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RESUMO

O desenvolvimento de um sistema de cultivo in vitro capaz de manter a viabilidade e promover

completo crescimento de foliculos preé-antrais (foliculos pré-antrais) é de fundamental
importancia para o fornecimento de milhares de odcitos viaveis, aptos a serem fertilizados,
visando o aumento na producdo de embrides. Desta forma, este trabalho teve como objetivo
avaliar o efeito do hormonio foliculo estimulante recombinante (FSHr) sobre o desenvolvimento
in vitro de foliculos pré-antrais caprinos e ovinos isolados. Para tanto, ovarios de cabras e ovelhas
sem raca definida foram coletados em abatedouro local e transportados ao laboratério por até
uma hora em Meio Essencial Minimo (MEM) a 4°C contendo HEPES e antibioticos. Os foliculos
pré-antrais foram isolados por microdisseccdo com auxilio de agulhas de 26 G sob
estereomicroscopio. Em seguida, os foliculos isolados foram cultivados em gotas de 25 pL de o-
MEM suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB), 1% de insulina-transferrina-selénio
(ITS),1% de antibidticos e 50 pg/mL de acido ascorbico, na auséncia (controle) ou presenca de
FSHr (100 ou 1000 ng/mL), a 39 °C com 5% de CO, em ar. Durante o cultivo foram avaliados a
morfologia, o crescimento folicular e a formacdo de antro. Foi observado que, na espécie caprina,
0 cultivo com FSHr, em ambas concentracdes testadas, apresentou percentuais de foliculos
morfologicamente normais semelhantes ao controle até o 12° dia de cultivo (P>0,05), sendo
observada uma reducdo deste pardmetro no 18° dia (P<0,05) somente no tratamento com 1000
ng/mL de FSRr. Na espécie ovina, o percentual de foliculos morfologicamente normais foi
semelhante em todos os tratamentos (P>0,05). Com relacdo ao desenvolvimento folicular, em
caprinos, a adicdo de FSHr, em ambas concentragcfes, aumentou significativamente a taxa de
crescimento em relagcdo ao controle (P<0,05). Entretanto, na espécie ovina, este aumento so foi
observado no grupo tratado com FSHr na concentracdo de 1000 ng/mL. No que se refere a
formacdo de antro, em ambas as espécies, ndo foi observada diferenca significativa entre 0s
tratamentos com FSHr e o grupo controle. Quanto a andlise da configuracdo da cromatina,
observou-se que todos os o6citos permaneceram em estddio de vesicula germinativa. Assim,
pode-se concluir que foliculos pré-antrais caprinos e ovinos sdo capazes de manter a
sobrevivéncia e o crescimento in vitro até o estadio antral na auséncia de FSH. Contudo, este
hormonio teve um papel importante no aumento da taxa de crescimento folicular em ambas as

espécies.



Palavras-chave: Horménio foliculo estimulante. Cultivo in vitro. Cabras. Ovelhas. Foliculo pré-

antral. Odcito.



ABSTRACT

The development of an in vitro culture system able to maintaining the viability and promote the
full growth of preantral follicles is very important for supply thousands of viable oocytes, ready
to be fertilized, in order to increase the production of embryos. The aim of this work was to
evaluate the effects of recombinant follicle stimulating hormone (rFSH) on the in vitro
development of isolated caprine and ovine preantral follicles. For this purpose, ovaries were
collected from mixed-breed goats and ewes at a local slaughterhouse and transported to the
laboratory in HEPES-buffered Minimum Essential Medium (MEM) with antibiotics at 4°C within
1h. Preantral follicles were isolated under a stereomicroscope using 26 G needles. Afterwards,
follicles were individually cultured in 100 pL drops containing a-MEM supplemented with 10%
fetal calf serum (FCS), 1% insulin-transferrin-selenium (ITS), 1% antibiotics and 50 pg/mL
ascorbic acid, without (control) or with rFSH at 100 or 1000 ng/mL. The in vitro culture was
carried out at 39°C in an humidified incubator with 5% CO; in air. Follicular morphology,
growth and antral cavity formation were assessed throughout the culture. The results showed that
addition of rFSH to the medium in both tested concentrations had no effect on the percentages of
caprine morphologically normal follicles until day 12 of culture as compared with the control
(P>0.05), but a decrease was observed on day 18 when the hormone (P<0.05) was used at
concentration of 1000 ng/mL. Regarding ovine studies, percentages of normal follicles were
similar in all treatments. Growth rates were increased in caprine follicles by use of rFSH in both
concentrations in comparison to the control (P<0.05). In ovine follicles, such effect was observed
only when rFSH was used at 1000 ng/ml. In regard to antral cavity formation, no diference
among treatments was observed for both species. The analysis of chromatin configuration
revealed that all oocytes remained at the germinal vesicle stage. In conclusion, caprine and ovine
preantral follicles are capable to survive and develop to the antral stage in vitro without FSH.

However, this hormone is important for increasing follicular growth rates in both species.

Keywords: follicle stimulating hormone, in vitro culture, goats, ewes, preantral follicle, oocyte.
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1 INTRODUCAO

Atualmente, a ovinocaprinocultura apresenta um ciclo de crescimento mundial o qual
intensificou-se nas ultimas décadas, sobretudo em paises em desenvolvimento, que sdo 0s
detentores dos maiores rebanhos. Dessa forma, h4 uma ampla necessidade de incremento na
assisténcia desses animais, tanto para permitir o aumento da eficiéncia reprodutiva e/ou produtiva
dos rebanhos, como para a multiplicacdo mais eficiente dos genotipos, que pode ser alcancada a
partir do desenvolvimento de biotécnicas da reproducdo (FONSECA, 2005).

Para maximizar a utilizagdo de gametas femininos, vem sendo desenvolvida a biotécnica
de Manipulacdo de Odcitos Inclusos em Foliculos Ovarianos Pré-antrais (MOIFOPA), que
permite a obtencdo de odcitos oriundos de foliculos pré-antrais, uma vez que estes representam a
maioria da populacdo folicular. O principal objetivo desta biotécnica é recuperar um grande
nimero de odcitos inclusos nesses foliculos e cultiva-los in vitro até sua completa maturagédo
(FIGUEIREDO et al., 2008).

Nesse sentido, o desenvolvimento de um sistema eficiente de cultivo de foliculos pre-
antrais € um ponto crucial para o crescimento folicular, contribuindo para uma melhor
compreensdo dos diversos fatores implicados na foliculogénese e no processo de atresia ou morte
folicular (FIGUEIREDO et al., 2008). Até o momento, sabe-se que o crescimento dos foliculos
presentes no ovario mamifero € regulado por gonadotrofinas e por fatores intra-ovarianos
(FORTUNE et al, 2003). As gonadotrofinas sdo indispensaveis para o desenvolvimento de
foliculos antrais, entretanto seu papel sobre a foliculogénese inicial ainda ndo esta bem elucidado
(FORTUNE et al., 2003). Dentre as gonadotrofinas, o Hormonio Foliculo-Estimulante (FSH) tem
sido amplamente utilizado no cultivo de foliculos pré-antrais caprinos (MATOS et al., 2007) e
ovinos (ARUNAKUMARI et al., 2007), permitindo a manutengéo da viabilidade e o crescimento
folicular.

Para uma melhor compreenséo deste trabalho, a revisdo de literatura a seguir aborda
aspectos relacionados a oogénese, foliculogénese, atresia folicular, aplicacdes da biotécnica de
MOIFOPA, isolamento folicular, cultivo in vitro de foliculos pré-antrais, composic¢éo do meio de

cultivo sobre o desenvolvimento folicular e maturagéo oocitaria in vitro (MIV).



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Oogénese

A o00génese é um conjunto de processos que compreende o desenvolvimento e a
diferenciacdo das células germinativas primordiais (CGP) da fémea até a formacdo do oocito
haploide fecundado. Inicia-se antes do nascimento e somente alguns o00citos conseguem
completar seu desenvolvimento meses ou anos mais tarde, ou seja, quando o animal atinge a
puberdade e apos a fecundagdo (FIGUEIREDO et al., 2008).

Durante o inicio do desenvolvimento fetal, ocorre a migracdo das CGP do saco vitelinico
para a regido das gonadas primitivas (VAN DEN HURK; ZHAO, 2005). Em seguida, as CGP
multiplicam-se e transformam-se em oogonias, as quais possuem uma alta atividade mitética e
transcricional (EPPIG et al., 2004). Entdo, ocorre a replicacdo do DNA das oogdnias e estas
entram em meiose, tornando-se odcitos primarios. Estes comegcam a primeira divisdo meiotica,
passando pelos estadios da profase | (leptéteno, zigéteno e paquiteno), permanecendo no estadio
de dictiéteno ou vesicula germinativa até a puberdade. Neste periodo, o pico do Horménio
Luteinizante (LH) induz o odcito a retomar a meiose e entdo, ocorre o rompimento da vesicula
germinativa, progressdo para metéfase I, anafase | e telofase I, expulsdo do primeiro corpusculo
polar e formacéo do odcito secundario. Inicia-se a seguir a segunda divisdo meidtica, em que 0
nucleo do odcito evolui até o estadio de metafase Il, quando ocorre a segunda interrupcdo da
meiose (VAN DEN HURK; ZHAO, 2005). O odcito permanece neste estadio até ser fecundado
pelo espermatozdide, quando entdo, completa a meiose e expulsa o segundo corpusculo polar,
formando o odcito haploéide fecundado (MOORE; PERSAUD, 1994).

2.2 Foliculogénese e caracteristicas dos foliculos ovarianos

A foliculogénese é um evento iniciado na vida intra-uterina na maioria das espécies e
pode ser definida como o processo continuo de formacdo, crescimento e maturacdo folicular,
iniciando com a génese do foliculo primordial e culminando com o estadio de foliculo pré-
ovulatério (VAN DEN HURK; ZHAO, 2005).



O foliculo é considerado a unidade morfofuncional do ovério, proporcionando um
ambiente ideal para o crescimento e maturacdo do oécito (CORTVRINDT; SMITZ, 2001), além
de produzir horménios e peptideos (ADASHI, 1994). O foliculo é composto por um o06cito
circundado por células somaticas (granulosa e tecais) e, durante a foliculogénese, sua morfologia
é alterada uma vez que o oo6cito cresce e as células da granulosa circundantes se diferenciam
(BRISTOL-GOULD; WOODRUFF, 2006).

Os foliculos podem ser classificados em pré-antrais (primordiais, primarios e secundarios)
e antrais (terciarios e pré-ovulatorios). Os foliculos primordiais representam a grande maioria dos
foliculos presentes no ovario (95%) e encontram-se quiescentes (FORTUNE et al., 2003). Tais
foliculos contém um odcito circundado por uma unica camada de células da pré-granulosa com
morfologia pavimentosa. A transi¢do do estadio primordial para primario pode ser prolongada e
foliculos com células da granulosa de morfologia pavimentosa e cubica sdo freqlientemente
observados, sendo classificados por alguns autores como foliculos de transicdo (FORTUNE et al.,
2003).

Os foliculos primarios, por sua vez, contém uma Unica camada de células da granulosa
com morfologia cubica circundando o odcito e, a partir desse estadio, 0 odcito passa a manter um
estreito contato com essas células mediado por endocitose, acredita-se dessa forma que as trocas
de nutrientes entre oocito com as células da granulosa ocorra por pinocitose. Com o crescimento
dos foliculos primérios, ocorre a proliferacdo das células da granulosa e o crescimento do odcito,
sendo formados os foliculos secundarios (PICTON et al., 1998). Tais foliculos s&o caracterizados
por duas ou mais camadas de células da granulosa cubicas ao redor do odcito. Com o
desenvolvimento desses foliculos, inicia-se a formagéo da zona pelicida (LUCCI et al., 2001),
bem como a formacédo das células da teca externa a partir do estroma intersticial (VAN DEN
HURK; ZHAO, 2005). E importante salientar que as proteinas para formacio da zona peltcida
comecam a ser sintetizadas a partir do inicio do crescimento dos foliculos primordiais, mas
tornam-se claramente visiveis em foliculos secundarios (MATOS et al., 2004; FIGUEIREDO et
al., 2008).

Com o crescimento dos foliculos secundéarios e organizacdo das células da granulosa em
varias camadas, ocorre a formacdo de uma cavidade repleta de liquido denominada antro. A partir
deste estadio, os foliculos passam a ser denominados antrais. Durante o desenvolvimento

folicular, a producdo de fluido antral é intensificada pelo aumento da vascularizagdo folicular e
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permeabilidade dos vasos sanguineos. O desenvolvimento dos foliculos antrais é caracterizado
por uma fase de crescimento, recrutamento, selecdo e dominancia (VAN DEN HURK; ZHAO,
2005) sendo a formacéo de foliculos pré-ovulatérios um pré-requisito para a ovulacéo e formacao
do corpo luteo (DRUMMOND, 2006).

Primordiais Primarios J Secundérios Terciarios Pré-ovulatério

 N—

Figura 1. Classificacao folicular ovariana

2.3 Atresia folicular

Ao longo de toda a vida reprodutiva, foliculos ovarianos em todas as fases de
desenvolvimento estdo presentes, entretanto a grande maioria destes foliculos ndo chega até a
ovulagcdo, mas ao contrario, é eliminada por meio de um processo conhecido por atresia folicular
(FIGUEIREDO et al., 2008).

A atresia € um fendmeno natural que leva a exaustdo do pool de foliculos pré-antrais
(MORITA; TILLY, 1999) e é comum a todas as espécies domésticas, podendo ocorrer em
qualquer estadio do desenvolvimento folicular (GLAMOCLIJA et al., 2005). Nos estadios
iniciais da foliculogénese, a atresia é iniciada no odcito e em seguida acomete as células da
granulosa (MORITA; TILLY, 1999), verificando-se o processo inverso nos foliculos antrais
(GLAMOCLIJA et al., 2005).

A atresia pode ocorrer por via degenerativa (SAUMANDE, 1991) e/ou apoptdtica
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(FIGUEIREDO, 1995). Na via degenerativa, a isquemia pode ser uma das principais causas do
desencadeamento da morte folicular (FARBER, 1982), resultando em alteragfes na
permeabilidade da membrana celular, aumento de &gua intracelular, vacuolizacdo citoplasmaética
e, conseqlientemente, degeneracdo (BARROS et al., 2001).

No que diz respeito a apoptose, sabe-se que este € um evento geneticamente determinado,
que depende da expressdo de genes pré e anti-apoptoticos, podendo ser observada nos foliculos
ovarianos durante toda a vida fetal e adulta. Uma caracteristica marcante da apoptose ¢ a ativacao
de nucleases enddgenas que quebram o DNA a cada 180-200 pares de bases (YU et al., 2005).

Em virtude da grande perda folicular que ocorre naturalmente in vivo, e na tentativa de
utilizar de maneira eficiente o potencial de gametas femininos, vem sendo desenvolvida a
biotécnica de MOIFOPA.

2.4 A biotécnica de MOIFOPA e suas aplicacdes

A MOIFOPA visa o isolamento ou resgate de foliculos pré-antrais do ambiente ovariano,
seguido das etapas de conservacdo (resfriamento e/ou criopreservacao) e/ou cultivo in vitro até o
estddio de maturacdo folicular ou oocitaria (FIGUEIREDO et al., 2008). Desta forma, esta
biotécnica permite a estocagem de gametas femininos, prevencdo da ocorréncia de atresia, bem
como, promove o crescimento, maturagéo e fecundacdo in vitro dos oocitos previamente inclusos
em foliculos pré-antrais.

A biotécnica de MOIFOPA é de grande importancia para a pesquisa fundamental e para a
reproducdo animal. No tocante & pesquisa fundamental, esta biotécnica podera contribuir para
elucidacdo dos mecanismos implicados na foliculogénese na fase pré-antral. Nesse caso, 0S
foliculos pré-antrais isolados do ambiente ovariano poderdo ser cultivados in vitro em presenca
de diferentes substancias (matriz extracelular, hormonios, fatores de crescimento, carboidratos,
aminodcidos, etc), cujo efeito individual ou associado a gonadotrofinas e outros fatores de
crescimento poderd ser avaliado e controlado em diversos experimentos visando o
desenvolvimento do projeto “Ovério Artificial”. O Projeto ovario artificial permite acompanhar o
crescimento do odcito dentro do foliculo desde a pré-antral até a fase antral, contribuindo dessa

forma para um melhor entendimento acerca do funcionamento do ovaério.
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Com relacdo a reproducdo animal, a MOIFOPA poderd, no futuro, permitir o isolamento
de milhares de foliculos pre-antrais a partir de um unico ovario e o posterior cultivo in vitro dos
odcitos neles inclusos até o estadio de maturacdo, contribuindo assim para a multiplicacdo de
animais de alto valor zootécnico além de reduzir a utilizagdo de animais vivos em experimentos e
testes de laboratorio (FIGUEIREDO et al., 2008).

2.5 Isolamento folicular

Para resgatar foliculos pré-antrais do ovario, procedimentos de isolamento mecanico e/ou
enzimatico podem ser utilizados. O isolamento enzimético tem sido realizado em vérias espécies,
tais como caprinos (RAJARAJAN et al., 2006), bubalinos (GUPTA et al., 2007), ovinos
(MURUVI et al.,, 2005) e murinos (EPPIG; SCHROEDER, 1989). Paralelamente aos
procedimentos enzimaticos, métodos mecanicos tém sido mais comumente adotados para o
isolamento de foliculos pré-antrais de ovarios bovinos (ITOH et al., 2002), caprinos (MAO et al.,
2002; ARUNAKUMARI et al., 2007) e ovinos (AMORIM et al., 2000). Tais métodos tém
proporcionado a recuperacdo de um grande numero de foliculos pré-antrais, sendo mais utilizadas
a microdisseccdo que permite isolar foliculos maiores que 100um (LEE et al., 2007,
TAMILMANI et al., 2005) e o método que tem como base o tissue chopper, que permite isolar
foliculos menores que 100 um (MARTINEZ-MADRID et al., 2004) ou ainda a associa¢do dos
métodos mecénico e enzimatico (GUPTA et al., 2008).

Uma vez isolados do ambiente ovariano, os foliculos pré-antrais podem ser destinados para
o cultivo in vitro. Varios estudos (CECCONI et al., 2004; WU; TYAN, 2007; ARUNAKUMARI
et al., 2007) tém sido realizados na tentativa de se desenvolver um sistema de cultivo que possa
promover o crescimento de foliculos pré-antrais in vitro, evitando as perdas foliculares que

ocorrem naturalmente in vivo.

2.6 Cultivo in vitro de foliculos pré-antrais

O objetivo principal do cultivo in vitro (CIV) de foliculos pré-antrais é permitir o

desenvolvimento folicular, assegurando o crescimento e a maturacdo dos odcitos, bem como a
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multiplicacdo e a posterior diferenciacdo das células da granulosa inclusas nestes foliculos. O
sistema de cultivo ideal deve preencher trés requisitos basicos e sequenciais, a saber: preservar a
viabilidade dos foliculos, conservar sua aparéncia morfoldgica pré-existente in vivo e, finalmente,
desde que mantidas as condi¢Oes precedentes, assegurar o crescimento e a maturacdo folicular
(FIGUEIREDO et al., 2008).

Diferentes métodos de cultivo tém sido desenvolvidos para manter a viabilidade e
promover o crescimento de foliculos pré-antrais in vitro (HARTSHORNE, 1997). Em roedores,
devido ao pequeno tamanho do ovério, utiliza-se frequentemente o cultivo in vitro do 6rgao
inteiro, 0 que permite estudar os fatores que podem afetar a ativacdo folicular (FORTUNE,
2003). Por outro lado, o tamanho dos ovarios de mamiferos domésticos ndo permite que estes
sejam cultivados inteiros, tendo sido desenvolvidos varios métodos para o cultivo in situ de
fragmentos de coOrtex ovariano, pois nesta area do ovario estd localizado o pool de foliculos
quiescentes. Estes métodos sdo importantes para o estudo da ativacdo de foliculos primordiais e
do crescimento de foliculos priméarios em varias espécies (bovinos: BRAW-TAL; YOSSEFI,
1997; babuinos: WANDJI et al., 1997; humanos: HOVATTA et al., 1999; caprinos: SILVA et al.
20044a). Diferentemente de foliculos primordiais e primarios, que comumente sdo cultivados in
situ, foliculos secundarios e antrais, sdo mais frequentemente cultivados na forma isolada, uma
vez que o isolamento geralmente utiliza foliculos nestas categorias e isso parece ser importante
para o futuro desenvolvimento in vitro (PICTON et al., 2008).

Grandes progressos ja tém sido observados no cultivo in vitro de foliculos pré-antrais em
diferentes espécies animais. Em felinos (JEWGENOW,; STOLTE, 1996) e marsupiais
(BUTCHER; ULLMAN, 1996), ap6s o cultivo in vitro, j& foi observado o crescimento de
foliculos ovarianos pré-antrais isolados, porém, sem a formacdo de antro. Nas espécies ovina
(CECCONI et al., 1999), bovina (GUTIERREZ et al., 2000; McCAFFERY et al., 2000), e
caprina (HUANMIN; YONG, 2000) foliculos pré-antrais isolados desenvolveram-se in vitro até
0 estadio antral. Resultados mais satisfatorios foram obtidos com suinos (WU; TIAN, 2007) e
bubalinos (GUPTA et al., 2008), em que se alcancou a producdo de embrides apés cultivo in vitro
de grandes foliculos secundarios. Entretanto, os melhores resultados foram observados por
Carroll et al. (1990) que obtiveram o6citos maturos apds congelagdo, descongelacdo e cultivo in

vitro de foliculos primarios decamundongos. Mais recentemente, O’Brien et al (2003) obtiveram
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0 nascimento de camundongos a partir de foliculos primordiais desenvolvidos, maturados e

fecundados in vitro.

2.7 Influéncia da composigdo do meio de cultivo no desenvolvimento folicular

Para obtencdo de sucesso durante o cultivo in vitro de foliculos pré-antrais, a composi¢édo
do meio € um fator importante e esta varia enormemente de acordo com o estudo realizado.
Apesar disso, alguns componentes como solucdo salina, antibiéticos (penicilina, estreptomicina),
tampdes (bicarbonato, fosfato, HEPES) e diferentes substratos nutricionais (monossacarideos,
lipideos, proteinas, aminoacidos, acidos nucléicos, vitaminas, etc) constituem a base da maioria
dos meios disponiveis. Ademais, esses meios sdo frequentemente enriquecidos com fontes
protéicas (soro fetal bovino, soro de vaca em estro, soro de macho castrado, albumina sérica
bovina), horménios, peptideos e diversos fatores de crescimento em diferentes combinacgdes e
concentracdes (FIGUEIREDO et al., 2008).

Com relacdo aos meios de cultivo de base, ha uma variedade de meios que sdo utilizados
no cultivo in vitro de foliculos pré-antrais, dentre eles podemos citar o Meio Essencial Minimo -
MEM (MATOS et al., 2007; BRUNO et al., 2008; SILVA et al., 2009), Waymouth (EPPIG;
O’BRIEN 1996, MURUVI et al., 2005) e McCoy’s (TELFER et al., 2008). O meio de cultivo de
base utilizado para o crescimento in vitro de foliculos pré-antrais comumente é suplementado
com diferentes fatores e substancias, porém a eficacia desses fatores adicionais na manutengao do
crescimento e da sobrevivéncia folicular depende da epécie estudada, do proprio sistema de
cultivo, da concentracdo desses fatores e da duracdo do cultivo. Além disso, sabe-se que 0s
foliculos podem ser potencialmente influenciados pelos sinais endécrinos produzidos pelas
células do estroma e por outros foliculos, ou por fatores produzidos dentro dos préprios foliculos
(hormonios e fatores de crescimento) (FORTUNE et al, 2003).

Assim, diversos autores tém investigado o efeito de varios componentes no cultivo in
vitro de foliculos pré-antrais, tanto de animais de laboratorios (O’BRIEN et al., 2003) como
animais domésticos (vacas: GUTIERREZ et al., 2000, cabras: MATOS et al., 2007 e ovelhas:
ARUNAKUMARI et al., 2007). Silva et al. (2004b) descreveram que houve uma reducdo da

sobrevivéncia de foliculos pré-antrais caprinos cultivados in situ quando a solucdo a base de agua
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de cdco foi adicionada ao Meio Essencial Minimo (MEM). No entanto, a adi¢cdo de ITS (insulina,
transferrina e selénio), hipoxantina, piruvato, glutamina e albumina sérica bovina (BSA) ao meio
foi capaz de manter a viabilidade folicular apés cultivo in vitro. Além disso, obteve-se o
completo desenvolvimento de odcitos até estarem aptos a maturagdo e fecundagéo in vitro apos
cultivo de foliculos pré-antrais de bufalas com células do cumulus em MEM (GUPTA et al.,
2008). Outra substancia que vem sendo utilizada no meio de cultivo de base é o acido ascorbico.
Sua funcéo anti-oxidante (TILLY; TILLY, 1995) permite que ele seja capaz de inibir a apoptose
de foliculos ovarianos e células da granulosa cultivados in vitro (HAROLD et al., 1996),
melhorar a qualidade e a sobrevivéncia de foliculos bovinos cultivados in vitro (THOMAS et al.,
2001) aléem de manter a viabilidade de foliculos pré-antrais caprinos cultivados in vitro por 14
dias (ROSSETTO et al.,, 2009). Além dos suplementos descritos anteriormente, outras
substancias também vém sendo testadas no cultivo in vitro de foliculos pré-antrais, tais como
hormonios (FSH e LH: SARAIVA et al., 2009, Estradiol: LIMA-VERDE et al., 2009) e fatores
de crescimento (GDF-9: Martins et al., 2008, EGF: Celestino et al., 2008.

Nas sessdes seguintes, sera dada énfase a importancia do Soro e do FSH na

suplementacdo de meios de cultivo in vitro de foliculos pré-antrais.

2.7.1 Soro

Outra substancia que também pode ser adicionada ao meio de cultivo in vitro é o soro de
diferentes origens. De fato, este € um produto biolégico indefinido, composto por substancias
ativas tais como aminoacidos (KESKINTEPE et al., 1995; KIM et al., 1993), substratos
energéticos, vitaminas (TAKAHASHI et al., 1992), peptideos, proteinas, hormonios, fatores de
crescimento e outros compostos (MINGOT], 1999). Existem diferentes tipos de soros, tais como
Soro Fetal Bovino (SFB), Soro de Cabra em Estro (SCE) e soro de animais castrados. Muitos
trabalhos tém adicionado SFB ao meio de cultivo de foliculos pré-antrais como fonte de
nutrientes, hormonios e fatores de crescimento, contudo, os resultados desta adicdo sdo bastante
controversos.

O soro fetal bovino (SFB) é um suplemento proteico amplamente utilizado no cultivo in

vitro de foliculos pré-antrais. Ele é composto por diversas substancias como: proteinas,
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carboidratos, aminoacidos, fatores de crescimento e horménios (PICTON et al., 2008), os quais
permitem manter a viabilidade e promover o crescimento de foliculos pré-antrais (BRUNO et al.,
2008), além de ser uma fonte de precursores para a sintese de esteroides (HULSHOF et al.,
1995). Vale ressaltar que a repetibilidade dos resultados, quando se utiliza o SFB, pode variar de
acordo com a partida e, por tratar-se de um produto bioldgico, a contaminagdo por agentes
microbianos deve ser sempre considerada (FREITAS, 2004).

A identificacdo de diferentes fatores de crescimento e proteinas presentes no soro e que
sdo essenciais para o crescimento folicular ainda sdo um desafio para o cultivo celular. A
presenca de altas concentracfes de soro durante o cultivo de foliculos pré-antrais constitui uma
condicdo inadequada para estudos fisioldgicos in vitro. De fato, o soro contém numerosas
proteinas conhecidas e desconhecidas que podem interagir com outros componentes adicionados
ao meio (DEMEESTERE et al., 2005).

Alguns autores verificaram que o SFB promove efeitos benéficos durante o cultivo in
vitro de foliculos pré-antrais. Em murinos, a auséncia de soro no meio de cultivo folicular tem
sido relacionada com a inducdo da apoptose e 0 comprometimento do desenvolvimento folicular
(DEMEESTERE et al., 2005). Telfer et al. (2000) verificaram um aumento significativo na
sobrevivéncia de foliculos pré-antrais suinos apds 20 dias de cultivo na presenca de 10% de SFB
em relacdo aqueles cultivados sem soro. Cecconi et al. (1999) obtiveram um répido crescimento e
uma alta taxa de formacao de antro utilizando 10% de SFB durante o cultivo in vitro de foliculos
pré-antrais de ovelhas. Por outro lado, alguns estudos observaram que a utilizacdo de 10% de
SFB diminuiu a viabilidade folicular (HULSHOF et al., 1995) e promoveu uma perda
significativa da integridade da membrana basal de foliculos pré-antrais bovinos (THOMAS et al.,
2001). Além disso, Mitchell et al. (2002) mostraram que todos os foliculos cultivados com soro
de rata degeneraram apos nove dias de cultivo in vitro.

O SCE vem sendo utilizado com sucesso na maturacgdo in vitro (MIV) de odcitos caprinos
(KHARCHE et al., 2006). No entanto, em embrides bovinos esse mesmo tipo de soro na
concentracao de 5% prejudicou a taxa de sobrevivéncia pos-descongelacdo (MUCCI et al., 2006).
Bruno et al. (2008 no prelo) ainda observaram que a suplementacdo do meio de cultivo com todos
os tipos (SFB, SCE ou soro de cabra em diestro) e concentragdes (10 ou 20%) de soro, ndo foi
capaz de manter a viabilidade, embora tenha promovido a ativacdo de foliculos pré-antrais

caprinos cultivados in vitro.
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Como pbOde ser visto, os resultados obtidos com uso de Soro no meio de base em
procedimento de cultivo in vitro sdo bastante controversos, o que pode ser explicado pelas
diferencas entre os tipos de soro, protocolos, estadio de desenvolvimento folicular e métodos de
avaliacdo da viabilidade das estruturas analisadas. Portanto, faz-se importante o desenvolvimento
de um meio de cultivo ideal para o crescimento folicular e, conseqlientemente para a MIV dos
odcitos inclusos nesses foliculos. Entretanto, apesar destas variagdes, dependendo do lote
utilizado, o soro pode ser uma maneira rapida de se alcangar bons resultados. Além disso,

constitui uma fonte de baixo custo de nutrientes, hormonios e fatores de crescimento.

2.7.2 Horménio Foliculo Estimulante (FSH)

O horménio gonadotrofico FSH é uma glicoproteina heterodimérica produzida na
adenohipdfise e que, em fémeas, age primeiramente no foliculo ovariano. Existem diversos tipos
de FSH, os quais se diferenciam de acordo com a sua origem, como, por exemplo, extrato
pituitario de animais domésticos, principalmente suinos (FSHp) e ovinos (FSHo), e urina de
mulheres no periodo de menopausa. Outra fonte de FSH que vem sendo bastante utilizada é
obtida a partir da tecnologia de DNA recombinante, a qual utiliza células de ovarios de hamsters.
O FSH recombinante (FSHr) é mais puro e homogéneo, o que pode propiciar uma alta eficcia
nos resultados de crescimento folicular (CALDER et al. 2003).

No que se refere a acdo do FSH, esta ocorre diretamente nas células somaticas
ovarianas por meio de receptores especificos presentes na superficie dessas células. Tais
receptores séo denominados RFSH. Em ovelhas, 0o mRNA para 0 RFSH pode ser encontrado nas
celulas da granulosa de foliculos primordiais e primarios e sua expressdo € continua durante a
foliculogénese (TISDALL et al., 1995), porém ainda ndo se sabe os niveis de expresdo na espécie
caprina.

Com relacdo aos receptores de FSH, estes sdo compostos de um grande dominio
extracelular N-terminal, sete dominios transmembranarios e um dominio C-terminal intracelular
acoplado a proteina G (SALESSE et al., 1991). A ligacdo desta gonadotrofina ao seu receptor
ativa as proteinas G associadas, promovendo a conversdo de guanosina difosfato (GDP) em

guanosina trifosfato (GTP), que se liga a subunidade o da proteina G, estimulando a adenilciclase
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(AC) a gerar AMP ciclico (CAMP). Este por sua vez aciona uma cascata de fosforilacdo nas
proteinas quinases dependentes de cCAMP (PK-A). Desta forma, a ativacdo da PK-A controla
multiplos aspectos da funcéo celular por meio da fosforilagdo de substratos protéicos. Uma vez
que a interacdo receptor-ligante tenha se estabelecido, o complexo € internalizado por endocitose
e degradado pelos lisossomos, sendo o receptor reciclado de volta a membrana celular por
exocitose (HILLIER et al., 1996).

Apesar de os receptores de FSH ndo estarem presentes em foliculos primordiais, este
hormonio parece exercer um efeito indireto sobre o desenvolvimento folicular inicial através da
liberacdo de fatores paracrinos produzidos por foliculos maiores ou pelas células do estroma
ovariano (VAN DEN HURK; ZHAO, 2005). Alguns trabalhos demonstraram que o FSH regula a
expressdo de varios fatores de crescimento, tais como Kit Ligand (KL), Fator de Diferenciacéo e
Crescimento 9 (GDF-9) e Proteina Morfogenética Ossea 15 (BMP-15), que possuem papéis
importantes na ativacdo e no posterior crescimento folicular (JOYCE et al., 1999, THOMAS et
al., 2005).

In vivo, o FSH € essencial para a promocao da esteroidogénese através da estimulacdo da
atividade da enzima aromatase, bem como para a diferenciacdo das células da granulosa através
da inducdo da expressdo de receptores para LH (DEMEESTERE et al., 2005). O FSH também
regula a conex&o transzonal entre o odcito e as células da granulosa (ALBERTINI et al., 2001).

Vérios estudos in vitro ttm mostrado que o FSH pode promover o desenvolvimento de
foliculos pré-antrais e a formacéo de antro (camundongos: SPEARS et al., 1998; ratas: McGEE et
al., 1997; mulheres: WRIGHT et al., 1999; vacas: GUTIERREZ et al., 2000; cabras: ZHOU;
ZHANG, 2005; ovelhas: CECCONI et al., 1999; porcas: MAO et al., 2002). Além disso, o FSH
inibe a apoptose em foliculos pré-antrais cultivados in vitro (mulheres: ROY; TREACY, 1993;
camundongos: BAKER; SPEARS, 1997; ratas: McGEE et al., 1997). Em caprinos, a adicdo de
50 ng/mL de FSH ao meio de cultivo de foliculos pré-antrais inclusos em tecido ovariano foi
responsavel pela manutencdo da integridade ultra-estrutural dos foliculos e pelo aumento do
diametro oocitario (MATOS et al., 2007; MAGALHAES et al., 2009). Por outro lado, Nuttinck et
al. (1996) cultivaram pequenos foliculos pré-antrais bovinos por sete dias e observaram que 0
FSH aumentou a degeneracdo oocitaria. Além disso, estudos tém mostrado que os foliculos
ovarianos pré-antrais conseguem se desenvolver, independentemente da acdo do FSH. Este fato

foi observado em camundongos com deficiéncia nos genes FSHpB e RFSH (KUMAR et al., 1997;
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DIERICH et al., 1998) e também em pacientes com mutacGes que suprimiam a funcdo do
receptor para FSH (BEAU et al., 1998; TOURAINE et al., 1999). Os resultados contraditdrios
podem estar relacionados as diferencgas entre espécies, metodologias e meios de cultivo in vitro
(por exemplo, substancias adicionadas ao meio de cultivo e concentragdes de FSH utilizadas nos

experimentos).

2.8 Maturacao oocitéria in vitro (MIV)

A MIV consiste na maturacdo de odcitos, preparando-os para a fecundacao e subseqliente
desenvolvimento embrionario. Assim, o indicador mais pontual da completa maturagéo nuclear e
citoplasmética € a capacidade do odcito de ser fecundado e se desenvolver até os estadios
embrionarios (GONCALVES et al., 2008).

As caracteristicas macroscépicas do foliculo sdo importantes para determinar o potencial
de maturacdo nuclear e citoplasmatica do odcito. No entanto, os padrées morfolégicos adotados
variam de acordo com as espécies (GONCALVES et al., 2008). Em caprinos, a aquisi¢do da
competéncia meidtica dos odcitos tem sido correlacionada com o tamanho do foliculo de origem
do 6ocito (MERMILLOID et al., 1999). E importante salientar que, de modo diferente da espécie
bovina, os complexos cumulus-odcito (CCO) de caprinos desprendem-se com muita facilidade,
tornando-se comum encontrar poucos 06citos completamente circundados por varias camadas do
cumulus. E também interessante enfatizar que o ooplasma de caprinos apresenta uma coloragao
bem mais escura do que a normalmente encontrada em outras espécies domésticas (FREITAS et
al., 2008). Mesmo com a natureza heterogénea dos odcitos imaturos utilizados para a producéo in
vitro (PIV), a maturacdo oocitaria pode ser influenciada pelos componentes do meio e pelas
condicg0es de cultivo utilizadas para a MIV (FREITAS et al., 2008).

O sistema mais comumente empregado para a MIV é um meio de cultivo suplementado
com FSH, LH, estradiol e 10% de SFB (COGNIE et al., 2003). Além disso, para a MIV de
odcitos ovinos e caprinos, o fluido folicular de grandes foliculos (maiores que 5 mm) pode ser
utilizado como um suplemento em TCM199 contendo 100 ng/mL de FSH de origem ovina.
Durante a MIV de o6citos ovinos e caprinos sob essas condi¢cdes, a extrusdo do primeiro

corplsculo polar (MII) ocorre entre 16 e 24 horas ap6s o inicio da maturagdo (COGNIE et al.,
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2003). Na espécie caprina, a MIV normalmente é realizada em meio TCM199 acrescido de
cisteamina, fator de crescimento epidermal (EGF) e gentamicina (Freitas et al., 2008).
Recentemente, Arunakumari et al (2007) obtiveram uma taxa de 47% de odcitos ovinos em Ml
apos cultivo de odcitos oriundos de foliculos pre-antrais com TCM199B (TCM199 +
bicarbonato) suplementado com tiroxina (T4), FSH, LH, estradiol, gentamicina, BSA e soro de
ovelha em estro (SOE).

Como poOde ser visto, grandes progressos do CIV de FOPA ja podem observados em
algumas espécies animais e os resultados mais satisfatorios foram obtidos em murinos, espécie na
qual crias saudaveis nasceram ap0s maturacdo de odcitos oriundos de foliculos pré-antrais
cultivados in vitro. Apesar dos bons resultados obtidos em animais de laboratério, em animais
domésticos ainda ndo foi desenvolvido um meio de cultivo capaz de manter a viabilidade e

promover o crescimento a maturagdo de FOPA, sobretudo em caprinos e ovinos.
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3 JUSTIFICATIVA

Os foliculos pré-antrais representam cerca de 90 a 95% de toda a populacdo folicular,
armazenando assim a grande maioria dos o0citos presentes em ovarios mamiferos. Entretanto, a
grande maioria desses foliculos sofre atresia, reduzindo significativamente o potencial
reprodutivo das fémeas. Devido ao grande potencial dos foliculos pré-antrais como material para
preservagédo de especies animais ameacgadas de extin¢do ou de alto valor genético, e, ainda, para a
preservacdo da fertilidade em humanos, hd& um crescente interesse em compreender 0S
mecanismos envolvidos na fase inicial da foliculogénese e posterior crescimento dos 0d6citos
inclusos nestes foliculos. Neste contexto, a biotécnica de MOIFOPA permite a recuperacdo de
milhares de foliculos pré-antrais a partir de um Unico ovério, podendo em seguida tais foliculos
serem criopreservados e/ou cultivados in vitro, evitando assim a grande perda folicular que
ocorre in vivo, maximizando o potencial reprodutivo das fémeas.

Sabendo-se do grande valor econdémico que as espécies caprina e ovina representam para
0 pais, € de extrema importancia o desenvolvimento de um sistema de cultivo in vitro capaz de
promover o crescimento e manter a viabilidade dos foliculos pré-antrais caprinos e ovinos,
otimizando o aproveitamento do potencial oocitario desses animais e incrementando a eficiéncia
da reproducédo animal. Além disso, o desenvolvimento de um sistema de cultivo in vitro eficiente
poderd fornecer subsidios para uma melhor compreensdo sobre os fatores que regulam a
foliculogénese inicial nessas especies.

Tendo em vista os bons resultados utlizando FSH e o Soro no cultivo de foliculos pre-
antrais em diferentes espécies, faz-se necessario verificar o efeito da associacdo de tais
substancias sobre no CIV de longa duracdo de FOPA caprinos e ovinos isolados, bem como sobre
a competéncia meiotica dos oocitos oriundos destes foliculos. J& que o0 soro é uma excelente fonte
de nutrientes, hormonios e fatores de crescimento, permitindo a obtencdo rapida de 6timos
resultados, principalmente se utilizado em associacdo com outras substancias como FSHr que €

um hormdnio com alto grau de pureza.



4 HIPOTESE CIENTIFICA

Diante do exposto formulou-se a seguinte hipotese cientifica:

e A utilizacdo do FSH recombinante em meio de cultivo contendo SFB estimula o

desenvolvimento in vitro de foliculos pré-antrais caprinos e ovinos isolados.



5 OBJETIVOS

5.1 Geral:

Avaliar os efeitos de duas concentraces de FSHr (100 ou 1000 ng/mL) no cultivo in vitro

de foliculos pré-antrais caprinos e ovinos isolados.

5. 2 Especificos:

» Verificar o efeito do FSHr sobre a morfologia, crescimento e formacdo de antro em

foliculos pré-antrais isolados de caprinos e ovinos cultivados in vitro por 18 dias;

» Avaliar a configuracdo da cromatina nuclear ap6s MIV dos odcitos inclusos nos foliculos

pré-antrais cultivados in vitro.



6 CAPITULO 1

Efeito de diferentes concentracdes de hormonio foliculo-
estimulante recombinante sobre o desenvolvimento in vitro de

foliculos pré-antrais caprinos e ovinos isolados

Effect of different concentrations of recombinant follicle stimulating hormone on the in

vitro development of preantral follicles isolated from goats and sheeps

Giovanna Quintino Rodrigues *, Cleidson Manoel Gomes Silva *, Luciana Rocha Faustino *,
Jamily Bezerra Bruno *, Leonardo Correia Pinto *, Claudio Afonso Pinho Lopes *, Claudio Cabral
Campello !, José Ricardo de Figueiredo *

ABSTRACT: Rodrigues G.Q., Silva C.M.G., Faustino L.R., Bruno J.B., Pinto L.C., Lopes
C.A.P., Campello C.C., Figueiredo J.R. 2009. Effect of different concentrations of
recombinant follicle stimulating hormone on the in vitro development of preantral follicles
isolated from goats and sheeps Pesquisa Veterinaria Brasileira 00(0):00-00. Programa de Pos-
Graduacdo em Ciéncias Veterindrias, Laboratorio de Manipulacdo de Odcitos e Foliculos Pré-
Antrais, Universidade Estadual do Ceara, Av. Paranjana 1700, Campus do Itaperi, Fortaleza, CE

60740-000, Brazil. *Corresponding author: ggrvet@hotmail.com (Giovanna Quintino Rodrigues)

The aim of this work was to evaluate the effects of recombinant follicle stimulating
hormone (rFSH) on the in vitro development of isolated caprine and ovine preantral follicles. For
this purpose, ovaries were collected from mixed-breed goats and ewes at a local slaughterhouse
and transported to the laboratory in HEPES-buffered minimum essential medium (MEM) with

antibiotics at 4°C within one hour. Preantral follicles were isolated under a stereomicroscope



using 26 G needles. Afterwards, follicles were individually cultured in 100 pL drops containing
a-MEM supplemented with 10% fetal calf serum (FCS), 1% insulin-transferrin-selenium (ITS),
1% antibiotics and 50 pg/mL ascorbic acid, without (control) or with rFSH at 100 or 1000
ng/mL. The in vitro culture was carried out at 39°C in an humidified incubator with 5% CO, in
air. Follicular morphology, growth and antral cavity formation were assessed throughout the
culture. The results showed that addition of rFSH to the medium at either tested concentrations
had no effect on the percentages of caprine morphologically normal follicles until day 12 of
culture as compared with the control (P>0.05), but a decrease was observed on day 18 with the
use of the hormone (P<0.05) only rFSH (1000 ng/mL). Regarding ovine follicles, percentages of
normal follicles were significantly reduced from day 12 onwards in all treatments, which led to
similar results. Growth rates were increased in caprine follicles by use of rFSH at either
concentrations in comparison to the control (P<0,05). In ovine follicles, such effect was observed
only when rFSH was used at 1000 ng/ml. With respect to antral cavity formation, no diference
among treatments was observed for both species. The analysis of chromatin configuration
revealed that all oocytes remained at the germinal vesicle stage. In conclusion, caprine and ovine
preantral follicles are capable to survive and develop to the antral stage in vitro without FSH.

However, this hormone is important for increasing follicular growth rates in both species.

INDEX TERMS: follicle stimulating hormone, in vitro culture, goats, ewes, preantral follicle,

oocyte.
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Foliculos Pré-Antrais (LAMOfoliculos pré-antrais), Universidade Estadual do Ceara (UECE), Av. Paranjana 1700,

Campus do Itaperi, Fortaleza, CE 60740-000, Brazil. *Corresponding author: ggrvet@hotmail.com
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RESUMO: [Efeito de diferentes concentragdes de hormonio foliculo-estimulante
recombinante sobre o desenvolvimento in vitro de foliculos pré-antrais caprinos e ovinos
isolados.] Este trabalho teve como objetivo avaliar o efeito do horménio foliculo estimulante
recombinante (FSHr) sobre o desenvolvimento in vitro de foliculos ovarianos pré-antrais
(foliculos pré-antrais) caprinos e ovinos isolados. Para tanto, ovéarios de cabras e ovelhas sem
raca definida foram coletados em abatedouro local e transportados ao laboratério em Meio
Essencial Minimo (MEM) contendo HEPES e antibidticos a 4°C em até uma hora. Os foliculos
pré-antrais foram isolados por microdisseccdo com auxilio de agulhas de 26 G sob
estereomicroscopio. Em seguida, os foliculos isolados foram cultivados em gotas de 25 pL de a-
MEM suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB), 1% de insulina-transferrina-selénio
(ITS), 1% de antibioticos e 50 pg/mL de &cido ascorbico, na auséncia (controle) ou presenga de
FSHr (100 ou 1000 ng/mL), a 39 °C com 5% de CO, em ar. Durante o cultivo foram avaliados a
morfologia, o crescimento folicular e a formacdo de antro. Foi observado que, na espécie caprina,
o cultivo com FSHr, em ambas concentracdes testadas, apresentou percentuais de foliculos
morfologicamente normais semelhantes ao controle até o 12° dia de cultivo (P>0,05), sendo
observada uma reducdo deste parametro no 18° dia (P<0,05) somente no tratamento com 1000
ng/mL de FSRr. Na espécie ovina, o percentual de foliculos morfologicamente normais foi
semelhante em todos os tratamentos, observando-se um decréscimo significativo a partir do 12°
dia de cultivo (P<0,05). Com relagdo ao desenvolvimento folicular, em caprinos, a adigdo de
FSHr, em ambas concentracfes, aumentou significativamente a taxa de crescimento em relagdo
ao controle (P<0,05). Entretanto, na espécie ovina, este aumento s6 foi observado no grupo
tratado com FSHr a 1000 ng/mL. No que se refere a formacdo de antro, em ambas as especies,
ndo foi observada diferenca significativa entre os tratamentos com FSHr e o grupo controle.

Quanto a andlise da configuracdo da cromatina, observou-se que todos 0s 06citos permaneceram
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em estadio de vesicula germinativa. Assim, pode-se concluir que foliculos pre-antrais caprinos e
ovinos sdo capazes de manter a sobrevivéncia e o crescimento in vitro até o estadio antral na
auséncia de FSH. Contudo, este hormdnio teve um papel importante no aumento da taxa de

crescimento folicular em ambas as espécies.

Termos de indexacéo: hormdnio foliculo estimulante, cultivo in vitro, cabras, ovelhas, foliculo

pré-antral, oocito.

Introducéo

A produgéo in vitro de embrides (PIV) é comumente realizada a partir de foliculos antrais
(FA) (Nagano et al. 2007), cuja populagdo compreende apenas cerca de 5 a 10% do total de
foliculos ovarianos, sendo significativamente menor que a populacdo de foliculos pré-antrais
(foliculos pre-antrais) (Figueiredo et al. 2007). Nesse contexto, diversos trabalhos vém tentando
desenvolver um sistema de cultivo in vitro capaz de manter a viabilidade bem como promover o
crescimento de foliculos pré-antrais, uma vez que o cultivo dessa classe folicular resultaria no
fornecimento de milhares de odcitos viaveis, aumentando o rendimento da PIV.

Apesar dos esforcos de diversas equipes, apenas alguns estudos tém obtido sucesso no
cultivo in vitro de foliculos pré-antrais em diversas espécies (bubalinos: Gupta et al. 2008,
ovinos: Arunakumari et al. 2007, suinos: Wu & Tian, 2007, humanos: Telfer et al. 2008), sendo o
mais relevante o trabalho de O’Brien et al. (2003), que obtiveram o0 nascimento de camundongos
saudaveis.

A eficiéncia do cultivo de foliculos pré-antrais pode ser afetada por diferentes fatores, tais
como atmosfera gasosa, periodo de cultivo, tipo de meio e suplementos adicionados. Um

suplemento bastante utilizado no meio de cultivo de foliculos pré-antrais é o soro fetal bovino
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(SFB), o qual é composto por diversas substancias como proteinas, carboidratos, aminoécidos,
fatores de crescimento e hormdnios (Picton et al. 2008), além de ser uma fonte de precursores
para a sintese de esterdides (Hulshof et al. 1995). Estudos tém demonstrado que o SFB mantém a
sobrevivéncia de foliculos pré-antrais suinos (Telfer et al. 2000), além de promover formacéo de
antro em foliculos pré-antrais ovinos (Cecconi et al. 1999).

Com relacdo aos horménios utilizados no cultivo in vitro de foliculos pré-antrais, pode-se
destacar o hormdnio foliculo estimulante (FSH), uma importante gonadotrofina que desempenha
papel fundamental no desenvolvimento folicular e na regulacdo da esteroidogénese ovariana
(Richards 1980, Hsueh et al. 1989), sendo identificada como essencial para o crescimento
folicular in vitro (Adriaens et al. 2004, Cecconi et al. 1999, Mao et al. 2002). Existem diversos
tipos de FSH, os quais se diferenciam de acordo com a sua origem, como, por exemplo, extrato
pituitario de animais domésticos, principalmente suinos (FSHp) e ovinos (FSHo), e urina de
mulheres no periodo de menopausa. Outra fonte de FSH que vem sendo bastante utilizada ¢
obtida a partir da tecnologia de DNA recombinante, a qual utiliza células de ovarios de hamsters.
O FSH recombinante (FSHr) é mais puro e homogéneo, 0 que pode propiciar uma alta eficécia
nos resultados de crescimento folicular (Calder et al. 2003). Apesar disso, o efeito desse
hormonio sobre o cultivo in vitro de foliculos pré-antrais depende de alguns fatores como a
espécie a ser estudada, os diferentes sistemas de cultivo e 0 grau de pureza das preparacdes
comerciais. Nesse sentido, Cecconi et al. (1999) cultivaram foliculos pré-antrais de ovino
isolados utilizando FSHp (nas concentracGes de 100 e 1000 ng/mL) associado a SFB (10%),
obtendo formacéo de antro pela primeira vez nesta espécie. Entretanto, ainda ndo héa relatos do
efeito do FSHr no cultivo in vitro de foliculos pré-antrais caprinos e ovinos isolados. Diante
disso, o presente trabalho teve como objetivo avaliar o efeito do FSHr sobre o desenvolvimento

in vitro de foliculos pré-antrais caprinos e ovinos isolados.
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Material e Métodos

Todos os reagentes utilizados neste estudo foram adquiridos da Sigma Chemical Co. (St
Louis, E.U.A.), sendo as exce¢Oes devidamente descritas.

Foram utilizados 60 ovarios oriundos de cabras (n=30) e ovelhas (n=30) adultas sem raca
definida (SRD), provenientes de abatedouros locais. Imediatamente apds o abate, 0s ovarios
foram lavados em alcool a 70% e, em seguida, duas vezes em Meio Essencial Minimo (MEM)
acrescido de HEPES e antibidticos (75 mg/L de penicilina e 50 mg/L de estreptomicina), no qual
foram transportados ao laboratério a 4 °C em até 1 h.

Apdbs remocdo do tecido adiposo, ligamentos e medula, o cértex ovariano foi fragmentado
(1-2 mm) com auxilio de um bisturi sob condicdes estereis. Destes fragmentos, foliculos pré-
antrais intactos (150-250 pm) foram isolados mecanicamente com o auxilio de um
estereomicroscopio (SMZ 645 Nikon, Toquio, Japdo) a um aumento de 20X, utilizando-se
agulhas de calibre 26 G acopladas a seringas de insulina. Foliculos com o odcito visivel,
circundado por células da granulosa e uma membrana basal intacta, e sem cavidade antral foram
selecionados para o cultivo.

O meio de cultivo utilizado foi o a-MEM (pH 7.2 - 7.4) suplementado com 10% de SFB,
1% de ITS (6.25 pg/mL de insulina, 6.25 pg/mL de transferrina e 6.25 ng/mL de selénio),
antibidticos (75 mg/L de penicilina, 50 mg/L estreptomicina) e 50 pg/mL de acido ascorbico, o
qual foi denominado a-MEM®. Os foliculos foram cultivados em o-MEM® sozinho ou
suplementado com 100 ou 1000 ng/mL de FSHr (Nanocore, Campinas, Brasil). Para cada
tratamento, foram selecionados, no minimo, 30 foliculos, os quais foram cultivados
individualmente em gotas de 25 pL de meio, cobertas com 6 mL de 6leo mineral, em estufa a 39
°C com 5% de CO; em ar por até 18 dias. A cada dois dias, 15 pL de meio de cada gota foi

trocado por meio fresco.
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Durante todo o periodo de cultivo, o crescimento folicular foi avaliado de acordo com o
aumento do didmetro e com a formag&o da cavidade antral, a qual foi definida como uma éarea
clara dentro das camadas de células da granulosa. O diametro folicular foi avaliado a cada seis
dias com auxilio de uma ocular micrométrica acoplada ao estereomicroscopio, sendo calculado
como a media de duas medidas ortogonais (horizontal e vertical). Os foliculos foram analisados
de acordo com seu aspecto morfol6gico, sendo considerados vidveis aqueles que se apresentaram
translicidos, com membrana basal intacta, células da granulosa circundantes homogéneas e
brilhantes, e sem sinais de degeneracdo (contorno irregular, escurecimento do odcito e/ou células
da granulosa e reducédo do diametro).

Ao final do periodo de cultivo, os oocitos foram recuperados dos foliculos com auxilio de
agulhas 26 G, aspirados e lavados duas vezes em meio TCM199 contendo HEPES (TCM199H),
suplementado com piruvato e 10% SFB. Em seguida, os odcitos foram cultivados por 26 horas
em gotas de 50 pL de meio de MIV, constituido por TCM199 com bicarbonato (TCM199B),
suplementado com 5 ug/mL de FSHr, 5ug/mL de LH, 1ug/mL de 17p-estradiol, 1 ng/mL de fator
de crescimento epidermal (EGF), 20% de SFB e 0,23 mM de piruvato. O cultivo foi realizado em
placas (35 x 15 mm) sob 6leo mineral, em estufa contendo 5% de CO, em ar a 39°C.

Apbs o periodo de incubacdo, os odcitos foram desnudados das células do cumulus por
repetidas pipetagens, lavados em TCM199H, colocados entre uma lamina e uma laminula e
fixados em uma solugédo de etanol e &cido acetico (3:1) por 24 h. Apés esse periodo, 0s 00citos
foram corados com lacmadide e observados sob microscopio oOtico para avaliagdo da configuragdo
da cromatina.

A taxa de recuperacdo dos oocitos foi calculada da seguinte forma: o numero total de
odcitos selecionados (>110um) para a maturagdo in vitro (MIV) dividido pelo nimero total de

foliculos pré-antrais cultivados.
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Os dados de morfologia, formacdo de antro e maturagdo apos o cultivo in vitro foram
comparados pelo teste de Qui-quadrado e os resultados foram expressos como percentuais. Os
dados de taxa de crescimento que apresentaram distribuicdo normal e homocedasticidade foram
submetidos @ ANOVA seguida do teste t de Student para comparacdo das médias (SAS, 1999).
Os resultados foram expressos como media + erro padrdo da media (EPM), e as diferencas foram

consideradas significativas quando P<0,05.

Resultados

Com relacdo a morfologia, apds o cultivo, os foliculos que se apresentaram transldcidos,
com membrana intacta e células da granulosa circundantes homogéneas e brilhantes foram
considerados normais (figura 1A), enquanto aqueles com contorno irregular, escurecimento do
odcito e/ou células da granulosa, perda da integridade da membrana e reducdo do didmetro foram
considerados degenerados (figura 1B).

As percentagens de foliculos pré-antrais caprinos e ovinos morfologicamente normais
apos o cultivo in vitro sdo mostradas nas figuras 2 e 3, respectivamente. Com relacdo a espécie
caprina, até o 12° dia de cultivo, o percentual de foliculos morfologicamente normais foi similar
nos diferentes tratamentos (P>0,05). Entretanto, no 18° dia, esse percentual foi significativamente
inferior no grupo tratado com FSHr na concentragdo de 1000 ng/mL quando comparado ao grupo
controle (P<0,05). No grupo tratado com 100 ng/mL de FSHr, houve uma reducdo do percentual
de foliculos morfologicamente normais apenas do dia 0 para o dia 6 e do dia 6 para o dia 12
(P<0,05), enquanto que, no grupo tratado com 1000 ng/mL de FSHr, essa reducdo ocorreu de
forma significativa (P<0,05) apenas do dia 0 para o dia 6. No grupo controle, foi observada

queda significativa do percentual de foliculos morfologicamente normais somente do dia O para o
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dia 6 (Figura 2). Na espécie ovina, o percentual de foliculos morfologicamente normais foi
semelhante entre todos os tratamentos em cada dia (P>0,05). Houve reducdo significativa desse
percentual nos grupos tratados com FSHr (P<0,05) no 12° dia de cultivo em relacdo ao dia 6
(Figura 3).

No que se refere ao desenvolvimento folicular, a adicdo de FSHr em ambas as
concentracdes testadas aumentou significativamente a taxa de crescimento de foliculos pré-
antrais caprinos quando comparado ao controle (Figura 4). Na espécie ovina, esse aumento
somente foi observado no grupo tratado com FSHr na concentragédo de 1000 ng/mL com relacéo
ao controle (P<0,05).

O efeito da adicdo de FSHr ao meio de cultivo de foliculos pré-antrais caprinos e ovinos
sobre o desenvolvimento da cavidade antral estd descrito na figura 5. Os primeiros foliculos
antrais foram observados no 6° dia de cultivo tanto no grupo controle como nos tratamentos com
FSHr. Com relacdo a taxa de formacdo de antro, em cada espécie, ndo foi observada diferenca
significativa entre os tratamentos (P>0.05).

A figura 6 mostra o percentual de odcitos destinados a MIV apds cultivo in vitro na
auséncia ou presenca de FSHr. N&o foi observada diferenca significativa entre os grupos tratados
com FSHr e o grupo controle em relacdo aos percentuais de odcitos recuperados com diametro >
110 pm (P>0,05). Além disso, foi verificado que, ap0s o periodo de cultivo para a MIV, todos os
oocitos apresentaram-se morfologicamente normais e em estadio de vesicula germinativa (Figura

7.

Discusséo
No presente trabalho, foi avaliado o efeito do FSH sobre o cultivo in vitro de foliculos

pré-antrais de pequenos ruminantes, uma vez que diversos trabalhos tém mostrado efeitos
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positivos desse horménio no crescimento folicular em diversas espécies (humanos: Telfer et al.
2008, murinos: Cecconi et al. 2004, bubalinos: Gupta et al. 2008, suinos: Wu & Tian 2007)

Neste trabalho, o FSHr nédo teve influéncia na sobrevivéncia folicular, uma vez que, em
ambas as espeécies, 0s grupos tratados com essa gonadotrofina apresentaram valores semelhantes
aqueles cultivado na sua auséncia até 18 dias. Resultados similares foram descritos por Silva et
al. (2004), que, ao cultivarem foliculos pré-antrais caprinos in situ, observaram que o FSH
porcino (FSHp) na concentracdo de 100 ng/mL ndo alterou a taxa de sobrevivéncia folicular
quando comparado ao grupo cultivado sem FSH. Além disso, Rajarajan et al. (2006) observaram
uma taxa de degeneracdo em torno de 40% em foliculos pré-antrais caprinos isolados e cultivados
na presenca de FSHp por 6 dias.

Os resultados obtidos no presente trabalho provavelmente estdo relacionados ao fato de
ter sido utilizado um meio de base bastante complexo composto por suplementos protéicos,
energéticos, antioxidantes, dentre outros. Acredita-se, dessa forma, que esse meio de base
proporcionou um microambiente favoravel para manutencdo da sobrevivéncia folicular. Além
disso, a presenca de SFB no meio de cultivo ndo permitiu efeitos positivos adicionais do FSHr,
pois 0 soro é composto por diversas substancias como proteinas, carboidratos, aminoécidos,
fatores de crescimento e hormonios (Picton et al. 2008), além de ser uma fonte de precursores
para a sintese de esteroides (Hulshof et al. 1995).

Cecconi et al. (1999), ao cultivarem foliculos pré-antrais ovinos isolados na presenca de
FSHp na concentracdo de 1000 ng/mL associado ao SFB, obtiveram uma taxa de sobrevivéncia
folicular de aproximadamente 93% apds seis dias de cultivo. Nossos resultados foram similares
(94%) nesse mesmo periodo utilizando essa mesma concentracdo de FSHr, porém o0 mesmo nédo
ocorreu com caprinos (32%). Nesta espécie, os melhores resultados foram verificados com a

concentracdo de 100 ng/mL (54%). Com relag&o ao desenvolvimento folicular, em foliculos pré-
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antrais caprinos, o FSHr promoveu um aumento significativo da taxa de crescimento diario em
relacdo ao controle em ambas as concentraces testadas, enquanto em foliculos pré-antrais
ovinos, esse resultado foi observado apenas no grupo tratado com 1000 ng/mL de FSHr . Esses
resultados estdo de acordo com outros estudos que tém demonstrado que o FSH exerce
importante papel no crescimento in vitro de foliculos pré-antrais (Campbell et al. 2004; Silva et
al. 2004; Wu et al. 2007; Matos et al. 2007). Por outro lado, Rajarajan et al. (2006), utilizando
uma concentracdo fixa de FSHp no cultivo in vitro de foliculos pré-antrais caprinos isolados por
no maximo 6 dias ndo observaram efeitos sigfnificativos deste hormonio sobre o
desenvolvimento folicular. No presente trabalho, os tratamentos com FSHr promoveram um
crescimento acelerado dos foliculos, o que pode tambem ter ocorrido devido a presenca de SFB
no meio de base. Cecconi et al. (1999) obtiveram um répido crescimento folicular utilizando 10%
de SFB durante o cultivo in vitro de foliculos pré-antrais ovinos. Além disso, o cultivo in vitro de
foliculos pre-antrais isolados de ovarios de fetos bovinos é mais efetivo em relagcdo ao aumento
do diametro folicular quando se utiliza SFB que outras fontes de macromoléculas como BSA ou
KnockoutSR , um suplemento definido sintético substituto do soro que também pode ser
utilizado no cultivo embrionario e na fertilizacdo in vitro (Basso et al. 2007). Entretanto, a
identificacdo dos diferentes fatores de crescimento e proteinas presentes no soro que sdo
essenciais para o crescimento folicular ainda € um desafio. De fato, 0 soro contém numerosas
proteinas conhecidas e desconhecidas que podem interagir com outros componentes adicionados
ao meio (Demeestere et al. 2005).

As espécies aqui estudadas se comportaram de forma diferente, visto que o FSHr em
ambas as concentracOes testadas aumentou a taxa de crescimento em foliculos caprinos e ovinos,
respectivamente. Isto ocorreu provavelmente pelo fato de que os niveis necessarios desta

gonadotrofina para o crescimento folicular séo diferenciados entre as espécies. Estima-se que a
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concentracdo plasmatica de FSH in vivo na fase estral varia em torno de 250 ng/mL na espécie
caprina (Rodello, 2004) e 2000 ng/mL na espécie ovina (Campbell et al. 2009).

Com relacdo a formacao de antro, foram obtidos no presente estudo taxas de até 58% e
72% em caprinos e ovinos, respectivamente. Contudo, nédo foi observada diferenca significativa
entre os tratamentos, em ambas as espécies. Nossos resultados foram superiores aos de Newton et
al. (1999), que obtiveram uma taxa de 7% de formacdo de antro apos cultivo in vitro de foliculos
pré-antrais ovinos na auséncia de FSH, além disso, a formacdo de cavidade antral também foi
observada em foliculos pré-antrais humanos cultivados sem gonadotrofinas (Wu et al. 1998).

No presente trabalho, em ambas as espécies, o percentual de o6citos destinados a MIV
(>110 um) foi semelhante entre os tratamentos testados. Além disso, todos 0s o0dcitos destinados
a MIV permaneceram em estadio de vesicula germinativa e apresentaram-se morfologicamente
normais. Este fato corrobora com Daniel et al. (1989), os quais mostraram que 00citos s&o
capazes de continuar seu crescimento por até 12 dias de cultivo na auséncia de FSH. Ademais,
Eppig et al. (1998) relataram que a adi¢do de FSH no co-cultivo in vitro de células da granulosa e
complexos cumulus-o6cito ndo influenciou a competéncia meidtica.

Frente as mesmas condicBes de cultivo, o desempenho de foliculos pré-antrais ovinos foi
superior ao de foliculos pré-antrais caprinos em todos os parametros avaliados, exceto na taxa de
crescimento diario. De fato, diversos estudos com foliculos pre-antrais ovinos tém sido realizados
com sucesso (Cecconi et al. 1999, Hemamalini et al. 2003, Talmimani et al. 2007). Nesta espécie
o0citos meioticamente competentes j& foram obtidos apés cultivo in vitro de foliculos pre-antrais
(Arunakumari et al. 2007, Tamilmani et al. 2005), o que ainda ndo foi alcancado na espécie
caprina. Resultados ainda mais satisfatorios foram relatados por Salle et al. (2002, 2003), que
obtiveram o nascimento de crias ap0s autotransplante de ovarios criopreservados. As diferencgas

espécie-especificas envolvem diversos aspectos, tais como: o tempo total para completar a
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foliculogénese e a oogénese; tamanho dos foliculos e dos odcitos maturos e as diferencas entre as
fontes, concentracdes e efeitos dos fatores de crescimento que modulam o desenvolvimento dos
foliculos e odcitos (Picton et al. 2008).

Diante do exposto, pode-se concluir que foliculos pré-antrais caprinos e ovinos sdo
capazes de manter a sobrevivéncia e 0 crescimento in vitro até o estadio antral sem adi¢éo de
FSH ao meio de cultivo. Contudo, o FSHr teve um papel importante no aumento da taxa de

crescimento folicular em ambas as espécies.
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Legenda de figuras

Fig. 1. Foliculo morfologicamente normal, translicido, com membrana intacta e células da
granulosa circundantes homogéneas e brilhantes (A), foliculo degenerado, com contorno
irregular, escurecimento do odcito e celulas da granulosa, perda da integridade da membrana e

redugdo do didmetro (B).

Fig. 2. Percentual de foliculos caprinos morfologicamente normais no grupo controle e nos
grupos cultivados nas diferentes concentracdes de FSHr.
ae g diferem entre os grupos dentro do mesmo dia (P<0,05).

a b, c, diferem entre os dias dentro do mesmo grupo (P<0,05).

Fig. 3. Percentual de foliculos ovinos morfologicamente normais no grupo controle e nos grupos
cultivados nas diferentes concentracfes de FSHr.

ab,c, diferem entre os dias dentro do mesmo grupo (P<0,05).

Fig. 4. Taxa de crescimento diério de foliculos pré-antrais caprinos e ovinos durante 18 dias de
cultivo.

aepbdiferem entre os grupos dentro da mesma espécie (P<0,05).

Fig. 5. Efeito do FSHr sobre o percentual de formacdo de antro ap6s cultivo de foliculos pré-
antrais caprinos e ovinos por 18 dias.

Fig. 6. Taxa de recuperacdo de odcitos com crescimento completo oriundos de foliculos pré-
antrais cultivados in vitro.

Fig. 7. Odcito morfologicamente normal com vesicula germinativa intacta. VG — vesicula

germinativa, N-nucléolo.

50



Fig. 1

51



Fig. 2.
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Fig. 4

20

10

H CONTROL H FSH 100 ng/mL

CAPRINA

I4 FSH 1000 ng/mL

OVINA

25

20

15

10

54



Formag8ode antro (%)

Fig. 5

20

H CONTROLE H FSH 100 ng/mL 1 FSH 1000 ng/mL

CAPRINA OVINA

20

55



B CONTROLE H FSH 100 ng/mL 4 FSH 1000 ng/mL

I.i.w Ii,!l

8 8 8 @ R °
(wri 0TT) AIW € sopeunsap
S011000 9p [eNJuddidd

OVINA

CAPRINA

Fig. 6.

56



Fig. 7.

57



7 CONCLUSOES GERAIS

foliculos pré-antrais caprinos e ovinos sdo capazes de manter a sobrevivéncia e o
crescimento in vitro até o estadio antral sem adicdo de FSH ao meio de cultivo.
O FSHr teve um papel importante no aumento da taxa de crescimento folicular em ambas

as espécies.



8 PERSPECTIVAS

Tendo em vista os resultados obtidos com o FSH recombinante neste trabalho, torna-
se importante a realizacdo de pesquisas adicionais a fim de verificar se a associagdo deste
horménio com fatores de crescimento e outras fontes protéicas no meio de cultivo de base

melhora a capacidade de desenvolvimento folicular e oocitario nas espécies caprina e ovina.
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