 1 Day 7 Day 1 Day 7
oMEM" 28.37+ 4.26 30.23+8.81 18.99 + 3.04* 17.36 +5.29 31.52+3.84 29.80+5.35 21.73+2.92 19.67 £2.97
oMEM'/EGF 29.87+4.02 29.44 £ 6.59 20.23+ 346 * 18.27 + 4.38* 32.74 £ 4.67 32.22+5.62 21.96+4.14 20.18 +4.86
TCM-199* 28.14+3.70 32.51+8.10 19.61 + 1.39* 18.54 + 4.86* 29.27 +3.34 31.37+8.77 20.60+ 3.34 19.84 £5.42
TCM-199"/EGF  30.54 + 4.00 25.84 +6.05 20.55 + 2.77** 1590 +5.17 8 31.66+4.74 31.47+7.64 21.57+3.18 20.29 +5.47

*Differs significantly from the non-cultured control (P<0.05).

A B Capital letters represent distinct differences between columns (days of culture) within the same specie.
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4. Discussion

The present study evaluated the effect of culture media a-MEM and TCM-199 in presence
or absence of EGF in survival, viability and growth of caprine and ovine preantral follicles. In both
species and culture media there was a reduction in percentage of morphologically normal follicles
after 7 days of culture when compared to non-cultured control. Regarding to follicle activation, i.e,
the primordial to primary follicle transition, after 7 days of culture, we observed an increasing in the
percentage of developing follicles in all treatments in ovine and caprine compared to control. This
activation result is probably due to the rich composition of the used media (a-MEM e TCM-199),
which are composed for several nutrients such as amino acids, antioxidants, inorganic salts and
glucose that may stimulate follicular activation (Javed et al., 2010; Haag et al., 2013). Amino acids
provides energy sources and precursor protein synthesis (Fujiara et al., 2012) and antioxidant
responsible for protecting cells against reactive oxygen species (ROS) (Rossetto et al., 2009).

In the present study, the addition of EGF in the culture media had not promoted effect in the
survival, activation and growth. However, in caprine (Celestino et al., 2009) and ovine (Andrade et
al., 2005), there was a beneficial effect of the addition of EGF on survival and follicular
development after culture of preantral follicles enclosed in ovarian tissue. The divergent in results
might be related to the differences between the used culture media, since these studies used MEM,
which is a simple media with inorganic salts and glucose. The simple composition of this medium is
not sufficient for follicular development, thus the effect of EGF was more evident. In addition, other
differences between our study and the studies of Celestino et al. (2009) and Andrade et al. (2005)
might promote distinct results. One of the differences is the source of used EGF, once previous
studies used human recombinant. However, in our study, we used the EGF from mouse
submaxillary glands, which has shown good results in goat secondary follicles growth (Silva et al.,
2012). Furthermore, studies with recombinant follicle stimulating hormone (FSH) have shown that
different sources of substances might influence on in vitro culture cells (Magalh&es et al., 2009;
Calongos et al., 2008), which may have occurred in this study in referred to EGF.

Evaluation of follicular diameter showed no difference between days of culture in both
species and culture media in presence or absence of EGF. However, in sheep, we observed an
increase in the oocyte diameter after 7 days of culture in a-MEM* medium supplemented with EGF
and in TCM-199" without the addition of EGF. This result clearly shows that, contrary to a-MEM",
when modified TCM-199 was used in the culture of ovine preantral follicles, no addition of growth
factors was necessary for promoting oocyte growth. Differences in the medium composition
(compound type and/or concentration) between the aforementioned media may explain this effect.

However, which variable(s) counterbalance the additional effect of EGF remains to be investigated.
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5. Conclusion

In conclusion, the TCM-199" preserved the caprine preantral follicle viability after in vitro
culture. However, the media o-MEM*/EGF and TCM-199" increased the oocyte diameter after 7
days of culture in ovine. Therefore, it is recommended to use the TCM-199" in the culture of
preantral follicles in both species.
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7. CONCLUSAO

O meio de base TCM-199" foi capaz de manter a viabilidade ap6s 7 dias de cultivo na
espécie caprina. J& na espécie ovina, 0 a-MEM" adicionado de EGF e o TCM-199" sozinho
destacaram-se por possibilitar o aumento do didmetro oocitario. Desta forma, recomenda-se a

utilizagdo do TCM-199" no cultivo de FOPA em ambas as espécies.
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8. PERSPECTIVAS

O presente trabalho permitiu determinar um meio de cultivo de base que pudesse ser
utilizado tanto na espécie ovina quanto na caprina, no caso especifico o TCM-199°. No entanto,
futuros estudos serdo necessérios para elucidar quais suplementos deverdo ser adicionados ao meio
de cultivo de base para assegurar o crescimento dos foliculos primordias inclusos em fragmentos
ovarianos até o estagio de foliculos secundérios avangados. O isolamento destes Gltimos seguido do
seu cultivo até o estagio de foliculo pré-ovulatério sera fundamental para a producdo de embrides a

partir de FOPA.
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