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RESUMO

SILVA, Talita Fernandes da, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, outubro déf€iix.
da Somatotropina Recombinante Bovina (rbSTno desenvolvimentan vitro de foliculos
pré-antrais de bovinos. Orientador: Eduardo Paulino da Costa. Coorientadalesé
Domingos GuimardesAdemir de Moraes Ferreira.

O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito da Somatotropina Recombinante Bovina (rbST)
sobre a sobrevivéncia, a ativacao e o crescimento de Foliculos Ovarianos Pré-antrais (FOPA)
de bovinos cultivadosin vitro. O experimento foi desenvolvido no Laboratério de
Reproducédo Animal da Universidade Federal de Vigdsaovarios foram obtidos de fémeas
bovinas abatidas em frigorifico e transportados ao laboratorio em aproximadamente uma hora
apos a coleta. No laboratério, a regido parenquimatosa foi fragmentada, sendo um dos
fragmentos de cada ovario imediatamente fixado para Histologia Classica (HC) e Microscopia
Eletronica de Transmissdo (MET), constituindo o controle ndo cultivado. Em seguida, os
demais fragmentos/foliculos foram cultivadnsitu por um e sete diasm estufa a 38,5°C e

5% de CQ, em Meio Essencial Minimo suplementgdontrole cultivado), na auséncia ou
presenca de diferentes concentragdes de rbST (10, 50, 100 e 1000ng/mL). A troca de meio foi
realizada a cada dois dias. Apés um e sete dias, os fragmentos ovarianos foram fixados e
corados para posterior andalise histologica. Nesta analise, os foliculos foram classificados
como normais ou degenerados, bem como primordiais ou ativados. O diametro folicular foi
mensurado com auxilio de uma ocular micrométrica. Na avaliacdo ultraestrutural foi
observada a integridade da membrana basal, das organelas citoplasméticas e o grau de
vacuolizacdo citoplasmatica. Apés um e sete dias de cultivitro, o percentual de foliculos
normais em fragmentos néo cultivados foi superior (P<0,05) quando comparado aos foliculos
cultivados com o meio base e na presenca das diferentes concentracbes de rbST. Nenhuma
das concentracbes de rbST manteve as taxas de sobrevivéncia folicular apés sete dias de
cultivo. Quanto ao estadio de desenvolvimento, a ativacao folicular ocorreu independente da
presenca da rbST no meio de cultivo. Apenas os foliculos cultivados na presenca de
1000ng/mL apresentaram o diametro dos ovocitos semelhante (P>0,05) ao do controle nédo
cultivado, apds um dia de cultivo. Apés um e sete dias de cultivo, o diametro dos foliculos
cultivados na presencga de 1000ng/mL de rbST foi superior (P<0,05) aos foliculos cultivados
apenas com o MEM e com 10ng/mL de rbST. As caracteristicas ultraestruturais

demonstraram que apos sete dias de cultivo em meio contendo 1000ng/mL de rbST, houve
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danos a membrana nuclear e basal, alteracdo nas células da granulosa, bem comdaumento
vacuolizacdo e baixa densidade de organelas no citoplasma. Conclui-se que as concentragdes
de 10, 50 e 100ng/mL de rbST nao tem efeitos benéficos sobre a sobrevivéncia, a ativacéo e
crescimento de foliculos pré-antrais de bovinos. A concentracdo de 1000ng/mL de rbST
aumenta o diametro folicular, entretanto ndo tem efeitos benéficos sobre a sobrevivéncia e a

ativacao de foliculos pré-antrais de bovinos cultivadegtro durante um e sete dias.
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ABSTRACT

SILVA, Talita Fernandes da, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, octoberE2@td of
Remmbinant Bovine Somatotropin (rbST) on in vitro development of preantral follicles

of cattle. Adviser: Eduardo Paulino da Costac-advisers: José Domingos Guimardes and
Ademir de Moraes Ferreira.

The aim of this study was to evaluate the effect of Recombinant Bovine Somatotropin (rbST)
on survival, activation and growth of Preantral Ovarian Follicles of cattle grown in vitro. The
experiment was conducted at the Laboratory of Animal Reproduction, Federal University of
Vigosa. Ovaries were obtained from cows slaughtered in a slaughterhouse and transported to
the laboratory in approximately one hour after collection. In the laboratory, the parenchymal
region was fragmented, being one of the fragments of each ovary immediately fixed for
Histology Classic and Transmission Electron Microscopy, constituting the control. Then, the
remaining fragments / follicles were cultured in situ for one and seven days in an incubator at
38.5°C and 5% C®in Minimal Essential Medium supplemented (cultured control) in the
absence or presence of different concentrations of rbST (10, 50, 100 and 1000ng/ml). The
medium change was performed every two days. After one and seven days, ovarian fragments
were fixed and stained for subsequent histological analysis. In this analysis, the follicles were
classified as normal or degenerated, as well as primary or activated. Follicular diameter was
measured with the aid of an ocular micrometer. In the ultrastructural evaluation, were
analysed the integrity of the basement membrane, the cytoplasmic organelles andethe degr
of vacuolation. After one and seven days of in vitro culture, the percentage of normal follicles
in not cultivated fragments was higher (P<0.05) when compared to follicles cultured with
basal medium and in the presence of different concentrations of rbST. Neither concentration
of rbST kept rates follicle viability after seven days. In relation the development, follicular
activation occurred independent of the presence of rbST in the culture medium. Only follicles
cultured in the presence of 1000ng/ml showed the diameter of oocytes similar (P>0.05) to the
not cultived control, after one day. After one and seven days of cultivation, the diameter of
follicles cultured in the presence of 1000ng/ml rbST was higher (P<0.05) to the found in only
follicles cultured with MEM and 10ng/ml of rbST, respectively. Results showed that after
seven days of culture in medium containing 1000 ng/ml rbST, there was damage to nuclear
and basement membrane changes in granulosa cells as well as increased vacuolation and low
density of organelles in the cytoplasm. It was concluded that concentrations of 10, 50 and 100
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ng/ml rbST has no beneficial effect on survival, growth and activation of preantral follicles in
cattle. The concentration of 1000ng/mL rbST increases follicular diameter, but has no

beneficial effects on the survival and activation of preantral follicles in cultured bovine in

vitro for one and seven days.
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1. INTRODUCAO

O crescente desenvolvimento da pecuéria brasileira tem levado a uma busca incessante
pela producéo e reproducao de espécies com interesse econémico. Para tanto, é fundamental
desenvolvimento e a aplicagcédo de biotécnicas da reproducéo (CELEGHINI, 2005).

Dentre as biotécnicas que se aplicam a bovinos esta a Inseminacédo Artificial (1A), a
Transferéncia de Embrides (TE), a Produigbatro de Embrides (PIVE), a Criopreservacao
de Embrides ou Ovdcitos e, mais recentemente, a Manipulacdo de Ovdcitos Inclusos em
Foliculos Ovarianos Pré-antrais (MOIFOPA) (FIGUEIREDO et al., 2008).

Os Foliculos Ovarianos Pré-antrais (FOPA) compreendem cerca de 90% de toda
populacao folicular presente no ovario de mamiferos (LIU et al., 2001). Entretanto, no
processo fisiolégico ocorridm vivo, mais de 99% destes sofre atresia (MAO et al., 2002).
Considerando esta perda tao expressiva, tém-se a extrema importancia da MOIFOPA, a qual
possui como objetivo principal a recuperacdo dos mesmos para que sejam cuhivados
até atingirem sua maturacao.

Como principais perspectivas da implementagdo desta biotécnica, tém-se a
maximizacgdo da producan vitro de embrides, resultando na preservacgéo e disseminagao do
material genético de um animal. Além disto, a possibilidade de maior elucidacdo da fisiologia
ovariana e dos mecanismos e fatores envolvidos na foliculogénese desde a fase inicial
(FIGUEIREDO et al., 2008). Apesar de promissora, a técnica ainda apresenta resultados
pouco significativos.

Assim, varios pesquisadores tém utilizado diferentes horménios (FLAWS et a)., 1997
e fatores de crescimento (MATOS et al., 2007) no cultivatro desses foliculos, visando
definicdo de um sistema adequado que permita sua viabilidade e crescimento.

Dentre os horménios que tém sido alvo de pesquisas na area de reproducao animal esta
a Somatotropina Recombinante Bovina (rbST). Este possui influéncia nos mecanismos
relacionados ao crescimento e maturacgao folicular (PAVLOK et al., 1995; IGA et al., 1998),
bem como na regulacdo de processos fisiologicos dos animais. Assim, acredita-se que o
mesmo possa exercer influéncia na sobrevivéncia e no crescimento de FOPA.

Neste contexto, considerando o grande valor econdmico que a espécie bovina
representa em todo territorio brasileiro, objetiva-se avaliar o efeito da rbST na sobrevivéncia e

no desenvolvimento de foliculos pré-antrais de bovinos cultiviadoso.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 O ovario e a oogénese

O ovério é um dos principais 6rgaos relacionados a reproducédo de fémeas mamiferas.
Este € composto por varios tipos de células diferenciadas que, em conjunto, promovem suas
funcBes enddcrina e exdcrina (BRISTOL-GOULD & WOODRUFF, 2006). Quanto a fungéo
enddcrina, o ovario é responséavel pela producdo e liberacdo de hormdnios esteroides e
peptideos, enquanto a funcdo exdcrina ou gametogénica visa a producdo e liberacdo de
ovocitos (SAUMANDE, 1991).

Este 6rgéo é constituido por duas regides, a vasculygarenquimatosa, circundadas
por um epitélio superficial (SILVA, 2005). Na regido vasculosa, localizada mais
internamente, estdo contidos 0s nervos, 0s vasos sanguineos e os linfaticos, responsaveis pol
sua nutricdo e sustentacdo. J4 na regido parenquimatosa estdo contidos foliculos ovarianos e
corpos lateos em diferentes estadios de desenvolvimento (HAFEZ, 2004). A funcéo do ovério
durante a vida reprodutiva das fémeas depende de uma associacdo de fatores paracrinos e
endocrinos, 0s quais atuam coordenando o processo conhecido como foliculogénese ovariana
(SARAIVA et al., 2010).

Os estadios iniciais do desenvolvimento ovariano em mamiferos, ainda no periodo
intrauterino, sdo desencadeados pela migracdo das Células Germinativas Primordiais (CGP)
para a gbnada primitiva (BRISTOL-GOULD & WOODRUFF, 2006). Imediatamente apds a
diferenciacdo das gbnadas, ocorre a transformacdo das CGP em oogbnias meioticamente
ativas. Posteriormente, estas oogbnias se diferenciam em ovocitos primarios ou imaturos, 0s
quais sofrem uma parada no seu desenvolvimento (SUH et al., 2002) em profase | no estadio
de dictioteno.

Os ovacitos primarios sao circundados por uma camada de quatro a oito células da
pré-granulosa, de formato pavimentoso, formando os foliculos primordiais, iniciando assim a
foliculogénese (FIGUEIREDO et al., 2008)p6s a formacdo dos foliculos primordiais,
alguns podem ser estimulados a crescer imediatamente ou, na maioria destes, as células da
pré-granulosa param de se multiplicar e entram num periodo de quiescéncia até receberem
sinais para entrar rmol de crescimento (McGEE & HSUEH, 2000).

Os ovocitos primarios inclusos nesses foliculos encontram-se na fase de proéfase | da

meiose. A progressao da divisdo meidtica ocorre somente na puberdade, com a liberagéo do



pico pré-ovulatério de Hormonio Foliculo Estimulante (FSH) e Horménio Luteinizante (LH)
originando assim os ovocitos secundarios, ocorrendo uma nova parada da meiose na fase de
metafase Il. A meiose sera retomada novamente somente apés a fecundacdo do ovdcito pelo
espermatozoide, originando o ovécito haploide fecundado, marcando assim o fim da oogénese
(FIGUEIREDO et al., 2008).

2.2 Foliculogénese

A foliculogénese, evento iniciado na vida pré-natal na maioria das espécies, pode ser
definida como o processo de formagdo, crescimento e maturacao folicular. Ela ocorre
simultaneamente a oogénese, quando o ovdcito esta entre as fases de profase | e metéfase Il
na maioria das espécies (MARTINS et al., 2008). O inicio se da com a formacéao do foliculo
primordial que, apds diversas modificacdes estruturais, culmina com o estadio de feliculo d
Graaf ou pré-ovulatorio (VAN DEN HURK & ZHAO, 2005). O inicio do crescimento
folicular, também conhecido como ativacdo, € um processo que ocorre pela transicdo dos
foliculos dopool de reserva paramol de foliculos em crescimento (RUSSE, 1983).

O foliculo ovariano é a unidade morfofuncional do ovario e é formado por varios tipos
celulares, sendo composto por um ovdcito circundado por células da granulosa e tecais. De
acordo com o grau de evolucéo, os foliculos podem ser divididos em dois grupos: foliculos
pré-antrais ou nao cavitarios (foliculos primordiais, de transicéo, primarios e secundarios) e
foliculos antrais ou cavitarios (foliculos terciarios, de Graaf ou pré-ovulatorio) (HULSHOF et
al., 1994).

Os foliculos primordiais sé@o constituidos por um ovdcito imaturo, circundado por uma
simples camada de células da pré-granulosa de formato pavimentoso (HUTT et al., 2006). As
caracteristicas morfolégicas que marcam a ativacdo destes foliculos sdo o aumento do
didmetro ovocitario, a proliferacdo das células da granulosa e a mudanca na morfologia destas
células de pavimentosas para cubicas. Durante este periodo em que os foliculos apresentam
células da granulosa tanto pavimentosas quanto cubicas, sdo denominados de foliculos de
transic&o ou intermediarios (FORTUNE, 2003; ARAUJO et al., 2010).

Em seguida, quando o ovdcito € circundado por uma camada completa de células da
granulosa de morfologia cubica, os foliculos vém a ser denominados de primarios
(GOUGEON & BUSSO, 2000). Posteriormente, duas ou mais camadas de células da

granulosa sdo formadas ao redor do ovdcito, o foliculo entdo recebe a denominacdo de
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secundério. Nesta fase, é possivel a visualizacdo da zona pelicida em torno do ovdcito
(FORTUNE, 2003). Com o desenvolvimento dos foliculos secundéarios e a organizacao das
células da granulosa em multiplas camadas, ocorre a formacdo de uma cavidade repleta de
liguido denominada antro, que confere a classificacdo destes foliculos em terciarios e pré-
ovulatérios (BARNETT et al., 2006).

Os foliculos primordiais possuem diametro médio de 35,23; 18,00 eu83,6M
bovinos (BRAW-TAL & YOSSEFI, 1997), ovinos (AMORIM et al., 2000) e caprinos
(BEZERRA et al., 1998), respectivamente. E importante ressaltar que estes foliculos
primordiais representam cerca de 95% do total de FOPA presentes no ovario (ERICKSON,
1986).

Segundo Campbell (2009), o desenvolvimento folicular parece ocorrer em trés fases
distintas. Na primeira, o desenvolvimento ocorre na auséncia de gonadotrofinas e parece ser
controlado apenas pela expressdo de fatores de crescimento locais. Na segunda fase, eles
comecam a Ser responsivos, mas nao requerem a presenca de hormoénios gonadotroficos pare
manter o desenvolvimento normal. JA& na terceira fase, existe uma alta dependéncia
gonadotrofica para o desenvolvimento dos foliculos antrais.

A ativacdo, ou seja, a passagem dos foliculos primordiais do estadio de quiescéncia
para a fase de crescimento € a primeira e essencial etapa, em que os foliculos primordiais
saem do estadio de repouso e iniciam seu desenvolvimento. Os mecanismos precisos que
controlam o inicio dsua progressao ainda séo pouco esclarecidos. Em espécies mamiferas, o
continuo crescimento folicular é controlado tanto por hormdnios gonadotréficos e
somatotréficos, como por fatores de crescimento que agem, direta ou indiretamente, de forma
autdcrina ou paracrina (MARTINS et al., 2008).

2.3 Atresia folicular

A populacao folicular difere entre as espécies, sendo de aproximadamente 35.000 na
cabra (LUCCI et al.,, 1999 235.000 na vaca (BETTERIDGE et al., 1989). Os FOPA
representam 90% da populacéo folicular e constituem o estoque de gametas femininos (LIU et
al., 2001).

Apesar da grande populagéo folicular presente no ovario mamifero, a grande maioria
dos foliculos (aproximadamente 99%) ndo culmina em ovulagéo. Estes foliculos sofrem um

processo denominadie atresia. Em foliculos pré-antrais, as primeiras altera¢des indicativas
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de atresia ocorrem no ovdcito, como, por exemplo, retracdo da cromatina reiclear
fragmentacao ovocitaria (MORITA & TILLY, 1999).

O processo de atresia folicular ocorre de duas maneiras, pela via degenerativa
(SAUMANDE, 1991) e/ou apoptdtica (FIGUEIREDO et al., 1995). Na via degenerativa, a
isquemia pode ser uma das principais causas do desencadeamento da morte folicular
(FARBER, 1982). Esta resulta em alteragcbes na permeabilidade da membrana celular,
aumento de agua intracelular, vacuolizacdo citoplasmatica e, consequentemente, degeneracao
(BARROS et al., 2001). As mudancas observadas nos foliculos primordiais e primarios
degenerados mostraram ovadcitos retraidos com nucleos picnéticos e numerosos vacuolos no
citoplasma (SILVA et al., 2002).

Ja a apoptosé um sistema de morte celular programada encontrado em todos 0s
organismos multicelulares, ocorrendo em tecidos que estdo sofrendo alteracdes de
desenvolvimento ou respondendo a um estimulo fisiol6gico. A alteracao tipica observada € a
condensacgédo da cromatina (MARKSTR(t al., 2002). Sabe-se que se trata de um evento
geneticamente determinado, ou seja, depende da expressdo de genes pré e anti-apoptoticos
(HUSSEIN, 2005). Duas familias regulam este processo: caspases e Bcl-2. As caspases sao
consideradas as executoras principais da via apoptética e atuam ativando DNAses, que sdo
responsaveis pela fragmentagdo do DNA internucleossomal. J4 a familia Bcl-2 compreende
tanto genes anti-apoptoticos, quanto pré-apoptoaRKSTROM et al., 2002).

A atresia folicular e os fatores que influenciam este processo sdo extensivamente
estudados e tem sido demonstrado que alguns hormonios e fatores de crescimento estéo
envolvidos na sua regulacdo (HSU & HSUEH, 2000). Desta forma, visando evitar a enorme
perda folicular que ocorre naturalmenmtevivo pela atresia, tém sido desenvolvidos vérios
modelos de cultivan vitro, no intuito de possibilitar o estudo dos fatores que controlam a

atresia e, consequentemente, o crescimento folicular.

2.4 Sistemas de cultivan vitro de FOPA

O cultivo in vitro de foliculos ovarianos é uma das etapas da biotécnica de
Manipulacdo de Ovdécitos Inclusos em Foliculos Ovarianos Pré-Antrais (MOIFOPA). Esta
técnica vem sendo amplamente empregada com o intuito de avaliar o efeito de diferentes
substéancias, em diferentes concentracdes, sobre diferentes fases do desenvolvimento folicular,

a fim de se mimetizan vitro os eventos que ocorreimvivo no ovario. Além disso, o cultivo
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folicular tem por objetivo fornecer um grande numero de ovdcitos viaveis para posterior
utilizacdo em outras biotécnicas, coafe@cundacaadn vitro, atransgenia @ clonagem.

O cultivo in vitro de FOPA permite o desenvolvimento folicular, assegurando o
crescimento e a maturacdo dos ovécitos, bem como a multiplicacdo e diferenciacdo das
células da granulosa inclusas nesses foliculos (FIGUEIREDO et al., 2002).

O cultivo de tecido ovariano tem sido usado para avaliar a importancia da
vascularizacdo (FORTUNE et al.,, 2000), apoptose (FLAWS et al.,, 2001) e fatores de
crescimento (ERICKSON, 2001) para o desenvoduim de foliculos primordiais (O’BRIEN
et al., 2003).

Diferentes métodos de cultivia vitro tém sido desenvolvidos a fim de se manter a
viabilidade e promover o crescimento de FGRAitro (CHAVES et al., 2010). Dentre estes
métodos, estdo o cultivo isolado e o cullingitu.

O principio das técnicas de isolamento folicular consiste na dissociacdo ou separacao
dos FOPA dos demais componentes do estroma ovariano, como fibroblastos, fibras colagenas
e elasticas e fibronectina (FIGUEIREDO et al., 2008). Para o isolamento, utilizam-se métodos
enzimaticos ou instrumentos mecanicos. O tratamento enzimatico baseia-se na utilizacdo de
enzimas digestivas que digerem o estroma ovariano e, assim, permitem o isolamento de um
grande numero de pequenos foliculos. Com relagdo aos procedimentos mecanicos de
isolamento folicular, aqueles comumente utilizados séo o Tissue Chopper, tesouras cirdrgicas
e agulhas dissecantes (KURVILA, 2007).

Além do isolamento folicular, o outro método utilizado € o culiiwcsitu. Neste
procedimento, pequenos fragmentos de cOrtex ovariano sao obtidos com auxilio de um bisturi
e cultivados em pocos de placas de cultivo. Os cortes sdo superficiais, tendo em vista que é
neste local que se encontram os foliculos (SILVA et al., 2004

O cultivo de pequenos fragmentos de cortex ovariano, rico em foliculos primordiais,
tem sido realizado para o estudo da ativacdo e do crescimento de foliculos primordiais em
diferentes espécies, como ovinos (ANDRADE et al., 2005) e bovinos (BRAW-&
YOSSEFI, 1997). Esse sistema de cultivo tem como principal vantagem a manutencédo da
integridade folicular e das interagBes entre as ceélulas foliculares e do estroma, facilitando a
perfusdo do meio para o tecido ovariano (TELFER, 199&h interacdo é bastante benéfica
para o desenvolvimento folicular, tendo em vista os efeitos hormonais autocrinos e paracrinos

exercidos sobre as células ovarianas.



Atualmente, varios autores tém utilizado sistemas de cuiltivatu para estudar o
desenvolvimento de foliculos pré-antrais em roedores e ruminantes (VAN DEN HURK &
ZHAO, 2005). Apesar de estar sendo estudado em diferentes espécies animais ha relato de
desenvolvimento completa vitro apenas em camundongos BRIEN, 2003).

Em bovinos, os primeiros estudos sobre culithvatro de FOPA ocorreram na década
de 90 (FIGUEIREDO et al., 1994) e o melhor resultado relatado para esta espécie, até o
momento, foi a formacédo da cavidade antral (GUTIERREZ et al., 2000; ITOH et al., 2002).
Apesar dos esforcos, para animais domeésticos ainda ndo foi desenvolvido um sistema de
cultivo adequado capaz de promover o completo desenvolvimento de FOPA iniciais
(primordiais, de transi¢do, primarios e secundarios) até o estadio de pré-ovulatorio (SILVA et
al., 2004).

2.5 Meio de cultivo para o desenvolvimentm vitro de FOPA

Diversos sistemas de cultivim vitro de foliculos ovarianos pré-antrais tém sido
sugeridos por diferentes pesquisadores, porém o0s resultados em relacdo a viabilidade e ao
desenvolvimento folicular séo variaveis, dependendo do meio de cultivo utilizado (MATOS et
al., 2007).

Dentre as substancias acrescidas ao meio de cultivo de FOPA da espécie bovina estédo
fatores de crescimento e horménios (GUTIERREZ et al., 2000), acido ascorbico, piruvato,
glutamina, hipoxantina, insulina, transferrina e selénio (FIGUEIREDO et al., 1994). Foi
descrito por Figueiredo et al. (1994) que o acréscimo de piruvato (0,23 mM), glutamina (2
mM) e hipoxantina ao meio de cultivo de base (MEM), suplementado com ITS (Insulina
6,25 pug/mL, Transferrina - 6,25 pg/mL e Selénio -6,25 pg/mL) aumenta significativamente a
porcentagem de foliculos morfologicamente normais durante o cultivo.

A insulina é normalmente adicionada ao meio de cultivo como fator de sobrevivéncia,
permitindo um melhor aproveitamento das fontes de energia do meio (LIU et al., 2002).
Adicionalmente, o selénio e a transferrina também sdo importantes substancias a serem
acrescentadas. Alguns autores sugerem que o processo de maturacdo folicular esta
relacionado a altas concentracdes de transferrina e seus receptores na célula e que selénic
pode ser adicionado ao meio de cultivo para ativar enzimas envolvidas na detoxificacéo e
eliminacédo de radicais livres (DEMEESTERE et al., 2004).



Em mamiferos, o crescimento folicular continuo é controlado tanto por horménios
gonadotréficos e somatotroficos, como por fatores de crescimento que agem de forma
autocrina ou paracrina (MARTINS et al., 2008reditaseque o desenvolvimento de FOPA
independe das gonadotrofinas, mas € influenciado por fatores intraovarianoitdagend
(KL) ou Fator de Células Tronco (SCF) (HUTT et al.,, 2006), Fator de Crescineento
Diferenciacdo-9 (GDF-9) (WANG & ROY, 2004) e Proteinas Morfogenéticas Osseas-15
(BMP-15) (FORTUNE, 2003).

Além destes, autores também relatam a participacdo do Fator de Crescimento
Semelhante a Insulina-1 (IGF-1) (GUTIERREZ et al.,, 2000), Fator de Crescimento
Fibroblastico (FGF) (WANDJI et al., 1996), Fator de Crescimento do Endotélio Vascular
(VEGF) (YANG & FORTUNE, 2007) e Fator de Crescimento Epidermal (EGF) (ANDRADE
et al., 2005).

A ativacd@o e o crescimento de FOPA é um processo dependente de diversos fatores,
que podem agir sobre o ovécito, ou nas células da granulosa e da teca. A atividade destes
fatores pode ser isolada ou combinada e até mesmo modular o efeito de horménios, o que
demonstra que o crescimento folicular € regulado por uma complexa interacao entre diversa
substancias intra e extraovarianas (SILVA et al., 2005). Assim, atualmente, as pesquisas
baseiam-se na busca por novas substancias, como horménios e fatores de crescimento, que

assegurem a ativacao e o desenvolvimento dos FOPA.

2.6 Somatotropina Recombinante Bovina (rbST)

A Somatotropina Bovina (bST), ou hormdnio do crescimento (GH), € um peptideo
composto por 192 aminoacidos sintetizado por células localizadas na adeno-hipéfise que
participa de varios processos fisiolégicos e metabdlicos de bovinos (FERREIRA, 2002). Ela
liga-se a receptores nos tecidos-alvo com o objetivo de estimular o seu crescimento
(HERRINGTON & CARTER-SU, 2001).

A partir da década de 80, teve inicio a producdo em escala industrial da Somatotropina
Recombinante Bovina (rbST), um fator de crescimento produzido a partir da técnica de DNA
recombinante erzscherichia coli (SANTOS et al., 2001), no intuito de promover o aumento
da produtividade de vacas leiteiras. Atualmente, este fator de crescimento também tem sido
utilizado para o incremento em diferentes aspectos da reproducdo de animais da espécie

bovina.



A rbST atua na regulacdo de processos fisioldgicos e metabdlicos dos animais por
meio da sintese de Fator de Crescimento Semelhante a Insulina tipo 1 (IGF-1) e Proteinas
Transportadoras de IGF (IGFPBBONG et al.,, 1997). De acordo com Ramos (2007), a
atuacdo conjunta destes é fundamental no controle da funcdo ovariana, melhorando a
qualidade dos ovdcitos e, consequentemente, a maturacdo e a formacdo de blastocistos
vitro.

Receptores de Somatotropina e IGF-1 tém sido encontrados em ovOcitos imaturos e
nas células da granulosa e damulus de bovinos(LONERGAN et al., 2000). Também
Eckery et al. (1997) demonstraram que o RNAm para o receptor do GH é abundante no
ovQcito e nas células da granulosa de FOPA de ovelhas. Assim, varios autores desenvolveram
estudos no intuito de verificar os efeitos benéficos da rbST sobre os aspectos reprodutivos de
animais de producéo.

Dentre os resultados satisfatérios relatados pelos autores, estd o aumento da populagéo
de foliculos durante a fase de recrutamento (BURATINI JR. et al., 1999; KOZICKI et al.,
2005), melhora na qualidade de foliculos quando associada ao FSH (RAMOS, 2007) e
aceleracdo no desenvolvimento embrionario (MANN & LAMMING, 2001). Roth et al.
(2002), sugerem que o efeito benéfico da rbST no desenvolvimento embrionario pode estar
relacionado a influéncias diretas ou indiretas no microambiente folicular e/ou no préprio
ovacito.

Avaliando a influéncia deste horménio em receptoras inovuladas com embrides,
Marques (2006), observou que a aplicacdo de 500mg no dia do estro aumentou a taxa de
gestacdo destes animais. Resultado semelhante foi obtid¥gsconcelos (2011), que
trabalhando com a mesma concentragéo, observou maior viabilidade de embrides de doadoras
submetidas ao tratamento com o horménio. Efeito positivo também foi encontrado por Pavlok
et al. (1995), que constataram a maior preservacao dos ovocitos da atresia por degeneracao.
Entretanto, Moraes Junior (2008) ndo encontrou modificacdes na resposta ovariana no que se
refere a embrides viaveis, estruturas degeneradas e nao fertilizados apos tratamento prévio de
vacas superovuladas com FSH, em associacdo com dose Unica de rbST.

Com relagéo a utilizacdo deste horménio em cultinogtro, Drakakis et al. (1995)
relataram efeitos benéficos do mesmo sobre a fase pré-implantacional e desenvobieémento
embrides de camundongos. Estes autores observaram que a adicdo de 0,2ughnaode

meio de cultivo resultoam 87% de blastocistos formados.
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Com o intuito deverificar os efeitos de varias concentra¢cdes (0.1, 1, 10, 100,
1000ng/mL) de rbST sobre a maturacdo nuclear e citoplasmética de ovdcitos bovitros
e desenvolvimento embrionario apos a fertilizaigiuaitro, constatou-se que a presenca das
maiores concentracdo de rbST melhoraram as taxas de maturacdo e, consequentemente, ¢
desenvolvimento embrionario até a fase de blastocisto (IGA et al). 1998

Em trabalhos com FOPA de camundongas, fomawetrado que o GH, na
concentracdo de 1mg/mL, aumentou o diametro folicular durante quatro dias de cultivo
(KIKUCHI et al., 2001).Ja em bovinos, a utilizagdo de 100ng/mL de GH adicionado de
insulina aumentou a proliferacdo das células da granulosa cultivadas por quatro dias
(LANGHOUT et al., 1991).

Desta forma, o presente trabalho teve como objetivo a avaliagdo do efeito daorbST
meio de cultivo, sobre a sobrevivéncia, a ativacdo e o crescimento de FOPA de bovinos

cultivadosin vitro.
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3. MATERIAL E METODOS
3.1Localizacao
O trabalho foi desenvolvido no Laboratério de Reproducdo Animal e Laboratorio de
Histopatologia do Departamento de Veterinaria (DVT), no Instituto de Biotecnologia
Aplicada a Agropecuéaria (BioAgro) e no Nucleo de Microscopia e Microanalise da
Universidade Federal de Vigosa.
O projeto foi submetido e aprovado pela Comisséo de Etica no Uso de Animais do

CEUAJ/UFYV (protocolo: 485/2013) sendo as normas desta comissao seguidas rigorosamente.

3.2 Procedéncia dos ovarios

Foram utilizados 5 pares de ovarios de fémeas bovinas coletados assepticamente no
Frigorifico Sabor de Minas, localizado na cidade de Muriaé (MG). Imediatamente apos a
coleta, os mesmos foram lavados em alcool 70% e em Meio Essencial Minimo (MEM),
suplementado com antibiéticos (Penicilina e Estreptomicina). Em seguida, os ovarios foram
transportados ao laboratério em MEM a 4°C em aproximadamente uma hora, de acordo com o

protocolo desenvolvido por Chaves et al. (2008).

3.3 Meio de cultivo base
O meio de cultivo de base foi 0 MEM (Osmolaridade: 300 mOsm/L, pH: 7,2-7,4

Sigma, St Louis, MO, USA) adicionado de uma solucdo de Insulina Transferrina Selénio
(ITS), 2 mM de glutamina, 2 mM de hipoxantina e 1,25 mg/mL de Albumina Sérica Bovina

(BSA). Este meio foi chamado de MEM constituiu o controle cultivado.

3.3 Protocolo experimental

Cada par ovariano correspondeu a uma repeticao (total de 5 repeticdes). Para o cult
in situ, a regido parenquimatosa de ambos os ovarios foi seccionada com auxilio de pinca e
bisturi em fragmentos de aproximadamente 3x3x1mm, dos quais um foi escolhido
aleatoriamente e imediatamente fixado para Histoldégica Classica (HC) e Microscopia
Eletronica de Transmissdo (MET), constituindo o controle ndo cultivado. Os fragmentos
restantes foram cultivados individualmente em placas de 24 pogos, contendo 1mL de MEM
(controle cultivado) em cada poco, acrescidos de 10, 50, 100 e 1000ng/b8Tde
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O cultivo foi realizado em estufa a 5% de £©38,5°C e o0 meio foi totalmente
substituido a cada dois dias. Os fragmentos foram retirados apds um e sete dias da cultivo

vitro para os procedimentos de Histologia Classica e Microscopia Eletrénica de Transmissao.

3.4Processamento para Histologia Classica

Os foliculos foram fixados em Carnoy por quatro horas e destinados a Histologia
Classica. Primeiramente foram desidratados em concentracdes crescentes de etanol (70, 80,
90 e 100%), e em seguida diafanizados em Xilol. Os fragmentos foram entdo incluidos em
blocos de parafina e seccionados seriadamente a espessum. deada seccao foi montada
em lamina e corada pela técnica de Periodic Acid Schiff (PAS) e Hematoxilina. Todas as
seccOes foram examinadas utilizando um microscoépio optico.

Foram analisados 30 foliculos por tratamento. Com relacdo a sobrevivéncia folicular,
os foliculos foram classificados em normais ou degenerados. Os FOPA presentes no tecido
ovariano foram considerados morfologicamente normais quando apresentavam células da
granulosa organizadas circundando o ovOcito, enquanto que 0 mesmo apresentava-se esférico
ou ligeiramente alongado, com nucleo sem evidéncia de picnose (BRUNO et al., 2008). J& os
degenerados foram assim caracterizados de acordo com a desorganizacdo das células de
granulosa e com a presenca de areas de retracdo citoplasmatica e picnose nuclear (SILVA et
al., 2002).

Quanto ao estadio de desenvolvimento, os FOPA foram classificados como
primordiais (ovocito circundado por células da pré-granulosa de formato pavimentoso) e
ativados (a partir do estagio de transicédo, no qual o ovdcito é circundado por pelo menos trés
células da granulosa de formato cubico) (BRUNO et al., 2008). A proporcdo de foliculos
primordiais e em desenvolvimento foi calculada no dia zero (controle ndo cultivado) e apo6s
um e sete dias de cultivo, nos diferentes tratamentos testados. Os didmetros ovocitario e
folicular foram mensurados com auxilio de uma ocular micrométrica, sendo a mensuracao

realizada em foliculos classificados como normais na analise histoldgica.
3.5Processamento para Microscopia Eletrénica de Transmissao

Os procedimentos para a Microscopia Eletrénica de Transmissdo foram realizados

conforme descrito por Costa (1994).
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Para fixagdo dos fragmentos, foi utilizada a solucéo de glutaraldeido a 1% em tampé&o
fosfato 0,15 mol [* e pH 7,6 por uma hora. Apés a fixacéo, foram lavados no mesmo tamp&o
e submetidos a poés-fixacdo em tetroxido de 6smio a 1% por uma hora a 4°C. Apoés trés
lavagens sucessivas em agua bidestilada, foi realizada a desidratacdo em corgentracoe
crescentes de etanol (50, 75, 90 e 100%), durante 15, 15, 15 e 30 minutos, respectivamente. A
ltima desidratacédo, em alcool 100%, foi realizada duas vezes.

Foi utilizada a resina EPON-812 como meio de embebicéo e inclusdo. As substancias
foram homogeneizadas cuidadosamente para s avitamacdo de bolhas de ar. Para a
incluséo, foram adicionados 2% de Dimetilamino Metil Fenol (DMP) na solugéo final. Os
fragmentos foram incluidos na resina utilizando moldes como suporte. O material foi
incubado por 1 hora a 40°C e depois 72 horas a 60°C, estando assim, disponivel para os
procedimentos de ultramicrotomia.

Foram realizadas inicialmente sec¢bes semi-finasufQ,8om navalhas de vidro em
ultramicrotomo. Estas foram coradas com azul de toluidina, montadas em lamina/laminula e
examinadas sob microscopia Optica, selecionando-se as melhores para seccdes ultra-finas (60-
70nm). Seccdes ultra-finas foram obtidas com navalha de vidro e colhidas em grades de cobre
(malha 200), coradas com acetato de uranila e citrato de chumbo, conforme os protocolos de
WATSON (1958) e REYNOLDS (1963). Posteriormente, as seccdes ultra-finas foram
examinadas em microscopio eletrénico de transmissao.

A andlise ultraestrutural foi realizada em FOPA oriundos do grupo que apresentou 0s
melhores resultados apés o cultivovitro, quanto a sobrevivéncia, ativacdo e crescimento
ovocitario e folicular. Foi realizada avaliagcdo da integridade e densidade das organelas
citoplasmaticas do ovécito e das células da granulosa, o grau de vacuolizacdo citoplasmatica e

a integridade do envelope nuadlea

3.6 Analises estatisticas

Cada tratamento foi repetido cinco vezes. As variaveis quantitativas foram submetidas
aos testes de Normalidade (Lilliefors) e Homocedasticidade (Cochran) e posteriormente a
Andlise de Variancia (ANOVA).

Quando apresentaram significancia, foi realizado o teste de comparacdo de médias
mais apropriado, evitando-se erros estatisticos tipo | e Il. Quando ndo atenderam as premissas

de Normalidade e Homocedasticidade, mesmo apoés as transformacdes apropriadas, 0os dados
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foram submetidos ao teste ndo-paramétrico de Wilcoxon ou Kruskal-Wallis, de acordo com o
namero de tratamentos (SAEG, 1999).

As variaveis qualitativas foram comparadas em tabelas de contingéncia e analisadas
pelo teste de qui-quadrado a 5% de probabilidade (SAMPAIO, 2002).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Sobrevivéncia folicular

Tanto no grupo de foliculos ndo cultivados quanto nos submetidos ao tratamento com
0 meio base e as diferentes concentracbes de rbST foram observados foliculos normais
(Fig.1A) e degenerados (Fig. 1B).

Figura ¥ Fragmentos ovarianos (400x) demonstrando um foliculo normal (A) e degenerado
(B) apés coloracdo PAS-Hematoxilina (O: ovdcito; n: nucleo do ovécito; CG: células na

granulosa). Seta: nucleo picndtico.

O numero de foliculos normais ndo cultivados verificados no presente estudo €&
semelhante ao descrito por Luna et al. (2011) para a espécie bovina (93,6%). Apos um e sete
dias de cultivan vitro, o percentual de foliculos normais em fragmentos néo cultivados foi
superior (P<0,05) quando comparado aos foliculos cultivados apenas com o meio base e na
presenca das diferentes concentracdes de rbST testadas (Tabela 1).

Estes resultados demonstram que a rbST, nas concentracfes utilizadas, ndo foi capaz
de manter a viabilidade folicular normal. Corroborando com o estudo de Bruno et al. (2008),
gue relataram que o cultivo vitro reduz o numero de foliculos morfologicamente normais.

Os mecanismos pelos quais este horménio promove efeitos benéficos sobre a
viabilidade folicular ainda ndo estdo completamente elucidados. Alguns autores sugerem um
efeito direto no ovécito e nas células da granulosa (LUCY, 2000), enquanto que outros
relatam que este hormdénio induz aumento nas concentracfes plasmaticas e ovarianas de IGF-
1 (BURATINI et al., 2000). Neste contexto, estudos apontam que o IGF-1, por sua vez, é
capaz de suprimir a fragmentacdo do DNA por apoptose em ovoécitos de ratas cultivados
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vitro, agindo como um fator anti-apoptoticoHGON et al., 1994). Entretanto, o presente
estudo corrobora com Costa et al. (2014) e Fortune et al. (2003), que relataram que o IGF-

nao foi capaz de manter a viabilidade de FOPA de cabras cultivedt® durante sete dias.

Tabela 1 -Porcentagem média de foliculos pré-antrais morfologicamente normais em tecido
ovariano nao cultivado e cultivado por um e sete dias, com diferentes concentracdes de rbST

Controle 92,22 + 19,28
Tratamento Dia 1 (%) Dia 7 (%)
MEM”* 71,66 + 11,38 72,78 +18,708"
10ng/mL 81,66 + 12,68 78,34 + 20,68
50ng/mL 65,00 + 13,6" 66,12 + 16,98
100ng/mL 74,44 + 14,09 83,88 + 20,6%"
1000ng/mL 79,44 + 12 4B 76,66 + 20,2%"

aPpercentuais com letras diferentes sobrescritas na mesma coluna diferem entre si pelo teste
Qui-quadrado (P<0,05).

AB Percentuais com letras diferentes sobrescritas na mesma linha diferem entre si pelo teste
Qui-quadradqP<0,05).

De acordo com Gutierrez et al. (1997), este fator de crescimento é também
responsavel por acentuar os efeitos do FSH por meio do aumento de seus receptores nas
células da granulosa. Este mecanismo de acdo pode justificar porque a rbST ndo contribuiu
para 0 aumento das taxas de foliculos vidveis no presente estudo, tendo em vista que
pequenos foliculos pré-antrais ndo sao responsivos ao FSH. Ramos et al. (2007) também
relataram que a rbST somente alterou a qualidade de ovocitos de bovinos quando associada ac
FSH.

Além disso, alguns fatores como o transporte e a manipulacdo do ovario, além de
alterac6es de pH durante as trocas de meio podem afetar a qualidade dos foliculos. Com isso,
€ muito provavel que ocorra a reducdo da taxa de sobrevivéncia folicular e,
conseguentemente, o aumento do namero de foliculos atrésicos (COSTA, 2010).

Este processo de atresia folicular pode ocorrer de duas maneiras, pela via degenerativa
(SAUMANDE, 1991) e/ou apoptética (FIGUEIREDO et al., 1995). Na via degenerativa, a
isquemia resulta em alteragcbes na permeabilidade da membrana celular, onde se pode
observar aumento de &agua intracelular, vacuolizacdo citoplasmatica e, consequentemente,
degeneracédo (BARROS et al., 2001). Quanto a atresia pela apoptose, pode ser decorrente da
reducéo do oxigénio e difusédo de nutrientes dentro do cortex ovariano (FARBER, 1982). No
presente estudo, a principal alteracdo observada nos foliculos classificados como degenerados
foi a presenca de nucleos picnoticos (Fig. 1B).
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Ainda assim, as taxas de foliculos normais observadas sdo consideradas elevadas
corroboram com os resultados de outros autores, que relataram um total de sobrevivéncia de
83,5%, apods cultivo isolado por quatro dias, utilizando apenas um meio de cultivo base
semelhante (MACHADO et al., 2006).

Quando foi avaliada a sobrevivéncia folicular apds progressao do dia um ao sétimo dia
de cultivo, foi observado que a taxa de foliculos viaseimanteve (P>0,05) em todos os
tratamentos (Tabela 1). Isto demonstra que o tempo de cultivo ndo interferiu na sobrevivéncia
destes foliculos. Este resultado € satisfatorio tendo em vista que outros autores relatam a
reducdo da quantidade de foliculos viaveis com o decorrer do tempo de oultinro,
utilizando 50 e 100 ng/mL de IGF(COSTA et al., 2014). Entretanto, ndo se pode atribuir a
estabilidade da sobevivéncia dos foliculos ao horménio em estudo, visto que a quantidade de
foliculos considerados normais quando cultivados com diferentes concentra¢cdes do horménio
foi semelhante (P>0,05) aquela encontrada nos foliculos incubados apenas com o meio base
(MEM™).

A composicdo do meio é um importante aspecto a ser considerado para oicultivo
vitro de foliculos pré-antrai®© meio de cultivo utilizado no presente estudo é uma das mais
ricas formulas de MEM, sendo composto por 21 amino&cidos essenciais, complexos de
vitamina B, vitaminas C e D e sais inorganicos. No presente estudo também foram
adicionados insulina, transferrina e selénio a este meio de cultivo. De acordaucetral
(2002), a insulina permite um maior aproveitamento das fontes de energia do meio. J4 o
selénio possui a funcdo de ativar enzimas que participam do processo de eliminacdo de
radicais livres produzidos pelas células (DEMEESTERE et al.,)28@¢undo Silva et al.

(2004), a adicao destas substancias ao cultivo de base (MEM) contribui para a manutencao da
sobrevivéncia folicular no cultivo

As taxas de sobrevivéncia folicular obtidas evidenciam a eficiéncia do meio de cultivo
utilizado em fornecer um ambiente adequado aos foliculos, como também relatado por
Celestino et al. (2009). Assim, no presente estudo, o meio de cultivo’ ¥tiENapaz de
sustentar a sobrevivéncia folicular em taxas consideradas satisfatérias, bem como foi capaz de
manter o numero de foliculos viaveis apos sete dias de cultivo. Da mesma forma, Bruno et al.
(2008) e Andrade et al. (2005) relataram a eficiéncia deste meio na manutengao da viabilidade

folicular para caprinos e ovinos, respectivamente.
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4.2 Ativacao folicular

Os foliculos ovarianos pré-antrais sdo classificados como primordiais, de transicdo
(intermediarios), primarios e secundarios. A partir do momento em que evoluem do estadio de
primordiais, considera-se que houve a ativacdo dos mesmaos, ou seja, estes foliculos entram no
pool de crescimento (RUSSE, 1983). Por isso, no presente estudo, os foliculos foram
classificados apenas como “primordiais” ou “ativados”, sendo incluidos neste segundo grupo
os foliculos de transicéo, os primarios e 0os secundarios.

Os foliculos primordiais s@o constituidos por um ovécito circundado por uma simples
camada de células da pré-granulosa de formato pavimentoso (HUTT et al.,, 2006). As
caracteristicas morfolégicas que marcam a ativacdo destes foliculos sdo o aumento do
didmetro ovocitario, a proliferacdo das células da granulosa e a mudanca na morfologia destas

células de pavimentosas para cubicas, como pode ser observado na Figura 2.

Figura 2 Fragmentos ovarianos (400x) demonstrando um foliculo primordial (A) e ativado
(B) apds coloragdo PAS-Hematoxilina (O: ovdcito; n: nucleo do ovdcito; CG: células na
granulosa). Na figura A é evidente a camada de células da granulosa de formato pavimentoso,

enguanto na figura B estas células apresentam formato cubico.

Quanto ao estadio de desenvolvimento folicular, foi observado que a quantidade de
foliculos ativados foi superior (P<0,05) nos fragmentos cultivados em compara¢do ao grupo
controle ndo cultivado, ap6s um e sete dias de cultivo (Tabela 2).

Como pode ser verificado, a partir de um dia de cultivo ja houve ativacdo de grande
parte destes foliculo€sta ativacdo precoce também foi relatada por Costa et al. (2014) e
Martins et al. (2010) durante o cultivo vitro de foliculos ovariano de cabras. Também foi
verificado que o percentual de foliculos primordiais reduziu (P<0,05) apés o periodo de sete
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dias de cultivo em todos os tratamentos estudados. Resultados semelhantes também foram
relatados por Wandji et al. (1996) e Braw-Tal & Youssefi (1997).

Entretanto, diferente do relato destes autores, no presente estudo ndo houve aumento
(P>0,05) do namero de foliculos ativados apos o cultivo por sete dias. Desta forma, embora o
cultivo dos foliculos tenha promovido sua ativagdo, diminuindo assim a percentagem de
primordiais apds sete dias, as condi¢cdes de cultivo ndo foram eficientes para permitir o
posterior crescimento dos demais foliculos. Resultado semelhante também foi obtido por

Costa et al. (2014) para a espécie caprina.

Tabela 2 - Porcentagem média de foliculos pré-antrais primordiais e ativados em tecido
ovariano nao cultivado e cultivado por um dia e sete dias, com diferentes concentragbes de
rbST

Controle 87,34 + 40,18 | 12,66 + 20,71
Primordiais Ativados
Tratamento Dia 1 Dia 7 Dia 1 Dia 7
MEM™ 30,00 + 15,07° 2,76 +2,23° 70,00 + 22,5% 97,24 + 26,8%
10ng/MI 23,34 +13,2%" 0,56+0,98° 76,66+26,3% 9944 + 31,98

50ng/mL 27,77 +1417 1,17+156° 72,78+245%" 98,83 + 20,58
100ng/mL 37,22+20,12" 2,78+3,3%° 62,78+28,08 97,22 +3447
1000ng/mL 31,00 +16,27" 0,00+ 0,08° 69,00 +24,88" 100,00 + 29,08

aPpercentuais com letras diferentes sobrescritas na mesma coluna diferem entre si pelo teste
Duncan (P<0,05).
AB Percentuais com letras diferentes sobrescritas na mesma linha diferem entre si pelo teste
Duncan (P<0,05).

De acordo com Cushman et al. (2001) o tratamento a longo prazo com bST reduz a
guantidade de foliculos ativados. Estes autores sugeriram entdo que a supressao da ativacac
ocorre em funcao de um feedback local. Este pode ser um dos motivos pelo qual o numero de
foliculos ativados nado tenha aumentado (P>0,05) do dia um ao sétimo dia de cultivo no
presente estudo. Além disso, Cushman et al. (2001) e Fortune (2003) afirmam que os efeitos
positivos do IGF-1 em foliculos de bovinos pode ter inicio apenas no estadio de secundarios.
Também Demeestere et al. (2004) observaram que as concentracdes de 1, 10 e 100 ng/mL de
IGF-1 ndo estimularam a ativacdo de foliculos primordiais durante o cultiviro de
fragmentos ovarianos da espécie bovina.

Como pode ser constatado na presente pesquisa, a ativagao folicular, tanto no dia um
guanto no dia sete de cultivo, ocorreu independente da presenca da rbST no meio de cultivo.

Segundo Campbell (2009) o inicio do desenvolvimento folicular (fase de ativagéo) e
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espécies mamiferas é controlado tanto por horménios gonadotréficos e somatotroficos, além
dos fatores de crescimento que agem sobre os mesmos (MARTINS et al., 2008). Este fato
pode explicar o motivo pelo qual o acréscimo apenas da rbST néo tenha sido suficiente para
estimular a ativagdo em uma maior quantidade de foliculos.

Estes resultados evidenciam que a ativagéo dos foliculos apds o icuivo por um
e sete dias foi decorrente apenas do meio de cultivo, assim como relatado por Bruno et al.
(2008), que encontraram uma meédia de 84,1% de foliculos ativados em fragmentos
cultivados, pelo mesmo periodo, apenas com o meio de cultivo base. De acordo com Yang &
Fortune (2002psaltas doses de insulina presentes no composto ITS (Insulina, Transferrina e
Selénio), um dos componentes adicionadoMEM, promove maior ativagdo de foliculos
primordiais de bovinos. Assim, é evidente que este meio atualmente utilizado apresente
grande eficiéncia em fornecer ambiente adequado para possibilitar o desenvolvimento dos
foliculos, visto que as taxas de ativacao séo superiores a 80%, como também observado no
presente estudo.

4.3 Crescimento ovocitario e folicular

Com relacdo a média de tamanho dos ovocitos ndo cultivados no presente estudo, esta
foi semelhante a relatada por Munhoz & Luna (2008), de 25,92um. Apenas os foliculos
cultivados na presenca de 1000ng/mL apresentaram o didmetro dos ovécitos semelhante
(P>0,05) ao do controle ndo cultivado apés um dia de cultivo. Entretanto, este diametro
reduziu (P<0,05) apds sete dias, bem como daqueles cultivados com as concentracfes de 10 ¢
50ng/mL de rbST (Tabela 3).

Tabela 3 -Didmetro ovocitario médio de foliculos ovarianos néo cultivados e cultivados por
um e sete dias, com diferentes concentracfes de rbST

Controle 25,54 + 3,28
Tratamento Dia 1 (um) Dia 7 (um)
MEM?* 19,79 + 4,58 21,30 + 15,7%
10ng/mL 21,19 + 4,08 17,64 + 4,78°
50ng/mL 21,52 + 4,98 19,03 + 5,69°
100ng/mL 21,47+ 4,3 19,69 + 3,89"
1000ng/mL 24,55 + 3,97 20,34 +5,78°
aPpercentuais com letras diferentes sobrescritas na mesma coluna diferem entre si pelo teste
Duncan (P<0,05).

AB Percentuais com letras diferentes sobrescritas na mesma linha diferem entre si pelo teste
Duncan (P<0,05).
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Desta forma, foi observado que apenas o controle cultivado (ME&MM concentracdo
de 100ng/mL de rbST foram capazes de manter o didmetro ovocitario ap0s sete dias de
cultivo. Estes resultados estdo de acordo com o relato de Martins et al. (2010), em que o
cultivo com 100ng/mL de IGF-1 aumentou o diametro folicular e ovocitario apds sete dias de
cultivo, quando comparado ao controle ndo cultivado. IGA et al. (1998) também verificaram
gue maiores concentracdes de rbST (100 e 1000ng/mL) melhoraram o desenvolvimento
embrionario até a fase de blastocisto.

De acordo com Figueiredo et al. (1994), o aumento do diametro de foliculos pré-
antrais ocorre principalmente pela multiplicagdo das células da granulosa. Desta forma, é
provavel que, no presente estudo, apés o periodo de sete dias em cultivo, tenha ocorrido
aumento apenas nestas células. Isto poderia explicar o motivo pelo qual o tamanho do ovacito
nao foi influenciado pela rbST, e sim o tamanho do foliculo (Tabela 4), no qual estas células
sao inclusas. Corroborando com este achado, Langhout et al. (1991) descreveram que
utilizacdo de 100ng/mL de GH adicionado de insulina aumentou a proliferacdo das células da
granulosa de foliculos cultivadas por quatro dias.

Embora o IGF-1 exerca um efeito estimulador sobre o crescimento folicular na fase
pré-antral, McCaffery et al. (2000) destacaram a importancia de seu mecanismo regulador,
mostrando que este fator de crescimento pode apresentar efeito negativo sobre o
desenvolvimento dos ovécitos durante o cultivo de foliculos pré-antrais de bovinos, por meio
do mecanismo de feedback. Este mecanismo poderia justificar o fato da maior concentracéo
do horménio ter influenciado positivamente no crescimento do ovocito apés um dia de
cultivo, ocorrendo posteriormente reducéo (P<0,05) no sétimo dia de incubacéo.

Quanto ao didametro dos foliculos ndo cultivados (Tabela 4), as médias do presente
estudo também foram similares ao relatado por Munhoz & Luna (2008) e Braw-Tal & Yossefi
(1997) para a espécie bovina, de 36,58 e 35,23um, respectivamente.

Ap6s um dia de cultivo, o diametro dos foliculos cultivados em M&Mm todas as
concentracdes de rbST foram semelhantes (P>0,05) ao verificado naqueles do tratamento
controle ndo cultivado. Além disso, pode-se observar que o diametro dos foliculos cultivados
na presenca de 1000ng/mL de rbST foi superior (P<0,05) ao encontrado nos foliculos
cultivados apenas com o MEMap6s um dia de cultivo.

Apoés sete dias de cultivin vitro, o os foliculos cultivados em meio contendo

1000ng/mL de rbST apresentaram maior diametro folicular (P<0,05), quando comparados
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aqueles cultivados em meamntendo menor concentracdo do horménio (10ng/mL), como
demonstrado na Tabela 4. Este resultado ressalta a eficacia da maior concentracdo do
horménio sobre o crescimento dos foliculos pré-antrais no presente estudo, corroborando com
Kikuchi et al. (2001), os quais constataram o aumento do diametro folicular apds quatro dias

de cultivo de FOPA com maiores concentra¢des de GH (1mg/mL).

Tabela 4— Diametro meédio de foliculos ovarianos néo cultivados e cultivados por um e sete
dias, com diferentes concentracdes de rbST

Controle 35,62 +5,192
Tratamento Dia 1 (um) Dia 7 (um)
MEM?* 32,59 + 8,68%" 28,71+ 6,38"
10ng/mL 34,84 + 7,082 27,18 + 5,588
50ng/mL 36,67 + 7,66% 33,10 + 13,1¥
100ng/mL 39,82 + 15,7532 30,42 +5,91°
1000ng/mL 40,61 + 12,72%" 35,18 + 10,82

2P percentuais com letras diferentes sobrescritas na mesma coluna diferem entre si pelo teste
Duncan (P<0,05).
AB percentuais com letras diferentes sobrescritas na mesma linha diferem entre si pelo teste
Duncan (P<0,05).

De acordo com Spicer et al. (2005) o IGFapresenta potente acdo mitogénica
responsavel por estimular o crescimento de células da granulosa na espécie bovina. O receptor
para este fator de crescimento é expresso nas células da teca e da granulosa de foliculos pré
antrais e antrais de bovinos (ARMSTRONG et al., 2000). Este fato justifica o motivo pelo
qual no presente estudo houve o aumento no didmetro foliculo, mas ndo no diametro
ovocitario.

Foi observado que o MEMbem como as concentraces de 50 e 1000ng/mL foram
capazes de manter o diametro folicular apés os sete dias de aultivmn. Thomas et al.

(2007) também verificaram que o I@Fdurante o cultivo por seis dias promoveu aumento no
didmetro de foliculos de bovinos de maneira dose-dependente.

Como pode ser observado, o cultimositro realizado com as diferentes concentragdes
de rbST ndo contribuiu para o aumento do diametro ovocitario e folicular dos FOPA no
presente estudo. Entretanto, algumas concentracdes foram capazes de manter estes didmetros
Desta forma, a divergéncia entre os resultados deste estudo e os relatos de outros autores pod:
ser justificada pela sensibilidade diferenciada de cada foliculo ao tratamento utilizado, pelo
tamanho do foliculo, composi¢cdo do meio basico e tempo de cultivo.
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Outra possivel explicagdo € que o RNAm que codifica o receptor de IGF-1 foi
detectado em ovocitos e em células da granulosa de foliculos em estadios de desenvolvimento
mais avancados na espécie bovina. Entretanto, este RNAmM nao foi detectado em foliculos de
pré-antrais (ARMSTRONG et al., 2002). Da mesma forma, Cushman et al. (2001) sugerem
que o IGF-1 comeca a apresentar efeitos positivos sobre FOPA de bovinos a partir do estadio
de foliculos secundarios. Ainda Lussier et al. (1995) relatam que o crescimento do foliculo
bovino requer cerca de 42 dias para se completar.

Diante disto, € provavel que a adicao de rbST ao meio de cultivo ndo foi capaz de
promover o aumento dos diametros foliculares no presente estudo. Possivelmente, o tempo de
cultivo de sete dias nao foi suficiente para influenciar na resposta destes foliculos aos

tratamentos com o hormonio testado.

4.4 Andlise ultraestrutural
Atualmente, a avaliacdo da viabilidade e do desenvolvimento folioubztro tem

sido mostrada principalmente por meio da analise histoldgica e ultraestrutural. Esta segunda
andlise é considerada mais precisa, pois revela mais informac¢des sobre a qualidade dos
foliculos e ovdcitos e pode detectar danos as membranas celulares e organelas (LUCCI et al.,
2001; BRUNO et al., 2008

A andlise ultraestrutural do presente estudo foi realizada em FOPA oriundos do grupo
que apresentou os melhores resultados nas andlises histolégicas, apds onouttiogor
um e sete dia€000ng/mL de rbST).

Os achados ultraestruturais demonstraram que apoés sete dias de cultivo em meio
contendo 1000ng/mL de rbST, houve danos a membrana nuclear e basal, alteracdo nas células
da granulosa, bem como aumento da vacuolizacdo citoplasmatica e baixa densidade de
organelas distribuidas no citoplasma (Fig. 3), caracteristicas indicativas de degeneracao
folicular (BRUNO et al., 2008).

Corroborando com este resultado, Fortune et al. (2004) relataram que a adicao de IGF-
1 ao meio de cultivo aumentou a atresia de foliculos pré-antrais em bovinos, ap6s oncultivo
vitro. Segundo Bruno et al. (2008) estes achados de degeneracdo podem ser devido as
concentragbes inadequadas de algumas substancias-chave envolvidas na regulacdo do

desenvolvimento folicular normal, como, por exemplo, o FSH.
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Figura 3: Ultraestrutura de foliculo pré-antral, cultivado por sete dias (3.000x) em meio
contendo 1000ng/mL de rbST. Nu: nucleo do ovécito; CG: células da granulosa; Setas:
vacuolos.

A concentragdo de 1000ng/mL de rbST foi a que apresentou melhores resultados
quanto a manutenc¢édo do crescimento do diametro ovocitario e folicular, apds oi owitirm
por um e sete dias. Entretanto, este crescimento possivelmente ndo foi normal, tendo em vista
gue a adicdo desta concentracdo ao meio de cultivo ndo foi capaz de manter o percentual de
foliculos morfologicamente normais semelhante ao controle, apés um e sete dias de cultivo.
Resultado semelhante também foi relatado por Bruno et al. (2008) e Hulshof et al. (1994), em
gue o aumento do diametro de FOPA de bovinos foi causado pelo aumento no tamanho das
células da granulosa apo6s a degeneracao, e nao devido a sua proliferacao.

Este fato foi confirmado no presente estudo por meio da andlise ultraestrutural, em que
0S mesmos apresentaram sinais de degeneracdo, como relatado anteriormente. Desta forma
nao obstante o tamanho do ovdcito e a andlise histoldgica dos foliculos, também se torna de
fundamental importancia que as condi¢des ultraestruturais sejam avaliadas, levando-se em
consideracao a densidade das organelas citoplasmaticas do ovécito e das células da granulosa
o grau de vacuolizacio citoplasmatica e a integridade do envelope nuclear (ARAUJO et al.,
2010).
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5. CONCLUSOES

As concentracdes de 10, 50 e 100ng/mL de rbST néo tem efeitos benéficos sobre a
sobrevivéncia, a ativacéo e o crescimento de FOPA de bovinos.

A concentragdo de 1000ng/mL de rbST aumenta o diametro folicular, entretanto nao
tem efeitos benéficos sobre a sobrevivéncia e a ativacdo de foliculos pré-antrais de bovinos

cultivadosin vitro durante um e sete dias.
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