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RESUMO

JIMENEZ, Carolina Rodriguez,D.Sc., Universidade Federal desdicfevereiro de
2014.Efeito dos meios bésicos de cultivo, IGF-1 e GH, no desenvolvimento irrovit
de foliculos pré-antrais bovinos inclusos em tecido ovariandrientador: Ciro
Alexandre Alves Torres. Coorienta@dar Valdevane Rocha Araulje José Ricardo de
Figueiredo.

Os objetivos deste estudo foran) (leterminar o melhor meio-base para o cultivo de
foliculos pré-antrais bovinos inclusos no tecido catt@variano (in situ)utilizando o
meio essencial minima{MEM), meio de cultivo de tecido 199 (TCM-199) e meio
McCoy’s (McCoy’s); (2) avaliar diferentes concentracbes do fator de cnesto
semelhante a insulinal (IGF-1) e do horménio do crescimg@él) no
desenvolvimento dos foliculos pré-antrais bovinos cultisadosity e (3) avaliar um
meio sequencial contendo GH e, ou, IGF-1 sobre o cultigitunde longa duracéo de
foliculos pré-antrais bovinos. Ovarios de vacas sedrdparacial definido foram
coletados em abatedouros locais e transportados aoatitior em TCM-199
suplementado com HEPES, bicarbonato de soédio, acido pirayeaicilina e
estreptomicinaNo laboratorioo cértex ovariano foi fragmentado e destinado a cultivos
de curta duracdo (sete dias) nas fases I, Il e de longeadufd4 dias) na fase IO
cultivo foi realizado em incubadora a 37 °C e 5% de €0 placa de 24 po¢cos com
troca total de meio a cada dois dias. Fragmentos owariadio cultivados (controle) e
cultivados foram processados para avaliacdo histologicedidgica e morfométrica),
sendo avaliados o percentual de foliculos morfologicaeneotmais, primordiais e em
desenvolvimento (primarios e secundarios) além do diarfaicular e oocitario. Além
disto, a viabilidade foi avaliada pela coloracdo de azuirigan, sendo os foliculos
classificados como corados e ndo corados, mortos es,viaspectivamente. As
variaveis morfolégicas e morfométricas foram submetidaANOVA, seguics de
comparacdes entre médias pelo teste de Tukey e Dunagtvariaveis de viabilidade
foram submetidas ao teste de Quidrado (x°). Os resultados da Fase | mostraram que
0 a-MEM suplementado (a-MEM™) preservou a morfologia folicular e se destacou na
analise morfométrica e de viabilidadgonsolidando os resultados obtidos na fase I, na
fase Il utilizouse o a-MEM™ com diferentes concentracdes de IGF-1 recombinante
humano (0, 30, 70, 100 ng/mL) ou GH recombinante humano (0, 16028g/mL),

compondo os experimentos 1 e 2, respectivamente. Osadesilmostraram que 0s
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tratamentos IGF-1(30 ng/mL) e GH (50 ng/mL) foram as conaedes mais eficientes
para manter a funcionalidade morfolégica e morforregtéssim comaa viabilidade de
foliculos pré-antrais bovinos cultivados in situ. Na fidse os fragmentos ovarianos
foram cultivados ena-MEM™ na auséncia ou presenca de GH (50 ng/mL) e, ou, IGF-1
(30 ng/mL), adicionados da seguinte forr@MEM™) durante 14 dias; (GHIGF-1)
GH do dia £ ao 2e IGF-1 do dia 8ao 14 (IGF-1-GH) IGF-1 do dia $ao ? e GH

do dia 8 ao 14; e (GH+IGF-1) durante 14 dia<O tratamentqGH—IGF-1) manteve
percentual de foliculos morfologicamente normais duraate o periodo de cultivo, e o
percentual de foliculos em desenvolvimento aumentou quandpacado com o
controle a fresco apos sete dias de culirmuanto o diametro folicular aumentou em
ambos, dia 7 e 14 de cultivo. Portanto, constugue foliculos pré-antrais bovinos
cultivados in situ em meio sequencial, tratadesn GH—IGF-1, melhoram o
desenvolvimento e diametro folicular até a primeira metade do cultivo et@a estes

parametros com normalidade e viabilidade até o fim do cultivirm
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ABSTRACT

JIMENEZ, Carolina Rodriguez, D.Sc., Universidade Feddgalicosa, February, 2014.
Effects of basic culture medium, IGF-1 and GH in developmenin vitro of bovine
preantral follicles enclosed in ovarian tissuéAdviser: Ciro Alexandre Alves Torres.
Co-advisers: Valdevane Rocha Araujo aodé Ricardo de Figueiredo.

The objectives of this study were (I) to determine thd basic culture medium for
bovine preantral follicles culture enclosed in ovariartical tissue (in situ), using the
minimum essential medium (a-MEM), tissue medium culture 199 (TCM-199) and
medium McCoys (McCoys); (ll) to evaluate different concentrations of Insuike
growth factor 1 (IGF-1) and growth hormone (GH) in the dgwelent of bovine
preantral follicles in situ cultured and (lll) to evaluate quamtial medium containing
GH and, or, IGF-1 on long-term in situ culture of bovine pted follicles. Ovaries of
cows without defined breed standard were collected from Idaablsterhouse and
transported to the laboratory in TCM-199 supplemented with HEP&dium
bicarbonate, pyruvic acid, penicillin and streptomycin. In ldiratory the ovarian
cortex was fragmented and was taken for short-term esliar days) on phases I, Il and
long-term (14 days) on phase lll. The culture was perfdrimean incubator at 37 °C
and 5 % CQ in a 24 well plate with complete medium exchange everyays.
Uncultured (control) and cultured ovarian fragments weregssed for histological
evaluation (morphological and morphometric) and evaludiedpercentage of normal
morphologically follicles, primordial and developing (primmaand secondary) follicles,
beyond the follicular and oocyte diameter. In additiability was assessed by trypan
blue staining, the follicles classified as being stained anthimesl, dead and living,
respectively. The morphological and morphometric variabldese analyzed by
ANOVA followed by comparisons of means by Tukey and Dunseést and viability
variables were subjected to alquare (x°) test. The results of Phase I showed that o-
MEM supplemented (a-MEM™) preserved follicular morphology and it highlighted in
morphometric and viability analysis. Consolidating the ltesaf phase I, on phase Il we
used thex-MEM™ with different concentrations of recombinant huma@f41 (0, 30, 70,
100 ng/mL) or recombinant human GH (0, 10, 25, 50 ng/mL), composiag th
experiment 1 and 2, respectively. The results showed thafl I@3B-ng/ml) and GH (50
ng/mL) treatments were the most effective concentrabamaintain morphological and

morphometric functionality, as well as the viability of intuscultured of bovine
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preantral follicles. On phasHI ovarian fragments were cultured in a-MEM” in the
absence or presence of GH (50 ng/mL) and, or, IGF-1 (30 nglddkd as follows: (a-
MEM™) for 14 days, (GH—IGF-1) GH from f'day to #' day and IGF-1 from'8day to
14" day, (GH—IGF-1) IGF-1 from #'day to ' day, and GH froni8 day to 14 day
and (GH+IGF1) for 14 days. The treatment (GH—IGF-1) maintained the percentage of
normal morphology follicles during the whole culture pédriand the percentage of
developing follicles increased compared to fresh conftet & days of culture, while
follicular diameter increased in botH"7and 14 days of culture. Therefore, it is
concluded that in situ cultured bovine preantral follicleseiguential medium treated
with GH—IGF-1 improved the development and follicular diameter uhgl first hat
of the culture and kept these parameters with normeatity viability until the end of in

vitro culture.
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INTRODUCAO GERAL

O inicio da foliculogénese nas fémeas mamiferas ocotigsadfetal, quando as
células germinativas primordiais migram do saco vitelin@ pagénada em formacao,
originando as oogbnias,que se diferenciam em odcitos enguando iniciam o
processo de divisdo meibtica ainda na vida intrauteringuad € interrompido em
préfase da meiose | (SOTO-SUAZO; ZORN, 200B)este momento, os o6citos
primarios sdo colonizados pelas células da pré-granufosamando os foliculos
primordiais. Somente ap0s o recrutamento ha contidaidd desenvolvimento do
foliculo e da retomada da meiose, no estadio final dendelsgmento do foliculo antral
(EPPIG, 2001).

O ovario dos mamiferos é constituido por milhares de foEcptimordiais em
estado de quiescéncia folicular. Ao longo da vida reprodulivdémea apenas um
pequeno numero de foliculos primordiais € estimulado aer€8,1%) em um processo
conhecido como ativacdo folicular em direcdo a @ada Contudo, a grande maioria
(99,9%) morre por um processo conhecido como atresialfi¢SKINNER, 2005).
Apesar da alta taxa de atresia, estes foliculos podemns® fonte valiosa para os
estudos sobre o desenvolvimento in vitro de odcitos e para wangual producéo de
embribes O’BRIEN et al., 2003). Portanto, técnicas de reproducédo assistid@, aom
Manipulagdo de Odcitos Inclusos em Foliculos Pré-Antrais (MOIFQP#®m sido
desenvolvidas e aperfeicoadas a fim de maximizar o poteepeddutivo de fémeas
superiores e, ou, ameacadas de extincdo. A MOIFOPA vissgate dos foliculos
ovarianos pré-antrais antes de se tornarem atrésicastiva-los in vitro até sua
completa mauracdo (FIGUEIREDO et al., 2008). Desta forma, maiomero de
foliculos pré-antrais pode ser recuperado e ter seu cesgointompleto in vitrp
permitindo sua utilizagcdo nas demais biotécnicas reproduibras a fecundacao in
vitro (FIV), clonagem e transgénese.

Apesar das informac@es obtidas durante as Ultimas désededrias especies
entendimento completo dos mecanismos controladores davdésmento folicular
permanece pouco esclarecido. E como principal @yaspenas nas espécies como
caprino (MAGALHAES et al., 2011 SARAIVA et al., 2010); ovinos
(ARUNAKUMARI et al., 2010); suinos (WU et al., 2001); e bubali{G&/PTA et al,
2008), ja se conseguiu producdo de embrides a partir de Idsliqré-antrais

desenvolvidos in vitrobem como nascimentos a partir de animais de laboratorio



(EPPIG et al., 2001 Contudo, em bovinos, ainda sdo poucos os estudos sobre o
desenvolvimento dos foliculos pré-antrais, tendo sidol@lot desenvolvimento in vitro
até o estadio de foliculo antral (GUTIERREZ et al., 20@@) diferergas entre estes
resultados podem ser devido a uma série de fatores que inatuearacteristicas da
propria espécie, bem como as condi¢des de cultivaaddis, os meios de cultigsuas
suplementagoes.

Tendo em vista a ampla diversidade metabdlica das sgkxestem varios tipos
de meios de cultivo para suprir as necessidades nuatisioNeste contexto, varios
meios tém sido testados para avaliar o desenvolvimerfticidos pré-antrais bovinos
isolados, como Meio Waymouth (YANG; FORTUNE, 2006), Meixditivo de tecido
(TCM-199 ITOH et al., 2002, Meio Essecial Minimo @-MEM; FIGUEIREDO et al.,
1994) e MeioMcCoy’s (MCLAUGHLIN et al., 2010a e no cultivo de foliculos pré-
antrais bovinos in situ a-MEM (BRAW-TAL; YOSSEFI, 1997) e McCoy’s
(MCLAUGHLIN et al., 2010bh. Estes meios contém varios aminoacidos e vitaminas
gue sao necessarios para o crescimento celular, aléaisdminerais que servem para
manter o balanco osmotico & atividade de algumas enzimas essenciais para a
viabilidade da célula (MORAES, 203Aléem disto, os meios-base podem ser
suplementados com outros compostos, como antioxidant@spacidos, proteinas,
micronutrientes, glicoproteinas, antibidticos e agenteprdeecdo de pH, os quais
enriguecem o meio de cultivo com o objetivo de manteraaacteristicas propria® d
foliculo pré-antral no seu ambiente in vivo.

A regulacdo do desenvolvimento folicular é complexa e lgavdatores
endocrinos, paracrinos e autocrinos, que sao orquestradmnd@a estadio-especifica,
a fim de controlar varios processos, incluindo prolifepacdiferenciacéo e
atresia/apoptose das células foliculares (WEBB et2803 FORTUNE et al., 2004).
Portanto, o destino de um foliculo depende do equilibrie erst fatores estimulatérios
e inibitérios presentes no ovario. Os fatores estimrte sdo responsaveis pela
viabilidade e pelo desenvolvimento folicular, enquanto ostamibs sdo responsaveis
pela atresia. Dentre os fatores envolvidos nessa regulagée-se destacar o horménio
do crescimento (GH) e o fator de crescimento semell@amsulinal (IGF-1), os quais
constituem o grupo de fatores que diretamente influenciancrescimento e séo
importantes reguladores das diversas etapas do desenvolviolentarf.

O GH é um hormdnio somatotrofico secretado pelo loberiantda hipofise na

circulacdo. Este peptideo se ligasaeceptores nos tecidos-alvo com o objetivo de
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estimular o crescimento (HERRINGTON, 2001). O receptor de GHR) € uma
citocina que apresenta um dominio extracelular, umadpotgansmembranica e um
dominio citoplasmatico (SJOGREN et al., 1999). Em ovarimsnbs, o RNAm do
GHR ja foi localizado no odcito de foliculos primordigigorimarios e comeca a ser
expresso em células da granulosa de foliculos primariowapecendo durante o
estadio secundério (KOLLE et al., 1998). O GH tem sidoiderado importante para a
diferenciacdo celular, maturacédo sexual além de jpatica esteroidogénese gonadal,
gametogénese e ovulacdo, aumentando a sintesepm®ie transporte de aminoacidos
(SILVA et al., 2009. Experimentos in vivo tém revelado que o GH atua promovendo o
desenvolvimento de foliculos ovarianos bovinGOWNG et al., 1991), aumentando as
concentracfes periféricas de insulina e, ou, IGEONG et al., 1997). Em outro
estudo, a administracdo de GH recombinante bovino aumemjoificativamente o
namero de foliculos pré-antrais (primarios e secundéiasitrais bovingenquanto os
foliculos pré-antrais (primordiais) diminuiram, mostrardivacao folicular (KAISER
et al., 2006).

A adicéo de GH bovino (1, 10 e 100 ng/mL) ao meio de cultiviokieulos pre-
antrais murinos aumentou o desenvolvimento folicular em c@g@a com aqueles
cultivados em meio sem GH (ZHAO et al., 2D0OBIém distg o GH foi capaz de
acelerar a maturacao nuclear (APA et al., 1994) e a expdesé@ulas do cumulos de
odcitos bovinos (IZADYAR et al., 1997Em caprinos, Martins et al. (2010) mostraram
gque a utlizacdo IGF-1 ou GH sozinhos bem como sua interpgdmoveu a
manutencdo da viabilidade e a ativacdo de foliculos préisantrisivados in vitro.
um estudo mais recente da mesma equipe, 0s autores denapmstedeito positivo do
FSH e GH suplementados sequencialmente (adicdo de FSH nagmnme¢hde seguido
da adicdo de GH na segunda metade do cultivo). Estes mosmthantiveram a
viabilidade folicular, promoveram a ativacdo de foliculogmprdiais e posterior
progresséo para foliculos secundarios (MAGALHAES-PADALét al., 2012).

O sistema IGF é composto de diferentes elementos, oUGEjd, e IGF-2, dois
tipos de receptores (IGFR-1 e IGFR-2) e seis proteinas dedigigBBP-1 a IGFBP-
6). A importancia dos IGFs para os estadios iniciais dongesgmento folicular foi
demonstrada por experimentos em que a inativacdo do gendiouesm
comprometimento severo da foliculogénese pré-antrafral amicial em camundongos
(MONGET; BONDY, 2000). Em bovinos, o IGF-1 possui receptorEs ¢elulas da
granulosa de foliculos primarios, secundarios e an(M@NGET; BONDY, 2000),
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cumprindo fungées como supressor de apoptose (MAKAREVICH; MARKKULA
2002), indutor da mitose nas células da granulosa (ARMSTR@NG@GI., 1996)
promotor da matacaode odcitos (LORENZO et al., 1994)de desenvolvimento de
embrides bovinos (KAYE et al., 1997). Estudos in vivo indicam agieoncentracoes
de IGF-1 se elevam com o aumento do tamanho do folicwWindo SPICER;
ENRIGHT, 199}, produzindo efeitos diretos na fungéo ovariana, os qudem ser
dependentes do tamanho do foliculo (SPICER et al., 1995)bdnmos e suinos,
verificou-se que o IGF-1 além de estimular a prolifevagéitotica das células da
granulosa, aumenta a producao de esteroides, induzida§iel(SPICER et al., 1991).
Além disto, o IGF-1 quando adicionado durante o cultivo in Jteofoliculos pré-
antrais estimulou o crescimento folicular em humaf@3UHIO et al., 2000) e em
bovinos (GUTIERREZ et al., 2000

Deste modo, estudos que avaliem os meios-base, fatoresest@mento e
horménios, individualmente e, ou, em associacdo sacspmsaveis para 0
desenvolvimento folicular, visto que, suas a¢cfes sdo defendknespécie, do estadio
folicular e da dose administrada. Considerados estes aspectos,rdetese teve como
objetivos (1) determinar a eficiéncia dos meios-haBEM, TCM-199e McCoy’s No
cultivo in situ de foliculos pré-antrais bovinos) {@entificar a concentracdo adequada
do IGF-1e GH no desenvolvimento de foliculos pré-antrais bovinasvaulos in situ; e
(3) avaliar os efeitos de um meio sequencial contendo Gidl,BE5F-1 no cultivo in
vitrode longa duracéo de foliculos ovarianos pré-antraignbs inclusos no tecido

ovariano.
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CAPITULO 1

MORFOLOGIA, MORFOMETRIA E VIABILIDADE DE FOLICULOS
PRE-ANTRAIS BOVINOS AFETADAS PELOS MEIOS DE CULTIVO DE
BASE

Morphology, morphometry and survival of bovine preantral follielfiscted by base culture medium

Carolina Rodriguez Jimen€zJovana Luiza de Azeveli®Renata Gomes Silveftalurandy Penitente-
Filho®, Valdevane Rocha AradjoCiro Alexandre Alves Torrés
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Resumo
Este trabalho teve o objetivo de determinar a eficiéncigeio Essencial Minimoof
MEM), Meio de Cultivo de Tecido 199 (TCM-199) e MéitcCoy’s (McCoy’s) no
cultivo in vitro de foliculos pré-antrais bovinos. Destanfa, foliculos pré-antrais
bovinos foram cultivados inclusos no tecido cortical @ar (in situ) emoa-MEM,
TCM-199 e McCoy’s suplementado® com glutamina, insulina, transferrina, selénio,
acido ascorbico, albumina sérica bovina, penicilina, estrepitta e tampédo HEPE®
cortex ovariano foi seccionado e destinado ao cultivatin, em placa de 24 pocos,
estufa a 37°C e 5% de ¢As variaveis morfolégicas e morfométricas foram
submetidos a ANOVA, seguadde comparacdes entre as médias pelo teste de Tukey e
Dunnett, e as variaveis de viabilidade pelo teste deq@diado (¥°). Os resultados
mostraram que apos sete dias de cultivo o TCM-18® Gnico tratamento que reduziu
significativamente o percentual de foliculos morfologieate normais quando
comparado ao controle nado cultivado. O percentual de fosiciiaveis foi
significativamente superior no a-MEM™ quando comparado ao TCM-I@8quanto o
McCoy’s'teve uma diminuicdo na viabilidadeé o dia 7 de cultivo. &dimensées
foliculares nos meios McCoy’s” € TCM-199 foram significativamente menores apos
sete dias de cultivquando comparados ao controle e ao a-MEM™. Assim, concluise

que oo-MEM™ pode ser utilizado como meio eficaz para o cultivo in sitfotieulos

pré-antrais bovinos.

Palavras-chavesodcito; foliculogénese; in situ-MEM; TCM-199; McCoy’s.
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Introducgéo

Os meios de cultura base contém uma associacdo de sidsstgne podem
fornecer os nutrientes necessarios para o desenvolvimem®lulas cultivadas in vitro
Tendo em vista a ampla diversidade do metabolismo cekp#gstem varios tipos de
meios de cultura para satisfazer as multiplas necessidadiécionais das células; por
exemplo, a-MEM, o-MEM glutamax, TCM-199McCoy’s, Waymouths, Leibowitz e
Menezo B2 (ARAUJO, 2013). Em geral, estes meios possuerertiés concentracdes
de sais inorganicos, aminoacidos, vitamina e nucleosideos.ddém sdo adicionadas
outras substancias, como antioxidantes, proteinas,ommicientes, glicoproteinas,
antibiéticos, agentes-tampao, horménios e fatores deigrento os quais enriquecem o
meio de cultivo com o objetivo de manter a viabilidadecddigas em cultivo.

O a-MEM € um meio amplamente utilizado no cultivo in vitrofdbculos pré-
antrais, utilizado em espécies: caprina (ARAUJO et al., 2BARAIVA et al., 2011;
MAGALHAES-PADILHA et al., 2012); bovina (FIGUEIREDO et al., 1994
ROSSETTO et al., 2012, 2013; SUN;, 2013); canina (SERAFIM et al., 2013);
murina (JEE et al., 2012). Estudos confirmam que foliculosapi&is bovinos
cultivados em um sistema tridimensional ceaMEM suplementado -MEM™) é
importante para o crescimento folicular e melhor desehgpedos fatores de
crescimento e horménios (FIGUEIREDO et al., 1994). Assimf (2013) analisou
que oa-MEM™ pode ser usado para substit@irTCM-199 suplementado (TCM-199
na cultura de foliculos pré-antrais bovin@milarmente Braw-Tal e Yossefi (1997)
cultivaram foliculos pré-antrais bovinos inclusos nddtemvariano emo-MEM* e
concluiram que o crescimento folicular pode iniciar n&macia das gonadotrofinas. No
ertanto, Rossetto et al. (2013) cultivaram foliculos secuosi@aprinos e bovinos em
a-MEM™ e observaram que os odcitos de caprino foram capazes deasgados e
fertilizados in vitrg ao contrario do que ocorre em bovinos, mostrando um
comportamento diferente entre as espécascendicdes de cultivo.

Da mesma forma, estudos com o TCM-199 mostram que eccudtivitro de
foliculos pré-antrais isolados (4080 um) aumentou o diametro folicular na presenca
de TCM-199, FSH e, ou, EGF (SAHA, 2000). Igualmente, Itoh et al. (2002)
concluiram que o cultivo in vitro com TCM-198esempenhou um papel importante no
crescimento e desenvolvimento de foliculos pré-antrdades (> 150 pum). Rossetto et

al. (2012) concluiram que o TCM-19promoveu o crescimento folicularaformacao
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de antro em foliculos secundéarios. Assim, Costa ef(28001) observaram que a
viabilidade n&o foi afetada no cultivo com TCM-19% presenca ou auséncia de
hormdnios. Da mesma forma, Hulshof et al. (198#)maram que os foliculos pré-
antrais podem ser cultivados durante sete dias na augénsiso e hormonios.

Outro meio que vem sendo utilizado nos estudos de folipudeantrais bovinos
€ 0 meioMcCoy’s. Thomas et al. (2001) cultivaram foliculos @nérais isolados em
meio McCoy’s suplementado (McCoy’s’) e observaram melhor qualidade e viabilidade
folicular quando foi adicionado acido ascorbico. Os mesmos autores demonstraram
que o MeioMcCoy’s’ ajudou na regulagdo dos estadios iniciais do o06cito e no
desenvolvimento folicular quando estava suplementado conl IGHOMAS et al,
2007).Mais recentementaicLaughlin etal. (2010 a,b) promoveram o desenvolvimento
de antro a partir de um cultivo em duas etapas (in sitadisp| em foliculos pré-antrais
bovinos cultivados em medlcCoy’s” na presenca de FSH e, ou, ativina.

Embora nos ultimos anos as equipes de pesquisas terdt@imado com mais
intensidade no cultivo de foliculos pré-antrais isoda@150 pum), é importante salientar
gue 90% dos foliculos pré-antrais sao primordiais. Portargstudo de meios-base que
propiciem a ativacdo e, ou, o desenvolvimento dessesilidjcira contribuir para
possibilidade do isolamento de um maior nimero de foli@mdogndarios. Desta forma,

0 presente trabalho teve por objetivo identificar o nalsocultivo base eficaz para o
desenvolvimento de foliculos pré-antrais bovinos inclusmsecido cortical ovariano

(in situ).

Material e métodos

Origem, coleta e transporte de ovarios

O estudo foi realizado no Laboratério de Fisiologia e &#ygdo Animal do
Departamento de Zootecnia na Universidade Federal de Vi¢cosg.(Bém coletados
em abatedouro, ovariqs = 24) de fémeas bovinas, sem raca e idades definidas e em
diferentes fases do ciclo estral, sendo utilizados sess jpara o estudo da morfologia e
morfometria de foliculos pré-antrais in situ, e seisppsra a analise da viabilidade de
foliculos pré-antrais isolados. Os ovarios removidosnfolavados em alcool %0 e
TCM-199 (CELESTINO et al.,, 2007), suplementado com 20 mM de HEPES,
2.200 mg/L de bicarbonato de sédio (SAHA et al., 2000), 25 pg/mLde aaivico,
75 pg/mL de penicilina e 50 pg/mL de estreptomicina (McLAUGHLIdIgt2010a) e

denominado como TCM-199 de transporte. Posteriormentea®eforam colocados
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em tubos Falcon contendo TCM-199 de transporte em gaérafich a 4 °C (BASSO;
ESPER, 2002) e levados ao laboratorio.

Meios de cultivo

Foram testados os seguintes meios-baddEM (M8042), TCM-199 (M7653)
e McCoy’s (M8403), suplementados como citado por McLaughlin et al. (2010m) co
20 mM de HEPES; 3mM de glutamina; 10 ng/mL de insulina; 2,5 pgdalL
transferrina; 4 ng/mL de selénio; 50 pg/mL de acido aswdr(exceto na-MEM);
0,1% albumina sérica bovina (BSA); 0,1 mg/mL de penicilina e fg/mL
estreptomicina. Apos suplementagdo, foram denominadMEM®, TCM-199 e
McCoy’s". Foram utilizadas placas de 24 pocos em estufa a 37 9@esanca de ar
contendo 5% de CQlurante setelias de cultivo. Todas as substancias utilizadas no
meio de cultivo foram provenientes da Sigma Chemical(SoLouis, MO, USA). O

organograma do protocolo experimental pode ser observadgura E.

H
G]u(?;nina ANALISE DOS MEIOS DE CULTIVO
o
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Figura 1- Organograma do protocolo experimental. Frag =fragmentogial #M*
=melhor meiobase determinado; e¢ ** o o-MEM apresenta na sua
composicao original.

Processamento histolégico

Os fragmentos ovarianos foram fixados em Carnoy pordshem temperatura
ambiente, desidratados com solucdes alcodlicas cresdéiteol 70; 80; 90 e absoluto
[; Il e 1) durante uma hora cada. Posteriormentdraggmentos foram diafanizados em

xilol puro (I; Il e 1ll) e incluidos em parafina (I-11l) durante 1 hora cada. Em seguida,
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os fragmentos foram incluidesn parafina e cortados em secc¢des de 5 pm de espessura
e, corados pelo método de acido periddico de Schiff (8jatoxilina (MATOS et

al., 2007a). As laminas foram examinadas em um microscépiod@d0x Olympus
BX50, Japao). Um total de 30 foliculos pré-antrais foram ghdes por repeticao, para

um total de 360 observagdes por tratamento (180 D1-180 D7).

Analise morfolégica e morfométrica de foliculos pré-antrais bovinos

Para a descricao histolégica, os foliculos pré-antiaism classificados em
primordiais e em desenvolvimento (priméarios e securslargendo ques foliculos
primordiais foram caracterizados pela presenca de ooOaféric®m ou ovoide
completamente rodeado por uma camada simples de cddulranulosa pavimentosas
e, ou, com algumas tendendo a forma cuboidal. Nos k¢iqurimérios foi observada
uma Unica camada de células da granulosa de forma arhi¢carno do oocito e em
foliculos secundarios o0 o0cito estava circundado por duwasais camadas de células
da granulosa de forma cubica (BASSO; ESPER, 2002). Osléditoram classificados
morfologicamente em normais (contendo um odcito iotaccélulas da granulosa bem
organizadas em camadas, sem nucleo picnéticos) e degen¢o@diio com nucleo
picnético, retracdo citoplasmatica ou células da gomautesorganizadas (SILVA et
al., 2000).

Para a analise morfométrica foram capturados camposlohistts no
microscopio oOptico (400xOlympus BX50, Japéo), sendo que dez foliculos normais
foram observados por animal e 120 foliculos por tratamed@oD(l — 60 D7). Os
diametros foram calculados pelo programa Image J/Fiji 1L.ERREIRA; RASBAND

2012)e cada regiao vertical e horizontal do foliculo e do odoitanalisada.

Analise de viabilidade

Foliculos pré-antrais foram isolados apos o cultivo imovipelo método
mecanico descrito por FIGUEIREDO et al. (1994). Brevemense,fragmentos
ovarianos foram finamente fragmentados e transfepdos tubos de 15 mL contendo
5mL de TCM-199 com 20 mM de HEPES; 2.200 mg/L de bicarbonate6dm
(SAHA et al., 2000); 2 mM de piruvato de sodio; 75 pg/mL de deraci50 pg/mL de
estreptomicina e 10% BSA (McLAUGHLIN et al.,, 2010a). Uma vedlizada a
dissociacdo mecanica por repetidos movimentos de succdecadmo e utilizando-se
pipetas Pasteur de 1.000 e 00, o material obtido foi filtrado em malhas de naylon

de 100um de didmetro, resultando em uma suspensdo de folicideanpris com
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diametro inferior a 10@m. Posteriormente, analisou-se a viabilidade com Azul de
Trypan. A cada 100 pL de meio de suspensao contendo feliptdeantrais isolados,
foram adicionados 5 pL do corante Azul de Trypan (0,4im&Vetec, Brasil). Os
foliculos pré-antrais foram observados no microscopicertido (Leica DFC295
Alemanha), com aumento de 100X e, classificados em viauefgio viaveis quando

nao corados ou corados em azul, respectivamente (VANHRIRK et al., 1998).

Analise estatistica
Os percentuais dos foliculos pré-antrais normais, primgrdie em

desenvolvimento (primarios e secundarios), bem comd@medio folicular e oocitario
foram submetidos a anélise de variancia (ANOVA), seguitosomparacdes entre as
médias pelo teste de Dunnett para a comparacao do cordreles\os tratamentos, e
teste de Tukey para a comparacgao entre tratamentos, soisvago 9.1; SAS; 2004. A
analise de viabilidade do foliculo pré-antral isolado (vivarto) foi comparada em
tabela de contingéncia e analisada pelo teste deq@diado (x?). Valores foram

considerados significativos estatisticamente quando P<0,05

Resultados

Morfologia e viabilidade de foliculos ovarianos pré-antrais bovinos cultivados situ
em a-MEM*, TCM-199" ¢ McCoy’s+

Foram analisados 1.260 foliculos pré-antrais inclusos enima ovariano.
Foliculos pré-antrais nao cultivados (controle) ¢ivados durantemou sde dias com
o-MEM®, TCM-199" ¢ meio McCoy’s" mostrados na Figura. 2 Tabela 1 demonstra
gue nao foram observadas (P>0,05) diferencas quando comparamngrole eos
meios-base nos grupos normais no dia um (D1) de cuitividro.No dia sete (D7) do
cultivo, o0 TCM-199 foi o Unico tratamento que reduziu significativamente ceeual
de foliculos morfologicamente normais quando comparadooatrole ndo cultivado
(P < 0,05) Entre os tratamentos cultivados ndo foram observadaddas (P > 0,05
nos foliculos morfologicamente normais tanto no DD#& como entre os dias de

cultivo.
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Figura 2- Foliculos pré-antrais bovinos nao cultivados (conkrééeb) e cultivados
ap6s um e sete dias na presen¢a de a-MEM™ (c,d);TCM-199 (e,f) e meio
McCoy’s™ (g,h), respectivamentéd = odcito;n= nlcleo; CG= células da
granulosa; FP =foliculo primordial; FPa = foliculo paiio; e FS = foliculo
secundario. Ampliacdo 400X; PAS-hematoxilina.
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Tabela 1- Foliculos morfologicamente normais (média = errdrfa da média) e
foliculos viaveis(%)cultivados em a-MEM®, TCM-199 e meio McCoy’s”
durante um e sete dias.

Normais Viabilidade
Tratamentos - - - .
Dia 1 Dia 7 Dia 1 Dia 7
Controle 70,56 + 6,6 44/50 (88%)
o-MEM™ 65,6 + 2,4 47,7 +9,2° 41/50 (82y°A 41/50 (824
TCM-199' 52,2 +6,8" 38,9 + 4,9 36/50 (72" 26/50(52) ™"
McCoy’s” 52,2 +4,8" 44,4 + 824 46/50 (924 35/50(70)"8

* Diferenca significativa para o tratamento-controle<(®,05);*" Letras minGsculas sobrescritas ha mesma coluna
séo diferentes (P < 0,0%)® Letras maitsculas sobrescritas na linha indicam difersigpéicativa entre os dias de
cultivo (P <0,05); Cont = controle; a-MEM™ = meio essencial minimo suplementado; TCM*1:98eio de cultivo
de tecido suplementado 199; e McCoy’s™ = meio McCoy’s suplementado.

Foliculos pré-antrais foram isolados do estroma awmaria fim de reafirmar os
resultados da normalidade folicular, avaliando-se 350 foBcpiré-antrais (50 por
tratamento). Foliculos viaveis e ndo viaveis podem ssersados na Figura 3. Os
resultados dematraram que embora os foliculos cultivados no a-MEM*, TCM-199 e
McCoy’s" ndo tenham diferido do controle (P > 0,05) apdee sete dias de cultivo, o
percentualde foliculos vidveis foi significativamente superior no o-MEM quand
comparado ao TCM-19@Trabela 1). Na analise individual de cada meio-base (D1-D7),
o a-MEM™ e TCM-199, mantiveram o mesmo numero de foliculos pré-antraigeis
do D1 ao D7 de cultivo in vitro (P > 0,05); opostomagio McCoy’s’ que, apos sete
dias, teve uma diminuicdo na viabilidade dos foliculos prégnisolados pos-cultivo
in situ (P<0,05).

A Tabela 2 demonstra que ndo foram observadas (P > 0,6Emdids quando
comparados o controle e os meios-base nos grupos prasoedem desenvolvimento
no dia um (D1) de cultivo in vitro. O percentual de foliculos desenvolvimento foi
significativamente superior no o-MEM™ quando comparado ao TCM-1980 D1 de
cultivo. Apos sete dias de cultivo todos os tratanemtmuziram o percentual de
foliculos primordiais quando comparados ao controle (S)0embora o percentual
de foliculos em desenvolvimento ndo tenha sido concomitaos tratamentos
cultivados. Quando comparados os tratamentos dentro deendées dias de cultivo,
houve uma reducéo significativa do percentual de foliculosopdiais em todos os
tratamentos do dia um para o dia sete. No entanto,msilécd em desenvolvimento

mantiveram 0s mesmos percentuais no decorrer do curtirtro (P > 0,05)
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Figura 3-Foliculos pré-antrais bovinos isolados mecanicamenés ao controle (a,l®
ap6és um (c,d) ou sete,f) dias de cultivo em o-MEM™, corados com azul de
tripan (mortos) ndo corados (vivos).

Tabela 2- Foliculos primordiais e em desenvolvimento (méderro-padrao da média
cultivados em a-MEM*, TCM-199 e meio McCoy’s” duranteume sete dias

Primordiais Em desenvolvimento
Tratamentos - - - -
Dia 1 Dia 7 Dia 1 Dia 7
Controle 48,9+8,2 217+5,2
o-MEM* 27,8+6,#* 8,3+1,4%® 37,8+5,6" 39,4 +9,8"
TCM-199° 35,0+5,5" 13,3 +4,5% 17,2 +2,6* 25,6 +57
McCoy’s” 30,6 +6,6" 18,3+ 3,7%® 21,7 +5, 26,1 +6,5"

* Diferenca significativa para o tratamento-contréife< 0,05);” Letras minGsculas sobrescritas na mesma coluna
séo diferentes (P < 0,05F Letras maitsculas sobrescritas na linha indicam difesiggificativa entre os dias de

cultivo (P < 0,05); Cont =entrole; o-MEM™ = meio essencial minimo suplementado; TC88: = meio de cultivo de
tecido suplementado 199McC0y’s+ =meio McCoy’s suplementado.
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Morfometria de foliculos ovarianos pré-antrais bovinos cultivados in situem a-
MEM*, TCM-199" e McCoy’s"

Para as andlises morfométricas foram tomadas as sheede 210 (n) foliculos
e oo0citos inclusos no tecido ovariano e realizadas 30c¢desd por tratamento. As
médias de diametro folicular e oocitario no D1 e D7 déveuln vitro podem ser
observadas na Tabela 3. No D1 do cultivo in vitro ndo foeaoontradas diferencas
(P >0,05) entre as dimensdes foliculares do controtes eneios-base testados- (
MEM®, TCM-199 e McCoy’s"). Entretanto, as dimensdes oocitarias de todos 0smeio
base foram inferiores ao contrdl < 0,05) Quando comparados os meios-base, nao
foram observadas diferencas nas dimensdes folicularasoncitarias apés um dia de
cultivo (P >0,05). No entanto, no D7 de cultivo in vitrodasiensdes dos foliculos
cultivados nos meiosIcCoy’s” e TCM-199' foram significativamente menores quando
comparadosao controle ¢ ao a-MEM®. N&o obstante, o didmetro oocitario foi
significativamente inferior em todos os tratamentosivados quando comparados ao

controle ndo cultivado, embora nao tenha diferidoeesit

Tabela 3-Média* erro-padréo do diametro folicular/oocitario em microoeium) de
foliculos pré-antrais bovinos cultivados ®eMEM®, TCM-199" e meio
McCoy’s" durante une sete dias

Foliculo Odcito
Tratamentos - - ) -
Dial Dial Dia 1 Dia 7
Controle 52,31+2,86 28,42+1,22
o-MEM™* 45,05+2,09* 49,79+4,1 22,771,094 21,80+1,01
TCM-199" 45,51+2 28" 39,47+1,74 21,86+0,87" 20,94+0,79%*
McCoy’s* 48,34+1,49" 38,54+1,53"® 22,33+0,53* 20,32+1,05*

* Diferenca significativa para o tratamento-contr¢ife< 0,05);2° Letras minGsculas sobrescritas ha mesma coluna
séo diferentes (P < 0,03)® Letras mailisculas sobrescritas na linha indicam difergiggéicativa entre os dias de

cultivo (P<0,05); Cont = (:ontrole;-MEM+ = meio essencial minimo suplemenl;a‘dfiM-lgg+ = meio de cultivo
de tecido 199 suplementackoCoy’s+ = meioMcCoy’s suplementado.

O comportamento de cada meio-base entre os dias deoc(ldiiv ao D7)
mostrou que @-MEM™ manteve os diametros foliculares estaveis duransetesdias
de cultivo (P >0,05). Entretanto, o0 TCM-192 o meio McCoy’s® mostraram
diminuicdo do diametro folicular entre os dias de cal{i? < 0,05). Mesmo assim, 0

diametro dos odcitos se manteve estavel em todosios-bese testados (P > 0)05
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Diferencas presentesos a-MEM, TCM- 199 e McCoy’s

Os meios para cultivo de células animais contém vanigisogécidos, vitamings
sais minerais e nucleosideos, que sd0 necessarios peras@mento celulara
manutencdo do balanco osmoétieoisotonicidade ea atividade de algumas enzimas
essenciais para a viabilidade da célula (MORAES, 2013). Os testaslos no presente
estudo,a-MEM, TCM-199 e McCoy’s, possuem inlmeros componentes para suprir as
necessidade celulares. O o-MEM e TCM-199 se destacam por possuirem uma
variedade maior de sais minerais que o meio McCoy’s;e 0 a-MEM incorpora
concentracfes mais elevadas de aminoacidos que o TCM-18#@ &loCoy’s (Figura
4).

Aminoacidos
L-Alanine
L-Arginine * HCL
L-Asparagine * H20
L-Aspartic Acid
L-Cysteine
L-Cysteine *HCL*H20
L-Cystine *2HCL
: L-Glutamic Acid
0.08 - 9  Glycine
[ ] 0 10 L-Histidine *HCL*H20
O : 11  Hydroxy-L-proline
0.06 — : : 12  L-isoleucine

13 L-Leucine
o 00 o} Oo 14  L-lysine
0.04 - v ‘% yv: 0 : 15 L-Lysine

0 . 4 0 : 16 L-Methionine

o v O i AR v 17  L-Phenylalanine
0.02 Tyl W Ry : 18  L-Proline
19 L-Serine
20 L-Threonine
21 L-Tryptophan
22 L-Tyrosine * 2Na * 2H20
23  L-Valine

0.14 ® Alpha-MEM
O TCM-199
L] V¥ McCoy's

0.12
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O~NOO U WNRE

g/L

0.00 .. Qe

T T 1
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26

Aminoacidos

Figura 4- Aminoacidos presentes no meio essencial minimdMEM-e), meio de
cultivo de tecido (TCM-199:) ¢ meio McCoy’s (McCoy’s-¥)199.

O o-MEM possui uma quantidade maior de nucleosideos, tipo
desoxirribonucledsidos (deoxyadenosina 0,01 g/L; deoxycytidina @/lle
deoxyguanosina0,01 g/L) e ribonucleosideos (adenosina 0,01 g/L; quaa@dxl g/Le
uridina 0,01 g/L).O nucleosideo equivale a um nucleotideo sem o grupamento fosfato.
Os nucleotideos sdo compostos que carregam muita eneagigliam 0S processos
metabdlicos, especialmente as biossinteses; em graridedpa células, atuam como

sinais quimicos, respondendo assios &0rmonios e aos outros estimulos, sendo
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também, componentes estruturais de cofatores enziméatitersnediarios metabdlicos
e acidos nucleicos extracelulares (MELDAU, 2013).

O nucleosieo adenosina, incorporado no a-MEM, desempenha papel
importante nos processos bioguimicos, como transferén@aetgia, de trifosfato de
adenosina (ATP) e de difosfato de adenosina (ADP), bero,caartransducéo de sinal,
como monofosfato de adenosina ciclico (cCAMP; HASKO et2®08). J4 o TCM-199 é
suplementado com sulfato de adenina (0,0}, gdlenosina monofosfato (0,0002385 g/L),
adenosinatrifosfato (0,01 mg/L) e alguns nulcleos-baseoadis. A vantagem do
sulfato de adenina € a sua melhor solubilidade quando comparadenosina e sua
capacidade para sintetizar adenosina (SUN et al., 2011).

O meio McCoy’s, apresenta uma concentragdo trés vezes mais elevada de
glucose (3 g/L) que o a-MEM ou TCM-199 (1,0 g/L). Tem sido relatado que o aumento
da concentracdo de glicose pode promover a regularizacgwalasas responsaveis
pelo transporte de acucar no tecido ovariano bovino,taesiodl em uma privacdo de
glicose intracelular e instabilidade energética (FLADEBYle 2003). O crescimento
de foliculos pré-antrais € marcado por divisdo de célulagatalosa, que depende da
energia produzida pelo ciclo de Krebs e glicolitico, o que fede a um aumento da
oxidacéo de glicose mitocondrial (ROY; TERADA, 1999). SendingsRossetto et al
(2013) sugerem que a concentracdo de glucose no meio de cultleaajgbar o
desenvolvimento e o estresse oxidativo em foliculos pii&ia. Assim, em vezodo-
MEM ter altas concentragdes de glicose como o meio McCoy’s, este meio tem acido
piravico (0,11 g/L), composto organico intermediario extreewe importante do
metabolismo glicideo, ciclo de Krebs e na sintese dibbsigraxos, de esterdis e de
aminoacidos (LEHNINGER et al., 2008).

O TCM-199 contém calciferol ou vitamina D (0,0001 g/L= 100.000
ng/L=100 ng/mL); assim como todas as vitaminas lipossollvaigjciferol € uma das
mais toxicas. Pode ser armazenada no corpo, sendo leidametabolizadaN&o
existe consenso sobre a concentracdo sérica idealtateina D (SILVA 2008)
Premaor (2006) demonstrou que niveis de vitamina D abaixo de 3@k10
(32 ng/mL) pode se caracterizar como uma deficiéncia. Banadorma, Castro et al.
(2011) mostraram que doses elevadas (0,0002g ou 100 ng por semasesupodem
causar uma desestabilizacdo do célcio. Nos individuos sasidaseaiiveis de calcidiol

(forma de armazenamento da vitamina D em humanos) estdalmente entre 32 e 70

20



ng/mL (80-175 nmol/L), mas estes niveis podem ser 15 vezesesaios casos de
toxicidade da vitamina D (CANTO et al., 2008).

O TCM-199 contém o bissulfeto de menadiona de sodio (0,000016&ayfbn
sintética da vitamina K3, produto de baixa estabilidade a luat, aanidade e pH.
Menadiona é usada como fonte de vitamina K, ndo senliftadéi diretamente como
um suplemento nutricional, em virtude da elevada toxicidade & lemtabilidade
(REZENDE et al 2012).0 a-MEM e TCM-199 contém na sua composi¢ao a maioria
de vitaminas com concentragdes iguais e, ou, aproximadasio®IcCoy’s nao possui
vitaminas adicionais, mas possui concentragcfes eleda$amesmas, em comparacao
com os outros meios-base testados (Figura 5). Segundo(20@H3), 0 armazenamento
de altas concentracdes de vitaminas, pode levar a sintixiass e grandes doses

podem interferir no metabolismo de outras vitaminas.

Vitamin B12 o v ® aMEM
Thiamine *HCL — Oy @ O TCM-199
Riboflavin - -Gy Vv McCoys
Pyridoxine *HCL — v
Pyridoxal * HCL ENOR £ )
D-Panthothenic Acid— Oy @
2 p-Amino Benzoic Acid-{ e R A
é Nicotinic Acid — ERNOR 4
< Niacinamide | Ove
> myo-Inositol e @ [
Menadione sodium bisulfite; O
Folic Acid — [T ORE [ 4
Choline Chloride— e O@ [ 4
Calciferol — 0]
D-Biotin e Qy
L-Ascorbic Acid * Na + [oR 4 [
T T T T T T T T
0.000 0.002 0.004 0.006 0.008 0.01(.020 0.050
g/L

Figura 5-Vitaminas presentesomeio essencial minimo (a-MEM-e), meio de cultivo
de tecido (TCM-199:) e meio McCoy’s (McCoy’s-V¥) 199.

Discussao

No presente estudo foi avaliada a eficiéncia @MEM®, TCM-199 e
McCoy’s” no cultivo in vitro de foliculos pré-antrais inclusos texido ovariano
bovino. Analisando a normalidade e viabilidade folicular, bsomo os foliculos
primordiais em desenvolvimento e o diametro folicular axitério. Além disto,
confrontaramse as diferencas apresentadas de sais minerais, aminoadidosnas e

nucleosideos de cada um dos meios do presente estudo. Coosudesultados

21



demonstraram que a-MEM™ conservou o percentual de foliculos morfologicamente
normas, manteve o percentual de foliculos viaveis semelhantemtoole e superior ao
tratamento TCM-199e melhorou o didmetro folicular em comparagdo com o®sne
TCM-199'e McCoy’s".

Na abordagem sobre os foliculos morfologicamente nernea viaveis,
observou-se que o TCM-1990i o Unico tratamento que apds sete dias de cultivo
reduziu o percentual de foliculos morfologicamente normaisidguaomparado ao
controle ndo cultivado. Qi-MEM™ foi superior na viabilidade folicular quando
comparado ao TCM-199e o meioMcCoy’s" teve uma diminuicdo na viabilidade
desde o 1ao 7 dia de cultivo in situ Assim,estudos confirmam que foliculos pré-
antrais bovinos cultivados em um sistema tridimensiooal ¢-MEM*é importante
para o crescimento folicular e para o melhor desempedofidatores de crescimento e
horménios (FIGUEIREDO et al., 1994). Similarmente, Braw-ta¥Yassefi (1997)
cultivaram foliculos pré-antrais in situ @¥MEM*com ou sem FSH e concluiram que o
crescimento folicular pode iniciar na auséncia destm®woin. Contudo, Araujo (2013)
constatou que @-MEM" pode ser usado para substituir o TCM-18@ cultura de
foliculos pré-antrais bovinos. Em contrapartida, Rossett al. (2012) testaram a-
MEM®, TCM-199 e McCoy’s" no cultivo in vitro de foliculos pré-antrais secundsrio
isolados e concluiram que o TCM-I@88nteve a morfologia e viabilidade folicular.
Entretanto, no presente estudo o TCM-189 menos eficiente nos foliculos
morfologicamente normais e viaveis. Assim, pode-se comgeeaue os foliculos pré-
antrais respondem diferentemente dependendo das condgidémes e de cultivo
oferecidas (isoladas ou in situ). Sendo importante definivisthdalmente os meios-
base, hormodnios, fatores de crescimento e outros suplesneara cada tipo de
experimentacdo celular. Desta formaasabtida uma base organizada de dados para o
melhor desenvolvimento in vitro de foliculos pré-antesmscada espécie animal.

Quanto aos foliculos primordiais e em desenvolvimento hoadecéo do
percentual de foliculos primordiais apO0s sete dias deva@ulembora sem ser
concomitante com o aumento do percentual de foliculodesanvolvimentoos quais
se mantiveram constantes durante os sete dias de cDigsta forma, pode-se acreditar
queo a-MEM®, TCM-199 e McCoy’s" ativam os foliculos primordiais e conagg o
desenvolvimento folicular. No entanto, estes meios seinde em variasubstancias,
ndo sao suficientes para o total desenvolvimento pré-asgralp necessarios a adicado

de hormonios, fatores de crescimento ou outros suplesgoe interfer® nas etapas
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posteriores. Sun e Li (2013) conseguiram promover o cresimmea foliculos
primordiais, isolados em um cultivo in vittom a-MEM*, FSH, LH eE2. Rossettet

al. (2012) concluiram que TCM-199FSH e ativina promoveram o crescimento
folicular e a formacdo de antro em foliculos secundarios. Gutierteal.e(2000)
conseguiram obter foliculos antrais a partir de @ddis pré-antrais secundarios,
cultivados in vitrg em meio McCoy’s’ na presenca de FSH, EGF e IGFMais
recentemente, McLaughlin et al. (2010a) promoveram o desenesiionde antro a
partir do cultivo em duas etapas (in situ/isolado) em filécypré-antrais bovinos
cultivados em meio McCoy’s’ acrescido de FSH e, ou, ativina. Portanto, o
conhecimento da acdo dos meios dentro do sistema tieocél de indispenséavel
importancia, visto que, existe grande variedade e os mexyeos de forma diferente
para espécie, célula e tipo de cultivo. Embora nos@dtianos as equipes de pesquisas
tenham trabalhado com mais intensidade no cultivo deufos pré-antrais isolados
(>150 pm), é importante salientar que 90% dos foliculos mr&ia sdo primordiais.
Portanto, o estudo de meios-base que propiciem a ativagiig e desenvolvimento
desses foliculos, ira contribuir pasasolamento de um maior nimero de foliculos em
desenvolvimento (primarios e secundarios).

Quanto as respostas morfométricas obseseogque no D7 de cultivo as
dimensbdes dosliculos cultivados nos meios McCoy’s® € TCM-199 foram menores
quando comparados ao controle e ao a-MEM®. Deste modo, Braw-Tal et al. (1997)
cultivaram foliculos pré-antrais inclusos no tecid@r@ano na preseagde o-MEM*
acrescido ou ndo de FSH e observaram que o diametro doliaumentou sem a
presenca de gonadotrofinas. Mais recentemente, Sun e Li (Bol&am foliculos
primordiais de aproximadamente Bn e os cultivaram em a-MEM*durante 13 diag
observaram aumento no diametro folicular (H#B). Rossetto et a[2013 testaram em
foliculos secundarios caprinos e bovinos-MEM™e observaram que os odcitos de
caprino foram capazes de ser maturados e fertilizados o &ir contrario do que
ocorre em bovinasEntretanto, Araujo (2013) avaliou o TCM-198 0 o-MEM™ na
cultura de foliculos pré-antrais isolados bovinos e dstnom queos meios néo
diferiram nos parametros de viabilidadéémetro folicular e formac&o de antro.Varios
estudos em foliculos pré-antrais isolados e, ou, in situtido realizados utilizando
como meio-base a-MEM; por exemplo, caprino (MATOS et al., 200 BRUNO et
al., 2009; MAGALHAES et al., 2012); canino (SERAFIM et al., 20b3)rino (JIN et
al., 2010, JEE et al., 2012); prima¥é [ et al., 2011); e bovinos (FIGUEIREDO et,al
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1994; ROSSETTO et al., 2012, 2013;SUN; LI, 2013). Assim, no presstudo pode-
se afirmar queo o-MEM™ é o meio eficaz para melhorar o diametro folicudar
foliculos pré-antrais bovinos inclusos no tecido overiéin situ).

Afinal, a composicdo dos meios do presente estudo levou rar dgie o -
MEM possui uma quantidade maior de nucleosideos e antosaclambém, a-
MEM e TCM-199 possuem concentracdes de vitaminas iguais e, ou, apda€nno
entanto, o TCM-199 nao foi eficiente na viabilidade nem na anwefria folicular,
possivelmente pela presenca de calciferol e bissulfeto dadio@ma de sédio ausente no
a-MEM. Igualmente, o meidMcCoy’s ndo possui vitaminas adicionaimas, possui
concentragbes mais elevadas queMEM e TCM-199 Contudo, pode-se dizer que o
menor diametro folicular observado, do D1 ao D7, e aabuiabilidade observada,
tanto no TCM-199 quanto no meidcCoy’s, pode ser consequéncia de uma
concentracéo elevada de vitaminas sobre os foliculos peésarssim, pode-se ligar a
eficiéncia do a-MEM aos aminoacidos e nucleosideos adicionais, beno amnsais
minerais e as vitaminas presentes, que colaboraram nateeppsgiva no cultivo in

vitro de foliculos pré-antrais

Concluséo
Conclui-se que @-MEM*é um meio eficaz para a manutencdo morfoldgica e

morfomeétricae para a viabilidade dos foliculos pré-antrais bovinos cultgan situ.
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CAPITULO 2

OS EFEITOS DO IGF-1 E GH SOBRE O CULTIVO IN VITRO DE FOLICULOS
PRE-ANTRAIS BOVINOS SAO DOSE DEPENDENTE

Effects of IGF-1 and GH on in vitro culture of bovine preaniolicles are dose dependent
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Resumo

O objetivo do presente estudo foi avaliar o efeito dereliftes concentracbes do
fator de crescimento semelhante a insulina 1 (IGF-1) e dodmo do crescimento
(GH) no desenvolvimento dos foliculos pré-antrais boviwdsvadas in situ sobre as
taxas de foliculos morfologicamente normais, viaveigtimordiais e em
desenvolvimento, bem como diametro folicular e oocitakcagmentos ovarianos
coletados de vacas sem padréo racial definido foram adts/in vitro poum e sete
dias, em placas de 24 pocos, estufa a3 7 °C e 5% deO8€G@ragmentos do cortex
ovariano foram cultivados em 1 mL deMEM®, suplementados com diferentes
concentracbes de IGF-1 recombinante humano (Exp. 1 =703@00 ng/mL)u GH
recombinante humano (Exp. 2 =0, 10, 25, 50 ng/mL). Os pamsnetorfologicos e
morfométricos foram submetidos a ANOVA, seguidos de coagpas entre as médias
pelos testes de Tukey e Dunnett, os percentuais de folicidlesis foram avaliados
pelo teste de Qujuadrado (x°). Os resultados mostraram que 30 ng/mL @E-1 ou
50 ng/mL de GH foramas concentracbes mais eficazes, aumentaogidoliculos
morfologicamente normais, em desenvolvimergodiametro folicular,bem como
conservaram a viabilidade folicular do D1 ao D7 no cultivo irovitos foliculos pré-

antrais cultivados inclusos no tecido ovariano bovino.
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Palavras-chaveodcito; células da granulosa; foliculogénese; in situ.

Introducgéo

7

A foliculogénese é um processo complexo que envolvermatdo e o
crescimento de foliculos primordiais até o estadioodieuios pré-ovulatérios e pode
ser dividido nas fases pré-antral e antral. Na faseamr@, ocorre a ativacdo dos
foliculos primordiais e posteriar crescimento para os estadios de foliculos primarios e
secundarios. Ja a fase antral tem inicio com o ap@eto do antro nos foliculos
terciarios, e termina com a formacao do foliculo @rélatério ou De Graaf (SILVA et
al., 2002). Apesar do desenvolvimento de foliculos antraidb@vinos, informagdes
concernentes a fase pré-antral ainda sdo escassas.d8rg8do, a compreensdo dos
mecanismos que regulam este processo € de muita imporfiar@iamaximizar a
eficiéncia reprodutiva dos animais.

Foliculos podem ser cultivados in situ, ou seja, inclummsfragmentos do
cortex ovariano ou isolados. O cultivo in situ proporciomaamutencao da integridade
tridimensional dos foliculos e a sua interacdo cogéadas do estroma. Ja o cultivo de
foliculos isolados permite o monitoramento individual dokctdilos durante todo o
periodo de cultivo (ABIR et al., 2001). Nas ultimas duas décadass\sistemas de
cultivo foram desenvolvidos e os resultados sdo deperxidottipo de meio e sistema
de cultivo utilizado bem como da espécie animal (EPPIG; SCHOEDER39;
FORTUNE, 2003). Apesar de ja ter sido relatada a obtencamdetps viaveis a partir
de foliculos pré-antrais em animais de laboratério, aanmais de producdo este
objetivo ainda nao foi alcancado. O fator limitante pgpeoducao in vitro de embrifes
a partir de foliculos pré-antrais de animais domésticasaéiséncia de um meio de
cultivo ideal que assegure a manutencao da viabilidade, dg&atjvdo crescimento e
da completa maturacdo de odcitos inclusos em foliqr®santrais. Desta forma, além
dos meios de cultivo de base, também se faz necessésimdo mais aprofundado de
cada suplemento que possa agir positiva ou negativamearte g parametros citados
anteriormente

O IGF-1, por exemplo, possui receptores nas células da gsandéo foliculos

primérios, secundarios e antrais bovinos (MONGET ¢t28000), cumprindo fungdes
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como supressor de apoptose (MAKAREVICH; MARKKULA, 2002), indutondase
das células da granulosa (ARMSTRONG,; XIA, 1993), promotor alainacdo oocitaria
(LORENZO et al., 1994) eaddesenvolvimento de embrides bovinos (KAYE et al
1997). Estudos in vivo tém indicado que as concentracdes d& E8Felevam com o
aumento do tamanho dos foliculos ovarianos (SPICENRIEHT, 1991). Os efeitos
estimulantes do IGF-1 na proliferacdo das células da gsm@ sintese de DNA in
vitro foram demonstrados em suinos, ovinos e bovinosCQERI et al., 1993).
Entretanto, diferentes concentracdes de IGF-1 tém sal@das, mostrando resultados
divergentes. Spicer et al. (1995) trabalharam com coagéets de 100 até 400 ng/mL de
IGF-1e mostraram efeitos sobre a proliferacdo de célddagranulosa bovina, a
producdo de progesterona e estradiol no cultivo in vitro.daimos estudos foram
utilizadas concentragdes de 100 e 200 ng/mL de 1@&-dultivo in vitro de embrides
bovinos (SOUZA et al 2009). Thomas et al. (2007),em um trabalho utilizando
50 ng/mL de IGF-1 em foliculos pré-antrais bovinos, duraeis dias de cultivo,
mostraram aumento do didametro folicular, bem como a péadde estradiol. Por outro
lado, Fortune et al. (2004) relataram que concentracdes de IGF-1€1,100 ng/mL)
nao estimularam os foliculos primordiais e primariogifios durante o cultivo in situ e
aumentaram a atresia folicular.

Com relacéo ao GH, o RNA mensageiro (RNAm) para o receptGHIEHR)
ja foi detectado em ovarios bovinos e ovinos por hibrgdiaan situ (ECKERY et al
1997). Em ovarios bovinos, o RNAmM do GHR ja foi localizadmaoito de foliculos
primordiais e primarios, e comeca a ser expresso enasdéla granulosa de foliculos
primarios, permanecendo durante o estadio secundario LEOEt al.,1998).
Experimentos in vivo tém relatado que o GH atua promovendesenvolvimento de
foliculos ovarianos bovinosGONG et al.,, 1991), aumentando as concentracdes
periféricas de insulina e, ou,IGF-1 em novilh&ONG et al., 1997). Shimizu et al
(2008) demonstraram que o aumento da expressdo de GHR eas aEufranulosa
pode sero ponto para que o foliculo antral entre no estadio pudatirio, podendo,
desta forma, auxiliar no processo de maturacéo folicklar bovinos, a utilizacdo de
100 ng/mL de GH associados a insulina aumentou a sinteseodestgrona e a
proliferacdo das células da granulosa cultivadas por qdiasLANGHOUTETetal.,,
1991). Em ovinos, o FSH e o GH atuaram como reguladores dg&eade IGF-1 de
forma dose-dependente, além de estimularem a producaadaigeast (KHALID et al.,

2000). Shimizu et al. (2008) observaram que foliculos dominante®idsts ativos e
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pré-ovulatérios bovinos produzem mais GH que foliculos r@ses inativos.
Magalhdes-Padinha (2012) oltea ativacao de foliculos primordiais e sua posterior
progresséo para foliculos secundarios caprino, adiwittnd0 ng/mL de GH como um
de seus suplementos no cultivo in vitBimilarmente Zhao et al. (2000) demonstraram
gue oGH promoveu o desenvolvimento folicular e melhorou a mogialmo cultivo in
vitro de foliculos pré-antrais de ratos.

Desta forma, a analise da eficiéncia de fatores deigresto e horménios é
indispensavel para determinar as diferencas, vantagens ou tdgsvan sobre o
desenvolvimento dos foliculos pré-antrais em cada espAs&m, o objetivo do
presente estudo foi identificar a concentracdo adequada oo dat crescimento
semelhante a insulinal (IGF-1) e do horménio do crescime@td) (para o

desenvolvimento dos foliculos pré-antrais bovinos adids in situ.

Material e métodos

Fonte de ovarios

Ovérios (n =24) de vacasem idade e padrédo racial definido (SPRIyram
coletados em abatedouro local. Imediatamente apét,cob ovarios foram lavados
em alcool 70%, seguidos por duas lavagens em TCM-199 (CELES@tNHO, 2007),
suplementados com 20 mM de HEPES,2.200 mg/L de bicarbonatalide(SAHA et
al., 2000), 25 ug/mL de acido piravico, 75 ug/mL de penicilina @l de
estreptomicina (McLAUGHLIN eal., 2010), denominado como TCM-199 de transporte.
Os ovérios foram transportados ao laboratério em tuladso, com TCM-199 de
transporte, a temperatura de 4 °C (BASSO et al., 2002).

Protocolo experimental

No laboratorio foram removidos todos os tecidos gorduresiigamentos dos
ovarios. O cortex do ovario foi dividido em fragmentles aproximadamente 3 x 3 X
1 mm. Um fragmento foi imediatamente fixado para analiseoldigica (controle néo
cultivado). Os demais fragmentos do cortex ovariananfondividualmente cultivados
in vitro em 1 mL dea-MEM, suplementados com 20 mM de HEPES, 3 mM de
glutamina, 10 ng/mL de insulina, 2,5 pg/mL de transferina, 4 ng/mdeldmio, 0,1 %
de albumina sérica bovina (BSA), 0,1 mg/mL de peniciina e 0,1 mg/mL

estreptomicina, denominadeMEM™ (JIMENEZ et al., 2018 Os fragmentos foram
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cultivados ema-MEM*sozinho ou adicionados de IGFdu GH em diferentes
concentragdes. No experimentd@F-1 humano recombinante (0, 30,70,100ng/nal),
no experimento 2 GH humano recombinante (0, 10,25,50 ng/mL) Life Technologies
(Van Allen Way, Carlsbad, California, USA). Todos os produtdsagos utilizados no
presente estudo foram adquiridos da Sigma Chemical Co.L¢8its, Mo.), salvo
indicacdo em contrario. Os tecidos foram cultivados derame sete dias, & 37 °C com
5% de CQ usando placa de cultivo de 24 pocos. O meio de cultivo fustisuido
totalmente por meio fresco a cada dois dias. Cada tmatarnf@ repetido seis vezes
utilizando os ovérios de seis animais diferentegigura 1 mostra o organograma do

protocolo experimental & 2.

Hormoénio do Crescimento Fator de Crescimento
GH Semelhante a insulina IGF-I
Animais (6) Controle Animais (6)
Ovirios (12) f fresco ) Ovirios (12)
DIA 1
M*+ GH L | M*+ IGF1
0 ng/mL 0 ng/mL
DIA 7
M*+ GH 3 I a M*+IGFI
10 ng/mL S £ 30ng/mL
= H
M CH g Andlise Histolégica 5 e IGE1
25 ng/mL 5 (Morfologico/ Morfométrico) g 70 ng/mI:
| |
SNJ n;fuli Anilise Viabilidade NII;;’HI?;];I
Isolamento mecénico e

Azul de Tripan
(viavel e nao viavel)

Figura 1- Organograma do protocolo experimental do experimento 1(IGF-1) e
2(GH).M* =meio base-padraa{MEM™); D1 =dia 1; eD7 = dia 7.

Analise morfoldgica e avaliacdo in vitro do desenvolvimento folicular
Antes (controle fresco) e apdsn e sete dias de cultura, todos os fragmentos

foram fixados em solugdo Carnoy durante 4 hodasemperatura ambiente e, em
seguida, desidratados em concentracdes crescentes de diatanizados em xilol e
incluidos em parafina (Vetec/Sigma, Brasil). Os fragmedm®vario bovino foram
cortados em secc¢des de 5 um, sendo cada seccdo moataeddaepelo acido periddico
de Schiff (PAS)-hematoxilina. Uma vez montados, o0s cohietlogicos foram
examinados em microscopio optico (Olympus BX50, Japdo) sobrao de 400X. Os
estadios dos foliculos pré-antrais foram definidosafoulo primordial, caracterizados

pela presenca de odcito esférico owide, completamente rodeado por uma camada
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simples de células da granulosa achatadas e, ou, pavgasbu foliculos em
desenvolvimento, sendo estes primarios com uma Unica eateacklulas da granulosa
de morfologia cubica em torno do odcito, e secundérimsy adcito circundado por
duas ou mais camadas de células da granulosa de morioidiia (BASSO; ESPER
2002). Os foliculos foram ainda classificados como norngaigndo o0s o0d6citos
encontravanse intactos circundados por células da granulosa, bem aegkas, em
uma ou mais camadas, sem nucleo picnético e foliddgenerados foram definidos
guando apresentaram o0cito com nucleo picnaético, retratgidasimatica e, ou, células
da granulosa desorganizadas (SILVA et al., 2002). Foram awsli@ddoliculos pré-
antrais por tratamento e 30 por repeti¢éo.

Os diametros de foliculos e o6citos morfologicamentena@s foram registrados
a partir das extremidades externas da camada de céligesnddosa e da membrana do
oocito, respectivamente. Foram calculados pelo programagemJ/Fiji 1.46
(FERREIRA; RASBAND, 2012). Dois diametros perpendicularesrforregistrados
para cada um dos parametros (horizontal e vertical) @lgardos valores foi analisada.
Em geral, 270 didametros foliculares e oocitarios forawaliados, 30 para cad

tratamento e dia de cultivo (D1 e D7).

Avaliacdo da viabilidade do foliculo pré-antral isolado pos-cultivo in situ

Para confirmar os resultados dos foliculos morfolgiente normajsos
fragmentos ovarianos foram isolados mecanicamenteapamalise de viabilidade antes
(controle) e apo6s cultivo por umsete dias. Para tanto, foliculos pré-antrais foram
isolados pelo processo mecéanico descrito por Figueiredo (4984). Resumidamente,
amostras foram finamente fragmentadas e colocadas5enh de TCM-199,
suplementaascom 20 mM de HEPES; 2.200 mg/L de bicarbonato de sddio (SAHA e
al., 2000); 2 mM de piruvato de sodio; 75 ug/mL de penicilina, 50 lugde
estreptomicina e 10% BSA (McLAUGHLIN et al., 2010a). Com auxil& pipeta
Pasteur de 1.000 e 600 um foram ressuspensas 80 vezes cadajeaséparar 0s
foliculos pré-antrais do estroma. O material obtidopfmésado duas vezes através de
uma malha de nylon de 100 um, resultando em uma suspens&ndooffbliculos
menores de 100 um de diametro. Posteriormente, a vialgldtzsifoliculos pré-antrais
foi analisada com Azul de Trypan. A cada 100uL de meioudpemsdo contendo
foliculos pré-antrais isolados, foram adicionados 5doL corante Azul de Trypan

(0,4%; Vetec/Sigma, Brasil). Os foliculos isolados foramenvados em microscopio
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invertido (Leica DFC295, Alemanha), com aumento de 100X, e futaskis em
vidveis ou ndo viaveis, quando ndo corados ou corados enrespdctivamente (van
den HURK et al., 1998). Um total de 450 foliculos pré-antrais isoladosnfor
classificados (50 foliculos por tratamento).
Andlise estatistica

As analises morfolégicas de foliculos pré-antrais namarimordiais e em
desenvolvimento (primarios e secundéarios) e as analigefomeétricas (didmetro
folicular e oocitario) foram submetidas a analise de variancia (AND¥Aguidas de
comparacdes entre as médias, pelo teste de Tukey, paparegdo entre tratamentos e
pelo teste de Dunnett, para comparagao entre o contadet@tamentos(versao 9.1;
SAS; 2004). A variavel qualitativa de viabilidade do foliculo présdnsolado foi
comparada em tabela de contingéncia e analisada pelodesfiiquadrado ().
Valores foram considerados significativos quando (P <0,05)

Resultados

Experimento 1- Efeito de diferentes concentragbes do IGF-1 sobre o cultii vitro

de foliculos pré-antrais inclusos no tecido ovariano bovino

Um total de 1.620 foliculos foi analisado histologicameh8§) no controle ndo
cultivado;720 para dia 1 (D1); e 720 para dia 7 (D7). Em relagéorfologia folicular,
o percentual de foliculos morfologicamente normais ofagkr no tratamento IGF-1 30
ng/mL, foi similar ao controle fresco (P>0,05) tanto noddino no D7 de cultivo in
vitro. Os tratamentos IGF-1 0, 70 e 100 ng/mL apresentaram rpencgntagem de
foliculos morfologicamente normais diferindP < 0,05) do controle apos umsete
dias de cultivo.Na comparacdo entre tratamentos, o IGF-1 30 ng/mL foi superio
(P<0,05) a todos os demais tratamentos no percentualidelds morfologicamente
normais no D1, como no D7 de cultivo, exceto o tratamBBF-1 100 ng/mL no D1 de
cultivo (P>0,05; Figuras 2b e 4).

A viabilidade dos foliculos pré-antrais foi determinada depmtds andlise
subjetiva por Azul de Trypan. Foram analisados 450 folicpl@santrais isolados
mecanicamente do estroma ovariano. O efeito da adica@feld Isobre a viabilidade de
foliculos pré-antrais isolados apos cultivo in situ @stiicado na Figura 2b e5. Apos
um dia de cultivo, tanto o controle fresco como os meie cultivo contendo IGF-1,
ndo mostraram diferencas (P > 0,05) na viabilidade foficAlads sete dias de cultivo,

a percentagem de foliculos viaveis diminuiu quando comparado cwmntmle fresco
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(P < 0,05). No entanto, entre tratamentos cultivadg&rcentagem de foliculos viaveis
nao diferiu apésim e sete dias de cultivo (P > 0,05). Todos os tratamenttivanos
diminuiram o percentual de foliculos vidveis do D1 até o D7 divafi < 0,05),
exceto o IGF-1 100 ng/mL (P > 0,05), que manteve o mesmo perceatuabilidade.

Il N:o Cultivado (Controle)

[ Dia1
I Dia 7
80 100 q
aA aA an aA
= 80 -
g 60+ aA S
) 3 “aA
< S 604
g “HA *abA % aB aB
40 N L aB
% bA . bA s
S oA B 40
a2 =]
= =
£ 20 <
> 204
0 0
Controle  IGF-10  IGF-130 IGF-I 70 IGF-1 100 ) Controle IGF-10 IGF-130 IGF- 70 IGF-1 100
a
@) Tratamentos Tratamentos

Figura 2Percentagem de foliculos pré-antrais bovinos normai® (apaveis (b) do
controle e apéam e sete dias de cultivo in vitrem a-MEM™ suplementado
com IGF-1(0, 30, 70 e 100ng/mL)Diferenca com o tratamento-controle
(P < 0,05); *PLetras minGsculas indicam diferenca entre os tratamentos
(P < 0,05);*® Letras maiGsculas indicam diferenca entre os diasiliec
(P<0,05).

O percentual de foliculos primordiais no D1 e D7 de cultivoirierior nos
grupos cultivados (IGF-1 0, 30, 70 e 100ng/rRi<0,05), exceto o tratamento IGF-1
30 ng/mL que foi similar quando comparado com o controle frapds um dia de
cultivo (P>0,05) Os tratamentos cultivados ndo apresentaram diferenc@08 no
percentual de foliculos primordiam D1 ou D7 de cultivo, como também raaalise
individual de cada tratamento (Figurg.3a

O tratamento IGF-1 30 ng/mL mostrou apds sete dias de ccutt@iores
percentagens de foliculos em desenvolvimento (48,33%) que oledrngisco (22,22%)
(P<0,05;Figura 3b). Os tratamentos com IGF-I (0, 70 e 100 nghdh)apresentaram
diferencas com o controle fresco apdéseausete dias de cultivo (P>0,05). O tratamento
IGF-1 30 ng/mL teve aumento significativo no percentual dgemalvimento folicular
guando comparado aos demais tratamentos cultivados (P<#E05omo entre os dias
de cultivo (D1 e D7; P<0,05).
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Os diametros antes (controle fresco) e depois de sateedias de cultivo sao
mostrados na Tabela 1. O tratamento IGF-1 30 ng/mL aprese@metch folicular
inferior quando comparado com o controle fresco e detma@mentos cultivados apoés
umdia de cultivo; entretanto, apos sete dias de cultiveuperior ao controle e demais
concentragoes testadas de IGF-1(0, 70 e 100 ng/mL; P < 0,0Bat&sentos IGF-1

I N:o Cultivado (Controle)
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Figura 3— Percentagem de foliculos pré-antrais bovinos primord{@ps e em
desenvolvimento (b) do controle e apds eigete dias de cultivo in vitro em
o-MEM™ suplementado com IGF-1 (0, 30, 70 e 100ng/mDjferenca com
o tratamento-controle (P<0,08)° Letras mintsculas indicam diferenca entre
os tratamentos (P<0,05)? Letras maitsculas indicam diferenca entre os
dias de cultivo (P<0,05).

30 e 70 ng/mL aumentaram de modo significativo o diametroufai no decorrer do
cultivo (D1 até D7), com uma média no D1 de (34,14 e 38,08 ubyj €62,05 e
43,22 um), respectivamente (P<0,05).

Em relacdo ao diametro oocitario todos os tratamentllisados diminuiram o
diametro oocitario diferindo do controle fresco (P<0,05)sapd dia de cultivo e sem
diferencas (P>0,05) observadas entre os tratamentdsdok. Apesar disto, apos sete
dias de cultivo, o tratamento IGF-130 ng/mL apresentou diametocitario
significativamente maior que os tratamentos de IGF-1 (0, 700eng/mL) e sem
diferencas com o controle fresco (P>0,05). O tratamBBEe1 30 ng/mL apresentou
diferencas (P < 0,05) no decorrer do cultivo, aumentand@metro oocitario do D1
(20,39 pum) até o D7 (25,33 um; Tabela 1).
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Figura 4-Foliculos pré-antrais bovinos ndo cultivados(contn@sdo, a,b = primordiaes
secundario) e depois den e sete dias de cultivo emMEM*com:0 ng/mL
de IGF-1 (c,d = primordiais); 30 ng/mL de IGF-1 (e,f = primakdé
primério); 70 ng/mL de IGF-1 (g,h = primordial e priméario)@ ng/mL de
IGF-1 (i,j = primordial e primério). Foliculos degeneradmsn retracéo
oocitéria (seta branca), retracdo das células da gsan(deta preta), células
da granulosa desorganizadas (CGD) e nucleo picnético Qwp)o0cito;
n = ndcleo; CG= células da granulosa. Ampliacdo 400X; PASxtwedilina.
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Figura 5- Foliculos pré-antrais bovinos mecanicamente isoladealiados por
microscopia de luz. Controle €aprimordial viavel) e foliculos isolados apés
sete dias de cultivo in sitem a-MEM* com: 0 ng/mL de IGF-1(b,&
primordial viavel, secundario ndo viavel);30 ng/mL de IGF-1e (d,
primordial viavel, secundario nao viavel); 70ng/mL de IGFegl€primordial
viavel e nao viavel);e 100ng/mL de IGF-1 (h.i =primordial viavel e
secundario nao viavel. Corados com azul de Tripan (sori@o corados
(vivos).

Tabela - Média + erro-padio da meédia do didmetro folicular/oocitario em
micrémetros (um) de foliculos pré-antrais bovinos cadtos com diferentes
concentragbes de IGF-1

40,35+1,87 26,630,99
Controle - —

Foliculo Odbcito
Tratamentos Dia 1 Dia 7 Dia 1 Dia 7
IGFO 36,19+ 1,76 36,76+ 2,40" 20,13+ 0,72 20,70+ 1,16%*
IGF-1 30 34,14+ 1,40%8 62,05+ 7,92* 20,39+ 0,52%8 25,33+ 1,322
IGF-1 70 34,08+ 1,98% 43,22+ 4,18 20,23+ 0,97* 20,16+ 1,14%
IGF-1 100 40,23+ 2,58 36,03+ 3,64* 20,44+ 0,72* 20,18+ 1,00%*

* Diferenca significativa para o tratamento-contrdRe (0,05);*° Letras mintsculas sobrescritas ha mesma coluna
sdo diferentes (P< 0,058 Letras maitisculas sobrescritas na linha indicam difarengre os dias de cultivo
(P<0,05); a-MEM =meio essencial minimo; IGF-1 = fator do crescitne semelhante a insulina; ®
concentragdes de IGF-1 em ng/mL.
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Experimento 2 -Efeito de diferentes concentragdes do GH sobre o cultivo in vitide

foliculos pré-antrais inclusos no tecido ovariano bovino

Um total de 1.620 foliculos pré-antrda analisado por histologia classica. A
Figura 6 mostra percentagem de foliculos normais e vidveis do contreted e apds
um e sete dias de cultivo easxMEM*com diferentes concentracées de GH. Ap6s um
dia de cultivo houve reducdo (P<0,05) na percentagem dailéslimmormais nos
tratamentos 0 ng/mL (48,89%) e 10 ng/mL de GH (50,56%), quando calopaoa
controle fresco (75,56%), ndo acontecendo 0 mesmo paratratamentos
25 ng/mL(57,78% e 50 ng/mL (65,00%) de GH os quais foram equivalentes ao
controle fresco (P > 0,05Entretanto, apds sete dias de cultivo o tratamento 50Lng/m
de GH (75,00%) mostrou eficiéncia equivalente nos folicuttmfologicamente
normais com o controle a fresco (75,56%; P>0,05). Aposlia de cultivo ndo foram
observadas diferencas (P > 0,05) no percentual de fdiomofologicamente normais
e os tratamentos cultivados. Ao contrario do dia 7 dévoub tratamento 50 ng/mL de
GH apresentou(P<0,05) maior percentagem de foliculos ragifaimente normais do

gue as concentracdes 0, 10 e 25 ng/mL de GH (Figura 8

I Nio cultivado (Controle)

[ Dia1l
I Dia 7
80 + - 120
3
é aA 100
Z o
g 601 aA s
s an faAua | |*bA S 801 aA o raA "ah
V4 = *aA  xgA
2 *bA — an *aA
® (=]
£ 40 = 60 raB
= @
] =
' <
=
£ = 40
3] =
2 20
(=]
=
0 T T T T 0 T T
CONT GHO GH10 GH25 GH50 CONT GHO GH10 GH25 GH50
(a) Tratamentos (b) Tratamentos

Figura 6-Percentagem de foliculos pré-antrais morfologicamentenais (a) e viaveis
(b). N&o cultivado (controle) e apasne sete dias de cultivo in vitrem ao-
MEM* com GH (0, 10, 25 e 50 ng/mL)Diferenca significativa com o
tratamento-controle (P<0,05)° Letras minUsculas indicam diferenca entre
os tratamentos (P<0,05)™% Letras maitsculas indicam diferenca entre os
dias de cultivo (P<0,05).
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A fim de confirmar a efetividade dos foliculos morfologiemte normais
observados no presente estudo analisou-se a viabilidade deli#b@o$ pré-antrais
isolados bovinos. Com base em uma andlise quantitatibaervou-se que o0s
tratamentos cultivados diminuiram a viabilidade folicularsape sete dias de cultivo,
guando comparado com o tratamento ndo cultivado (P<0,05jic¥erse também que
os foliculos pré-antrais cultivados nas concentracfes240e 50 ng/mL de GH
mantiveram a viabilidade desde o D1 até o D7 do cultivo in vitro,trema®
percentagens de 72,68 e66%, respectivamente. A concentragfionl0 de GH néo
manteve a viabilidade no decorrer do cultivo (54%) (Figura$)6

Quanto aos foliculos primordiais, os tratamentos 0, 10 eg2BL de GH
diminuiram a percentagem de foliculos primordiais apddia de cultivg enquanto
somente 50 ng/mL de GH nao diferiram do controle frescoe nestiddio folicular
(P > 0,05). Apés sete dias de cultivo, os tratamentos @, 10 e 25 ng/mL de GH
mantiveram percentagens equivalentes de foliculos prinergiieando comparado ao
D1 (P>0,05; Figura 7a), ndo acontecendo o mesmo para o tnébabdeng/mL de GH,
0 qual decresceu a percentagem de foliculos primordiais @pésdims de cultivo,
observando-se (D1; 40,56% e D7; 22,22%; P<0,@88sim, notouse reducdo de
foliculos primordiais na concentracdo 50 ng/mL de GHcoaontante ao aumento
significativo de foliculos em desenvolvimento, diferindatd do controle fresco como
das demais concentracdes de GH testadas (Figura 7b).

Os resultados de diametro folicular e oocitario antestfole fresco) e apés um
e sete dias de cultivo nas diferentes concentraco@sidsio apresentados na Tabela 2.
Verificou-se que apos um dia de cultivo o diametro fddictoi inferior nos tratamentos
GH 10 e 25 ng/mL (P < 0,05), quando comparado com o control® fress, entre 0s
tratamentos cultivados ndo foram encontradas diferefi®a8,05) apdés um dia de
cultivo. Entretanto, para o dia 7 de cultivo o tratameBH 50 ng/mL mostrou-se com
percentagens similares as do controle fresco (P>0,05) sufErior no diametro
folicular em comparacéo aos tratamentos de GH (0,2B0rgy/mL; P<0,05).

Com relacdo ao diametro oocitario, todos os tratarsentthivados tiveram um
diametro inferior apds um e sete dias de cultivocemparacdo com o controle fresco
(P<0,05);exceto o tratamento GH 50 ng/mL,que nado apresenterergdiis com o
controle fresco apds sete dias de cultivo (P>0,05). Danmdsrma,apos sete dias de

cultivo, o tratamento 50 ng/mL de GH mostrou maior diametro oociémicomparacao
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com os demais tratamentos cultivados (P<0,05) e mostroass eficiente no decorrer
do cultivo (P>0,05), ou seja, do D1 até o D7 de cultivo (Tabela

I Nio Cultivado (Controle)
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Figura 7- Percentagem de foliculos pré-antrais primordiais (ejnedesenvolvimento
(b). Nao cultivado (controle) e apos wsete dias de cultivo in vitrem o-
MEM*com GH (0, 10, 25 e 50 ng/mL)jDiferenca significativa com o
tratamento-controléP < 0,05);*° Letras minGsculas indicam diferenca entre
os tratamentos (P<0,05)*&Letras mailisculas indicam diferenca entre os
dias de cultivo (P<0,05).
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Figura 8- Foliculos pré-antrais bovinos naocultivados (contradgh; priméario e
secundario) e depois den e sete dias de cultivo emMEM com Ong/mL
de GH (c,d; primordiais); 10 ng/mLde GH (e, f; primordiaiprenario);
25 ng/mL de GH(g,h; primordial e primérios); e 50 ng/mL de GH (i
primordiais e secundario). Foliculos degenerados caoagée oocitaria (seta
branca), células da granulosa desorganizadas (CGD), gac{ipé nucleo
picnatico; o= 006cito; n= nacleo; CG= células da granuldsapliagdo 400X
PAS-hematoxilina.
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Figura 9- Foliculos pré-antrais bovinos mecanicamente isola€oavaliados por
microscopia de luz. Controle primordial viavel) e foliculos isolados apds
sete dias de cultivo in sitm a-MEM*com: 0 ng/mL de GH (b,c = primario
viavel e nao viavel);10 ng/mL de GH (d,e = primordial viaveingario nao
viavel); 25 ng/mL de GH(f,g = secundario viavel e ndo viageh0 ng/mL
de GH (h.i = primario viavel e secundario ndo vidvetados com Azul de
Tripan (mortos); e ndo corados (vivos).

Tabela 2- Média + erro-padrdo da média do diametro foliculartdoici em
micrémetros (um) de foliculos pré-antrais bovinos cattos em diferentes
concentragdes de GH

50,04+5,0 28,90+1,71
Controle — —

Foliculo Odbcito
Tratamentos Dia 1 Dia 7 Dia 1 Dia 7
GHO 41,68+2 524 32,25+2,0%°8 21,49+0,89% 4 20,160,90% A
GH 10 36,70+2,6274 31,14+1,37%A 20,21+0,99%4 20,230,67%4
GH 25 38,31+2,00@4 37,58+2,45% A 21,4440,7724 21,26+1,12%A
GH 50 39,1443,63°8 60,33+4,0604 23,16+0,99%B 26,22+1,14*

* Diferenca significativa gara o tratamento-contrdRe (0,05);*® Letras minGsculas sobrescritas na mesma coluna
sdo diferentes(P< 0,05 Letras mailsculas sobrescritas na linha indicam difereng@ os dias de cultivo
(P <0,05)p-MEM =meio essencial minimBH = hormdnio do crescimenteconcentracdes em ng/mL.
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Discussao

Fator de crescimento semelhante a insulina 1 (IGF}1

No presente estudo demonstismrique a concentracdo de IGF-1 30 ng/mL
melhorouos percentuais de foliculos morfologicamente normaigjtewve a viabilidade
do D1 ao D7 de cultivo e aumentou os foliculos em desenweion bem como seu
diametro folicular e oocitari@m foliculos pré-antrais bovinos cultivados inclusos no
tecido ovariano (in situ). Em foliculos pré-antrais, o 4GEontribui na regulacédo do
crescimento por meio de mecanismos enddécrinos (SIL\&A £2009). Apesar do IGF-
1 ndo estar expresso em foliculos pré-antrais bovinpsegsam receptores de IGF-1R
e proteinas ligantes IGFBP-2 e 3 em células da granulosaadaito de foliculos
primarios e secundarios, mas nao em foliculos primerfRMSTRONG et al., 2002;
WEBB et al., 2003). O IGF-1 cumpre funcdes como supressor de apopto
(MAKAREVICH; MARKKULA, 2002); indutor da mitose nas células da musa
(ARMSTRONG et al., 1996); promotor da maturacdo de oocitos (INXREet al.,
1994); e do desenvolvimento de embribes bovinos (KAYE et al.,)1997

Este estudo observou uma menor percentagem de folicwidfelogicamente
normais na presenca de IGF-1 (0, 70 e 100 ng/mL), diferentechemfge ocorreu com
o tratamento IGF-1 30 ng/mL. No entanto, a viabilidade foi mantid®1 ao D7 em
todas as concentracdes, exceto 0 ng/mL. Estudos revelpram IGF-1 pode ter um
efeito direto na funcéo ovariana e estes efeitos paderdependentes do tamanho do
foliculo e da concentracdo empregada (SPICER et al., 1B@Sketto et al. (2013)
mostraram que a adicdo de 50 ng/mL IGF-1 para o meio daauwle foliculos pré-
antrais bovinos nao teve nenhum efeito sobre a nogjitolfolicular e a formacéo do
antro. No entanto, no presente estudo demmstque o IGF-1 na concentracéo ideal
pode ser um fator de crescimento utilizado no desenvolvinmenttwo de foliculos preé-
antrais. Gutierrez et al. (2000) afirmaram que a adicaocattgets secretados pelos
foliculos pode ter uma influéncia positiva na cultura,n@eendo a manutencdo da
sobrevivéncia folicular, tipo IGF-1. Em caprinos, Zhou @rfh(2005) demonstraram
gue o IGF-1 na concentracdo de 50 ng/mL proporcionou o mr@sit e a viabilidade
de odcitos inclusos em foliculos pré-antrais. SimilanteyeMagalhdes-Padilha et .al
(2012) observaram que 50 ng/mL de IGF-1 foi capaz de mawuiabifidade folicular e
aumentar a taxa de retomada da meiose de oocitos ided@liculos secundarios

caprinos crescidos in vitro; deste modo, em bovinos, atbasentracbes de IGF-1
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prejudicam a funcionalidade em foliculos pré-antrais,oy 8§ang/ml de IGF-1 é a
concentracdo mais eficaz para melhorar as percentdgen$iculos morfologicamente
normais com foliculos viaveis apés sete dias de cultivo

Resultados observados em foliculos primordiais demamastrdiminuicdo deste
estadio folicular em todos os tratamentos cultigadibassomente o tratamento IGF-1
30 ng/mL aumentou o percentual de foliculos em desenvohinegmis sete dias de
cultivo. Embora, sesdaba que o proprio IGF-I, bem como seu IGF-1R e IGFBP, nédo
estdo presentes nos foliculos primordiais, pode-deuato desenvolvimento folicular
apresentado neste estudo ao meio de base utilizado ((X-MEM+ ; JIMENEZ et al., 2013),
gue, possivelmente, colaborou na ativacdo de folicplosordiais e posterior
desenvolvimento e agdo do IGF-1 nas fases mais avandealdsne et al. (2004)
relataram que concentracdes de IGF-1(1, 10 e 100 ng/mL) mdoilesam os foliculos
primordiais e primarios de bovinos durante o cultivo in. $ito entanto, Gutierrezt al.
(2000) e Itoh et al. (2002) confirmam que o IGF-1 estimula acionesito folicular e
oocitario, bem como a formacéo de antro durante cuiihiwitro embovinos.

Apesar das concentracfes do IGF-1R e IGFBP ndo serem qaaaisfico
presente estudo, os resultados estdo diretamente retbsoo@am sua funcionalidade.
Por ndo haver um armazenamento do IGF-1, um dos papé&sim@ortantes das
IGFBP seria o de manter uma reserva do peptideo. Isso assedisponibilidade de
um pool latente de IGF-1, ndo excedendo as exigéncias sodomitecidos. Portanto,
alteracdes nas concentracdes de IGFBP séo responpale@sumento e a diminuicdo
da biodisponibilidade de IGF em foliculos em crescimento saisd@&enaqueles
submetidos a atresia (SILVA et al., 2009). Esta ultima fongéde ser atribuida
particularmente a IGFBP-3. Da mesma forma, a IGFBP-2 potkngalizar como
também inibir a atividade do IGF-1, ou agir meramente civamsportadora (CLARK
1997). Assim, pode-se dizer que os IGF-1R e IGFBP na presenltasdecacentracdes
de IGF-1, como foi observado no presente estudo (70 e 100 mrE&F-1), pode
ter saturdo o tecido ovariano, promovendo alteracdes no seu mewaiisicional ou
inibindo a atividade do IGF-1, afetando o desenvolvimento falicpré-antral e
causando apoptose celular. Segundo Rohan e Yu (2000), ens cédimeerosas, as
IGFBPs regulam a acéo dos IGFs, mas em muitas situadige;ao destas proteinas
suprime a ag¢do mitogénica dos IGFs e promove a apofdeste modo, maiores
concentracbes de IGF-1 prejudicaram o desenvolvimentailiem foliculos pré-

antrais bovinos cultivados in situ.
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Sinergicamente, como a maioria das outras variaveigiatamento GF1
30 ng/mL foi o tratamento que melhorou o didmetro folicular como odeitéao
contrario astratamentos de IGF-1 (0, 70 e 100 ng/mL). Wandji et al. (1996} @apo
cultivo in situ de foliculos pré-antrais na auséncia deorés de crescimento,
observaram uma média de £ 55 um no didmetro folicldaralmente, Silveira et al
(2013) testaram diferentes meios-base sem fatores deinoeeto e observaram
didmetros de aproximadamente +49)f e +21,80 um para foliculo e odcito,
respectivamentem a-MEM suplementado. Assim, no presente estudo se pode afirma
gue a adicdo de IGF-1 na concentracdo de 30 ng/mL, auxilicdesenvolvimento
folicular, com uma média de * 62,QBne + 25,33 um no didametro folicular e oocitario,
respectivamente. Além disto, estudos relataram que o I&@Frenta o diametro do
foliculo e odcito durante o cultivo in vitro na ausénciasdeo (ITOH et al., 2002),
auxiliando no crescimento e na formacdo de antro enulodigré-antrais secundarios
bovinos (GUTIERREZ et al., 2000). Adicionalmente, estudoSitEmas et al. (2007)
observaram que em foliculos pré-antrais secundarios dmwinltivados em 50 ng/mL
de IGF-1 durante seis dias de cultivo, promoveu o aumentdi&oetro folicular.
Afinal, analisando os parametros de normalidade, viabilidade nwvtdsgnento e
diametro folicular do presente estudo, além dos resultaa® diferentes pesquisas com
foliculos pré-antrajs concorda-se que o desenvolvimento folicular € estritamente
regulado pelo tipo de cultivo, estadio de desenvolvimento, pedadoultura e da
concentracdo de IGF-1 utilizada, definindo-se 30 ng/mL de IG#1io a concentracao
eficaz para o cultivo de foliculos pré-antrais inclusms tecido ovariano (in siju

bovino.

Hormonio do crescimento (GH)

Cultivaram-se foliculos pré-antrais na presenca de@HQ, 25 e 50 ng/mL) &
maior concentracdo 50 ng/mL de GH foi o tratamento coanmnormalidade,
desenvolvimento e didametro folicular, além de manter abidade folicular no
decorrer dos sete dias de cultivo. Em ovarios boviooBRNAmM do GHR ja foi
localizado no odcito de foliculos primordiais e primariosoeneca a ser expresso em
células da granulosa de foliculos primarios, permanecetgo @stadio secundario
(KOLLE et al., 1998). Entretanto, é importante ressaltarajoeecanismo pelo qual o

GH estimula a foliculogénese parece ser espécie-espeeiéstadio dose-dependentes,
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podendo agir de forma diferente para foliculos antraisitas) embrides ou células
somaticas (HULL; HARVEY, 2001).

Neste estudo verificou-se maior percentagem de foicatorfologicamente
normais na concentracéo 50 ng/mL de GH. No entanto, todostasientos na presenca
de GH, ou seja, 10, 25 e 50 ng/mL, mantiveram a viabilidade deBdeaté o D7 do
cultivo in vitro. Estudos in vitro tém mostrado queGtd tem um efeito inibidor direto
sobre apoptose nas células da granulosa em ovarios boyBBIOTKIN;
MAKAREVICH, 1999). Zhao et al. (2000) demonstraram que a maocentracao de
GH testada (100 ng/mL) provocou aumento anormal no numeroldascéa teca e
resultou em menor taxa de viabilidade de foliculos cultivadkyevavelmente, a
estimulacdo excessiva caustumeio um esgotamento relativo de nutrientes e oxigénio
e reduziu a viabilidade. Contudo, 50 ng/mL de GH mostrou seneentacéo ideal
para melhorar o percentual dos foliculos morfologicasmerrmais com foliculos
vidveis apos sete dias de cultivo in situ. Resultados semethdoram obtidos por
Araujo (2013), que observou que 50 ng/mL de GH foi um suplemégtivoepara o
cultivo in vitro de foliculos secundarios bovinesn sistemas de cultivo 3DEm
caprinos, Martingtal. (2010) mostraram que a utilizacdo 50 ng/mL de GH promaveu
manutencdo da viabilidade e a ativacédo de foliculos praiaoultivados in vitro.

Em referéncia ao desenvolvimento folicular, o presestigde demonstrou que
apos sete dias de cultivo in situo tratamento 50 ng/mL deoGsuperior ao controle e
as demais concentracdes testadas no percentual deofokealdesenvolvimentdlém
disto, foi concomitante a diminuicdo dos foliculos pridi@is com o aumento de
foliculos em desenvolvimento. Estudos demonstraram efedsitivo em meio
sequencial suplementado com GH; este hormdnio ajudou a rmantabilidade
folicular, ativacdo de foliculos primordiais e posterpprogressdao para foliculos
secundéarios (MAGALHAES-PADILHA et al., 2012). Liet al. (1998) demonstraram
gue as fases iniciais do desenvolvimento folicular ensrsdio controladas pelo GH, o
gual estimula a formacéo de foliculo secundario in vinm caprinos, Martins et al
(2008) avaliaram o GH e afirmaram que este hormbnio é cdpaaumentar o
crescimento e a progressao de foliculos primordia@ fudiculos primarios ao fim de
sete dias de cultura in vitro.

O diametro folicular observado no presente estudoufeersor na concentracao
de 50 ng/mL de GH (60um) apds sete dias de cultivo, sendo@ugeriquase o dobro

nos demais tratamentos (32, 31 e 37um) para 0, 10 e 25 ng/@iH, despectivamente
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Em caprinos, Martins et al. (2008) testaram diferentesesdracées de GH e
observaram que a adicdo de 10 ng/mL de GH durante sete diawla o situ em

foliculos pré-antrais caprinos, aumentou o didmetrouftalic bem como o crescimento
de foliculos pré-antrais. Magalhdes Padilha et al. (2012redoem maior didmetro
folicular e oocitario quando adicionado 10 ng/ml de GH neéiveulde foliculos pré-

antrais caprinos. Deste modo, pode-se sugerir que as aagéest devem ser definidas
por espécie e sistema de cultivo. Contudo, ndo existe alldedque o GH é um
hormoénio eficaz nas etapas iniciais da foliculogénesde eacordo com o presente
estudo, a concentracdo observada podera ser utilizada mel#tgéaou em diferentes
associacfes para melhor desempenho folicular; assimpdtéi um grande nimero de
foliculos primordiais até os estadios mais avancados,pqderdo ser isolados do
estroma ovariano terminando seu crescimento indiviAgdim,50 ng/mL de GH é o
nivel ideal, para aumentar o diametro dos foliculos ptéia bovinos cultivados in

Situ.

Conclusbes

Conclui-se que 30 ng/mL de IGF-1 ou 50 ng/mL de GH séo as coag@es
mais eficazes para o desenvolvimento de foliculos préiamindtivados inclusos no
tecido ovariano bovino. Deste modo, outros experimentmderfo ser realizados
combinanddGH e, ou,IGF-1, entre outros fatores que controlem a progresd@nada

do desenvolvimento folicular
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CAPITULO 3

MEIO SEQUENCIAL COM GH E IGF-1 MELHORA O
DESENVOLVIMENTO IN VITRO DE FOLICULOS PRE-ANTRAIS BOVINOS
INCLUSOS NO TECIDO OVARIANO

Sequential medium with GH and IGF-1 improvements in vitro dgveént of bovine pré-antral
follicles included in ovarian tissue
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Resumo

O objetivo do presente estudo foi avaliar os efeitos demaei sequencial
contendo horménio do crescimento (GH) e, ou, fator decionesto semelhante a
insulina 1(IGF-1) no cultivo in vitro de longa duracéo de fotisudvarianos pré-antrais
bovinos.Fragmentos ovarianos foram cultivados em a-MEM™ na auséncia ou presenca
de GH (50 ng/mL) e, ou, IGF-1 (30 ng/mL) adicionados: primeiradeef{dia 1 ao 7);
segunda metade (dia 7 ao 14); ou em combinacdo de ambos dwsahdedias de
cultivo. Os tratamentos foram identificados como: a-MEM*; GH—IGF-1; IGF-1—->GH;
e GH+IGF-1. O cultivo foi realizado em placa de 24 pocosestufa a 37 °C e 5% de
C0O,. Os fragmentos ovarianos nédo cultivados (controle)terados foram processados
para analise histologica avaliando os parametros de hdane, foliculos primordiais,
em desenvolvimento e diametro folicular, os quais fosarbmetidos a ANOVA,
seguidos de comparacdes entre as médias pelos testeskele & Dunnett. Para
avaliacdo da viabilidade foi realizado o isolamento mecéanicdadiasilos pré-antrais
do estroma ovariano, avaliando foliculos viaveis e na@&veis. Os dados foram
submetidos ao teste ndo paramétricoquaidrado (y°).Os resultados mostraram que o
cultivo tratado com o meio sequencial GH na primeiraade{um a sete dias),seguidos
de IGF-1 na segunda metade (sete a 14 diBs}IGF-1) manteve a normalidade
folicular e a viabilidade até o dia 14 de cultivo (P>0,05). fdticulos primordiais, apés
14 dias de cultura, foi observada reducdo na percentagdotiaddos primordiais em

todos os tratamentos cultivados. Entretanto, a sequé6tia>[GF-1) foi o Unico
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tratamento que aumentou tanto no desenvolvimento folicu&roaD7 quanto no
didmetro folicular até o D14, quando comparado com o denfresco (P < 0,05). Os
tratamentos IGA-——GH e GH+IGF-1 n&o foram eficazes no desenvolvimento nem no
diametro folicular apds sete dias de cultivo (P<0,@Xeduziram a percentagem de
foliculos viadveis no transcurso da segunda metade deacu@onclui-se que foliculos
pré-antrais bovinos cultivados in sitin meio sequencial tratado com GH—IGF-1
melhoraram o desenvolvimento e diametro folicular aténagima metade do cultivo e
mantiveram estes parametros com normalidade e viabilidéde segunda metade do

cultivo in vitro.

Palavras-chavefoliculogénese; od6cito; horménios; fatores de crescimentsitu.

Introducéo

O ovario mamifero é constituido por milhares de foliculomgndiais em estado
de quiescéncia folicular, e ao longo da vida reprodutiva dad&m pequeno namero
de foliculos primordiais sdo estimulados a cresceP4pDdm um processo conhecido
como ativacao folicular em direcdo a ovulacéo, tatoase a grande maioria (99,9%)
atrésico (SKINNER, 2005). Estes foliculos podem ser umiz fealiosa para os estudos
sobre o desenvolvimento in vitro de od0citos e eventual producdendeioes
(O’BRIEN et al., 2003). Apesar da enorme quantidade de informacdes [plasiuz
durante a ultima década,em varias espécies,0s entendamewibre 0S mecanismos
controladores do desenvolvimento folicular bovino permanecerwopesclarecidos.

A regulacdo do desenvolvimento folicular é complexa e lgavdatores
endocrinos, paracrinos e autdcrinos, 0s quais sdo ompestde maneira estadio-
especifica a fim de controlar varios processos incluinadifgnacéo, diferencigho
atresia/apoptose das células foliculares (WEBB et2803; FORTUNE et al., 2004).
Portanto, o destino de um foliculo depende do equilibrio estfatores estimulantes e
inibitorios do ovario. Dentre os fatores envolvidosegutacdo da foliculogénese pode-
se destacar o horménio do crescimento (GH) e o fatoreseimento semelhante a
insulina 1 (IGF-1), os quais constituem o grupo de fatores quarmgate influenciam
no crescimento e sdo importantes reguladores das dietegas do desenvolvimento
folicular.

O GH é produzido pelos somatotrofos da hipofise anterior, osgubda @s

receptores nos tecidos-alvo com o objetivo de estimutar crescimento
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(HERRINGTON;CARTERSU, 2001). O GH exerce suas ac¢fes por intermédio do seu
receptor especifico (GHR), membro da familia de receptorescitieinas.
Funcionalmente, o GH induz a diferesgdio de células precursoras do IGF-1, que
estimula a divisdo celular. Além de estimular a sitge proteinas, gluconeogénese e
participar na ovulagéo, no transporte de aminoécideséstrda membrana celular, bem
como na formacdo de RNAmM no interior das células (@lLet al., 2009).
Experimentos in vivo tém revelado que o GH atua promovendiesenvolvimento de
foliculos ovarianos de bovinosGONG et al., 1991), aumentando as concentracdes
periféricas de insulina e, ou,de IGF-1 em novillG®OKGet al., 1997). Estudos in vitro

e in vivo revelam a importancia deste hormonio durante o des@émemto folicular
(SIROTKIN; MAKAREVICH, 2002). Em ovarios bovinos, o RNAm do GH®& foi
localizado no odcito de foliculos primordiais e primariosoeneca a ser expresso em
células da granulosa de foliculos primarios permanecemdmte o estadio secundario
(KOLLE et al., 1998).

Os fatores de crescimentos semelhantes a insulina (I&&s)fatores de
crescimento peptidicos que apresentam elevado grau dedgeeredtrutural com a proé-
insulina e tém atividade sobre o metabolismo intermedidioproliferacdo, o
crescimento e a diferenciacdo celular (MARTINELLI ét 2008), podendo sem
produzidos na maioria dos 6rgaos e tecidos do organismo. Q EXErce suas acdes
mediante interacdo com os denominados receptores dep@&F (IGF-1R), e tipo 2
(IGF-2R) (JONES; CLEMMONS,1995). A maioria das acbes conhealda IGFs é
mediada via IGF-1R, ndo sendo ainda claro o papel fisaoglo IGF-2R
(MARTINELLI et al., 2008). No ovéario, o IGF-1 possui suagem nas células da
granulosa e tem como principal funcao estimular o dede@mento folicular nas fases
pré-antral e antral (ARMSTRONG; BENOIT, 1996). Também,né supressor de
apoptose (MAKAREVICH; MARKKULA, 2002); induz a mitose das células da
granulosa (ARMSTRONG; XIA, 1993); promove a maturacdo de a®d¢itORENZO
et al., 1994); e o desenvolvimento de embrifes bovinos (KAYE, &to817).

Tendo em vista a grande importancia do GH e IGF-1 na fiséologariana, o
presente estudo teve por objetivo analisar os efeitos dmeimsequencial contendo
GH e, ou,IGF-1 no cultivo in vitro de longa duracdo de folicolearianos pré-antrais

bovinos inclusos no tecido ovariano (in kitu

57



Material e métodos

Preparacao de tecidos

Ovarios (n = 24) de vacas mesticas em varias fases @ edtral foram
coletados em abatedouro local. Apés a coleta, ososvemiam lavados em alcool 70%
e em TCM-199 (CELESTINO et al., 2007), suplementados com 20 mMERES,;
2.200 mg/L de bicarbonato de sddio (SAHA et al., 2000); 25 pg/mL de atilvico;
75 pg/mL de penicilina; e 50 pg/mL de estreptomicina (McLAUGHLiMIg 2010a),
denominado TCM-199 de transporte. ApGs as lavagens,os of@nams transportados
em TCM-199 de transporte a temperatura de 4 °C.

Cultivo in vitro de fragmentos ovarianos bovinos

No laboratorio, sob condicOes estéreis, foram removidas tiras corticais com
a utilizacdo de lamina de bisturi. Uma vez obtidos, osnfeaggos foram cultivados
individualmente em placa de 24 pogos contendo a-MEM, suplementados com 20 mM
de HEPES; 3 mM de glutamina; 10 ng/mL de insulina; 2,5 pg/mL alesfarrina;
4 ng/mL de selénio; 0,1% de albumina sérica bovina (BSA); @/ininde penicilinag
0,1 mg/mL estreptomicina, denominadoMEM® (JIMENEZ et al., 2013). Os
tratamentos foram distribuidos da seguinte maréjra-MEM™ durante os 14 dia:-
MEM™), oua-MEM™ suplementado com (2) GH durante sete dias, seguido deiagte
com IGF4 (GH—IGF-1), (3) IGF-1 durante sete dias, seguido de sete dias com GH
(IGF-1-GH) e GH mais IGF-1 durante 14 dias de cultivo (GH + IGF-1). As
concentracdes utilizadas neste experimento foram geéatas com base nos melhores
resultados obtidos anteriormente pelo grupo de pesquisa dFlgurOs fragmentos
foram cultivados durante um, sete e 14 dias,a 37 °C, arfizaiti com 5% CQ e com
substituicdo total do meio a cada dois dias. Todos os proguimécos utilizados no
presente estudo foram adquiridos da Sigma Chemical Cd.o(@s, Mo), salvo GH e
IGF-1 da Life Technologies Carlsbad, California, USA.

Avaliacado histoldgica de foliculos pré-antrais

Um total de seis fragmentos de tecido cortical fresoatfole) e 72 fragmentos
de tecido cultivado por um, sete e 14 dias foram fixados @urahioras em solucdo
Carnoy e processados para exame histolégico(Figura @mraesidratados em alcool

em concentragdes crescentes (70, 80, 85, 90 e absolu@fapjzados em xilol e
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| Dias de Cultivo |

fratamentos | o1 2 3 4 5 6 7 8 910 11 12 13 14
| Controle | ’
[ oMEM® || MEM*
| GH->IGF-1 || GH 50 ng/mL | | IGF-1 30 ng/mL
| IGF-1->GH || IGF-1 30 ng/mL GH 50 ng/mL
| GH+IGF1 || GH 50 ng/mL + IGF-1 30 ng/mL

Figura 1- Protocolo experimental para o cultivo in vitro de folicydo&-antrais bovinos
em meio contendo hormonio do crescimento (GH) e fatocrescimento
semelhante a insulina 1 (IGH- a-MEM® = meio essencial minimo
suplementado (JIMENEZ et.aP013).

Y

embebidas em parafina, a 60 °C. ApOs a realizacdo dossbhttecqarafina foram
realizadas seccbes de 5 um de espessura, montadas easléncbradas pelo método
de acido periodico de Shiff (PAS)-hematoxilina. Para aw@adgoi utilizado um
microscopio 6ptico (Olympus BX50, Japédo), em ampliacdo de 460Xque foram
avaliados os seguintes parametros:

- Classificagao morfologica: foliculo primordial = caractetzgela presenca
de oocito esférico ou ovoide, completamente rodeado par aamada simples de
células da granulosa achatadas ou pavimentosas, sendo quasatgnderam a forma
cuboidal; e foliculos em desenvolvimento: (primarios = uimaa camada de células da
granulosa de forma cubica em torno do 00cito); e seciwsda oocito circundado por
duas ou mais camadas de células da granulosa de forma(@AB30; ESPER, 2002);

- Qualificacdo morfoldgica: foliculos normais = odcito intactmleado por
células da granulosa bem organizada em uma ou mais agnsatn nucleo picnético;e
foliculos degenerados = od6cito com nucleo picnético, gétrecitoplasmatica e, ou,
células da granulosa desorganizada (SILVA et al., 2002); e

- Diametro folicular: o diametro folicular e oocitario foraegistrados a partir
das extremidades laterais externas da camada das ciEujaanulosa e da membrana
do odcito, respectivamente. Dois diametros perpendicuiaras registrados para cada
um dos parametros foliculo e odcito (horizontal dical). A média dos valores foi
analisada e,s6 foliculos normais foram avaliados. Programa Image iJ/E#6
(FERREIRA; RASBAND, 2012).

Foram analisados um total de 2.340 foliculos pré-antraislassificacdo e

qualificagdo morfolégica; 180 no controle fresco e 720 podeliaultivo. No diametro
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folicular foram analisados 390 foliculos pré-antrais rasp80 no controle fresco e 120

por dia de cultivo.

Viabilidade de foliculos pré-antrais bovinos isolados

Fragmentos ovarianos néo cultivados e cultivadosrforalocados em meio
TCM-199, suplementado com 20 mM de HEPES; 2.200mg/L de bicarbdeaodio
(SAHA et al., 2000); 2 mM de piruvato de sodio; 75ug/mL de pémacib0 pg/mL de
estreptomicina e 10% BSA (McLAUGHLIN et al., 2010b); cortadosmrmente e
dissociados mecanicamente utilizando-se pipetas Pasteur.000 e 60Qm de
didmetro; e ressuspensos 80 vezes para ajudar na sepamddlicdlos pré-antrais do
estroma. Posteriormente, com auxilio de malhas de nylon de 100 um, a suspensdo foi
filtrada duas vezes para obtencdo de uma suspensaoaddoflinenores de 100 um
(FIGUEIREDO et al., 1994). A cada 100 pL de meio de suspems#encio foliculos
pré-antrais isolados, foram adicionados 5 uL do cor#&xel de Trypan (0,4%;
Vetec/Sigma, Brasil). Foram observados no microscopio rtidee (Leica
DFC295,Wetzlar, Alemanha), com aumento de 100X, e entd@dwalem viaveis ou
nao viaveis, quando ndo corados ou corados em azZugctemmente (van den HURK
et al., 1998). Um total de 650 foliculos pré-antrais foram adadi; 50 do controle

fresco e 200 por dia de cultivo (Figura 2).

Hormonio do crescimento — GH
Fator de crescimento semelhante a insulina 1 — IGF-1

COtItle | ey A0S (12) —) | Controle
fresco Ovirios (24) fresco
a-MEM* | DIA 1

¥
Analise Viabilidade
Isolamento mecinico
Azulde Tripan

(vivo/morto)

Cultivo in vitro

Analise Histolégico GH > IGF-1

Morfolégico

Morfométrico IGF-12> GH

Q
E
=
e
<
=
a

| GH + IGF-1 | DIA 14

Figura 2— Organograma do protocolo experimental do meio sequencial Giq E5F1
no cultivo in situ de foliculos pré-antrais bovinasMEM™ = meio essencial
minimo suplementado (JIMENEZ et al., 2013).

Andalise estatistica

As analises morfologicas e morfométricas foram sultlastia analise de

variancia ANOVA, seguidas de comparagfes entre as mpdiasteste de Dunnett,
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para analise-controle versus tratamentos e teste de Tpkeg, analise entre o0s
tratamentos cultivados (software, versdo, €§AS, 2004). A variavel qualitativa de
viabilidade dos foliculos pré-antrais isolados, foi compamdaabela de contingéncia
e analisada pelo teste de Quidrado (y%). Valores foram considerados significativos
guando (P < 0,05).

Resultados

Um total de 2.340 foliculos pré-antrais foram analisadosistologia classica.

A percentagem de foliculos pré-antrais morfologicamewtenais e de viabilidade
folicular do controle fresco e ap6s um, sete e 14 diasiltigo € mostrado na Tabela 1.
Ap6s um e sete dias de cultivo manteve-se a percentdgefoliculos normais no
tratamento GH—IGF-1 (65,56 e 63,89%), respectivamente, sem diferir (P>0,05) do
controle fresco (74,44%). Porém, em comparacdo comatsrientosp GH—IGF-1

ndo apresentou diferenca (M,85) com o tratamento o-MEM®, mas diferiu (P < 0,05)
dos demais tratamentos suplementados com GH e, ou,IGF-Gapd& de cultivo.
Apos sete dias de cultivo,tmtamento GH—IGF-1 foi superior aos demais tratamentos
de cultivo testados (P < 0,05). Ap6s 14 dias de cultivms@d tratamentos reduziram
significativamente (P < 0,05 percentagem de foliculos morfologicamente normais
guando comparados com o controle fresco. Entretamtaratamento GH—IGF-1,
dentro dos diferentes periodos de cultivo, foi observadaraitencdo do percentual de
foliculos morfologicamente normais desde o dia um akié @4 (Figura 3).

Foram analisados 50 foliculos ndo cultivados (contmascb) e 600 foliculos
pré-antrais isolados cultivados in situ. A Figura 4 mostraiflols viaveis e, ou, nao
viaveis do controle fresco e apds um, sete e 14 dias de cultura em a-MEM" contendo ou
ndo GH e, ou, IGF-1. Com base em uma analise quantjtagvdicou-se que 0s
foliculos pré-antrais cultivados na priimemetade do cultivo com GH (GH—IGF-1)
ou combinados (GH + IGF-1) durante um dia, tiveram uma elepada@®&ntagem de
foliculos viaveis, semelhante ao controle fresco (7%6,e 90%, respectivamente;
P > 0,05). Apés sete e 14 dias de cultivo, todos os tratameultivados tiveram um
menor percentual de foliculos viaveis quando comparados camnwole fresco
(P < 0,05); emborag tratamento GH—IGF-1 manteve os foliculos pré-antrais viaveis
durante todo o periodo de cultivo in vitro, sendo (76, 70e 56%0BpPara um, sete

14 dias de cultivo, respectivamente. O tratameiie~IGF-1 diferiu (P < 0,05) de
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Tabela 1-Percentagens (média + EP) de foliculos pré-antraisofogi€amente normais e foliculos viaveis (n = 50/%)teaido ndo cultivado
(controle fresco) ou cultivado por um, sete ou 14 dias em a-MEM?, na auséncia ou presenca de GH e, ou, IGF-1

Foliculos Normais Foliculos Viaveis
Tratamentos - - - - - - - -
Dia 0 Dia 1 Dia 7 Dia 14 Dia 0 Dia 1 Dia 7 Dia 14
Controle (nc) 74,44+3,62 - - - 45(90%) - - -
a-MEM - 52,78+5,127A 34,44+588%®  36,11+2,00"° - 30 (60)#4 20 (40) #A 24 (48)*4
GH—IGF-1 - 65,56+1,88" 63,89+4,18" 58,8945,42% - 38 (76" 35 (70) #* 28 (56)**
IGF-1 >GH - 41,67+8,02°48 31 67+2,24*® 51 64+2 55 - 28 (56)** 22 (44) *A 8 (16)*®
GH + IGF-1 - 29,44+10,00% 41,67+4,61%  3556+4,44% - 37 (7474 31 (62) #* 12 (24)*®

* Diferenca significativa para o tratamento controle (P05);*"Letras minusculas sobrescritas na mesma coluna saendésr(P<0,05);"€ Letras mailsculas sobrescritas
na linha indicam diferenca significativa entre os diasultivo (P< 0,05), nc = ndo cultivado.
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Figura 3— Cortes histoldgicos de foliculos pré-antrais bovinas aditivados (controle
fresco) (A) e cultivados apds um, sete e 14 dias, respaetnte na presenca
de o-MEM™ (B); GH—IGF-1 (C); IGF1—GH (D); e GH+IGF-1 (E).
Foliculos degenerados com retragdo oocitaria (seta d)raretracdo das
células da granulosa (seta preta pontilhada); células gm@aulosa
desorganizadas (CGD); e nucleo picnético (np). o= odcitayutieo; CG=
células da granulosa; FP =foliculo primordial, FPalictido priméario; e FS
= foliculo secundario. Ampliagéo 400X; PAS-hematoxilina.
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Figura 4- Foliculos pré-antrais bovinos isolados mecanicamené® cultivados
(controle fresco) (A) e cultivados apOs um, sete e 14, da&spectivamente
com a-MEM* (B); GH—IGF-1(C); IGF1—GH (D); ¢ GH+IGF-1 (E).
Coradas com azul de Tripan, (morto); e ndo corado (vivo).
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todos os tratamentos cultivados no dia D7 e D14, exceto com o a-MEM™ apés 14 dias de
cultivo. Os tratamentos IGF—-GH ¢ GH + IGF-1 reduziram (P < 0,05) a percentagem
de foliculos viaveis no decorrer da segunda metade deoc(iébela 1).

A Tabela 2 apresenta os foliculos primordiais e emmyedeémento do controle
e dos fragmentos cultivados ap6s um, sete e 14 dias. Hedvgdo na percentagem de
foliculos primordiais tratados inicialmente com IGF-keguidos de GH (IGF—GH)
ou combinados (GH+IGF-1) ap6s um dia de cultivo in vitro, ditkrido controle
(P <0,05). O contrario aconteceu nos tratamentos GH—IGF-1 ¢ o-MEM", os quais
mantiveram as percentagens de foliculos primordiais egquies ao controle n&o
cultivado (P>0,05). Depois de sete e 14 dias de cultivopliservada reducdo na
percentagem de foliculos primordiais em todos os texttos cultivados, diferindo do
controle (P<0,05).

Apesar da diminuicdo dos percentuais de foliculos primerdiea todos os
tratamentos cultivados, s6 o tratamento GH—IGF-1 apresentou maior percentagem
(62,22%) de foliculos em desenvolvimento apds sete diasliocem comparacéo
com o controle (26,67Y%e demais tratamentos cultivados: a-MEM (32,38%); IGF-
1—-GH (29,44%); e GH + IGF-1 (40,00%) (P<0,05). Apos 14 dias de cultivo, todos os
tratamentos nado diferiram (P>0,05) do controle e ndanfosbservadas diferencas no
desenvolvimento folicular entre os tratamentos cudtiga Entretanto, no decorrer do
cultivo (D1, D7 e DI14), o tratamento GH—IGF-1 aumentou as percentagens de
foliculos em desenvolvimento até o D7 e manteve estasgiercentagens de foliculos
em desenvolvimento até o D14 (Tabela 2).

Um total de 390 foliculos pré-antrais normais foram nmogtricamente
analisados30 no controle ndo cultivado e 360 cultivados por um, sete e 14 dias em a-
MEM *acrescidos ou ndo de GH e, ou, IGF-1. De acordo com aalapapos um dia
de cultivo, houve dimingio no didmetro folicular nos tratamentos a-MEM™ e
GH+IGF-1, diferindo (P < 0,05) do controle. Entre os tr&tatos cultivados ndo houve
diferencas no diametro folicular ap6s um dia deisulfP > 0,05). Apos sete e 14 dias
de cultivo, somente o tratamentH—IGF-1 aumentou o diametro folicular (65,03 e
64,17 um), respectivamente, diferindo do controle a fr€3¢®5 um; P < 0,05) e dos
demais tratamentos cultivados do D7. Apds 14 dias de @ulbis tratamentos IGF-
1—-GH e GH+IGF-1 conseguiram aumentar (P > 0,05) o diametro folicular diéerir
do tratamento GH—IGF-1.
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Tabela 2- Percentagens (média + EP) de foliculos pré-antrais ptigie e em desenvolvimento (primérios + secundarios)esidds ndo
cultivado (controle fresco) e tecidos cultivados por wtes 14 dias em a-MEM contendo ou ndo GH e, ou, IGF-1

Foliculos Primordiais Foliculos em Desenvolvimento
Tratamentos - - - - - - - :
Dia O Dia 1l Dia 7 Dial4 Dia 0 Dia 1 Dia 7 Dia 14

Controle (nc) 47,7846,1 - - - 26,67+45,1 - - -
a-MEM - 28,3345,6°* 1,67+0,7%8 7,782,778 - 24,4442 32,3845,8* 28,33+3,5*
GH—IGF-1 - 40,56+3,68" 1,67+1,1%¢ 14,4443 5% - 25,00+3,3° 62,22+5,0*" 44,44+8,3"
IGF-1 ->GH - 26,1148 5% 2,22+1,1%8 17,78+4,7#8 - 15,56+2,8° 29,44+2 6* 33,89+3,2%
GH + IGF-1 - 10,0043,8%A 1,671,148 0,560,678 - 19,4445, 18 40,0045, 74 35,00+4,4"8

* Diferenca significativa para o tratamento controle (F05);?°Letras min(sculas sobrescritas na mesma coluna saendéer(P< 0,05) Letras mailsculas sobrescritas
na linha indicam diferenca significativa entre os diasultivo (P< 0,05); &c = ndo cultivado.
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Tabela 3- Morfometria de foliculos pré-antrais bovinos (médiaR) Em tecidos néo
cultivados e cultivados durante um, sete ¢ 14 dias em a-MEM contendo ou
nao GH e, ou, IGF-1

Diametro Folicular (um)

Tratamentos - - B )

Dia 0 Dia 1 Dia 7 Dia 14
Controle 37,05+1,44 - - -
a-MEM * - 32,47+0,90" 33,70+3,58° 34,89+2,894
GH—IGF-1 - 35,02+0,79° 65,03+7,44* 64,17+9,36*"
IGF-1 ->GH - 33,31+1,2# 44,7445 34~ 49,56+7,03 A
GH + IGF-1 - 31,99+1,05%® 40,64+4,3%8 50,01+5,24 PA
Tratamentos Diametro Oocitario (um)

Dia 0 Dia 1 Dia 7 Dia 14
Controle 24,62+0,83 - - -
a-MEM * - 20,7840,54%°A 20,31+1,04*A 20,02+0,87*A
GH—IGF-1 - 22,58+0,53° 27,32+1,34 26,301,448
IGF-1 ->GH - 20,32+0,86%°" 21,96+1,2%4 23,99+1,48 PA
GH + IGF-1 - 20,0310,54*8 21,65+1,38%8 24,79+1,5FPA

* Diferenca significativa para o tratamento controle (®85); *° Letras minGsculas sobrescritas na
mesma coluna séo diferentes (P < 0,0%) ketras mailsculas sobrescritas na linha indicam digare
significativa entre os dias de cultivo (P< 0,05).

No didametro oocitario, apos um dia de cultigotratamento GH—IGF-1 foi o
unico tratamento em manter o didmetro oocitario semelhaatecontrole fresco
(P> 0,05); embora este tratamento ndo tenha difetido-MEM*e IGF1—GH, em
comparacao entre os tratamentos (P > 0,05). ApGs 4dtdias de cultivo, o tratamento
o-MEM™ teve o menor didmetro oocitario quando comparado comnbode fresco
(P<0,05). O tratamento GH—IGF-1 aumentou o diametro oocitario apos sete dias de
cultivo, diferindo (P < 0,05) dos demais tratamentosvadiis e manteve esta média
até o D14 (P > 0,05). Deste modo, o tratamento GH—IGF-1 foi eficaz inicialmente com
GH para aumentar o diametro folicular e na segunda sequémtialGF-1 para a

manutencdo do diametro folicular no cultivo in vitro (Fayd).

Discussao

O presente estudo demonstrou pela primeira vez, com basgametros
morfoldégicos, morfométricos e de viabilidade, a acdardaneio sequencial com GH
e, ou, IGF-1 na foliculogénese inicial em bovinos. Mostoam efeito sobre os foliculos
pré-antrais em um cultivo sequencial de longa duracao un Sggundo Zhao et .al

(2000) e Shimizu et al. (2008), ha um crescente niumero de indiciogsiel® GH e os
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membros da familia do fator de crescimento semelhantelaa$lGFs) desempenham
um papel importante no desenvolvimento pré-antral, pré-dvidae no processo de
atresia folicular (ZHAO et al 2000; HASTIE; HARESIGN, 2006). Nos estudos de
expressao dos genes tem se demonstrado um papel impddaate no crescimento e
na diferenciacdo de foliculos pré-antrais por sua ligagdGHR (ZHOU et al., 1996).
O GHR e seus RNAm foram localizados nos ovérios de vaspécies, como ratos
(RANKE et al., 1976; CARLSSON et al., 1993); humanos (SHRRANIEMAN,
1994); e ovinos (ECKERY et al., 1997). Em bovinos, os GHR detidizados em
foliculos primordiais, priméarios e secundarios, com igide expressao mais forte nos
dois estadios iniciais (KOLLEE®Et al., 1998; IZADYAR et al., 1999). No sistema
IGFs existe a expressdo de RNAm de véarios componentes eenBF-1 e 2 e 0s
receptores IGFR-1 e 2, bem como suas proteinas de ligac®PiGR 6 e foram
demonstradas em espécies, como: caprinos (SILVA,&10d18); roedores (OLIVER et
al., 1989);suinos (ZHOU et al., 1996); ovinos (HASTIE et al.,, 2086rimatas
(ZHOU et al., 1993; VENDOLA et al., 1999). Em bovinos, Armstrongle{2902)
mostraram que o IGF-1R e as proteinas de ligacdo IGFBP-2mar8 &xpressas em
células da granulosa e no odcito de foliculos pré-anbavinos primarios, secundarios
e antrais, mas, o IGF-1 e IGF-2 estavam ausentes (MONG&T 2000).

Os resultados do presente estudo mostraram a eficiénd&Hdoos foliculos
pré-antrais e confirmou a baixa eficiéncia do IGF-1 no&dest iniciais do cultivo in
vitro. Kolle et al. (1998) estudaram imunohistoquimicamente a expressBNAmM do
GHR e concluiram que o0 GHR é expresso trés vezes méasefor odcitos de foliculos
pré-antrais primordiais e primarios do que em foliculosrs#mins. Assim, observa-se
que o tratamento GH—IGF-1 apresentou maior normalidade e desenvolvimento
folicular do que os demais meios de cultivo testados.-Bedadirmar que o GH cumpre
papel importante na integridade dos foliculos pré-antraiseesua expressao € eficiente
para o desenvolvimento folicular.

Por outro lado, o tratamento IGF~GH nao foi eficiente quanto a sequéncia
inversa na primeira metade do cultivo, mas, teve maioceptagem de foliculos
normais e em desenvolvimento na segunda metade do cultivdogfeariratado com
GH. Com estas consideracdes, pode-se confirmar que agaederGH no meio de
cultivo é essencial para a normalidade e o desenvolteni@nial na foliculogénese. Os
resultados de um estudo realizado por Hull e Harvey (2001) sugerenGidesstimula

0 crescimento e previne a atresia de foliculos anpegsienos. Estudos in vitro tém
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mostrado que o GH tem um efeito inibidor direto sobre gptape em bovinos
(SIROTKIN; MAKAREVICH, 1999). Kobayashi et al. (2000) demonstraram efeito
estimulador de GH sobre a proliferacdo de células dalgsande foliculos pré-antrais
de murinos. Liu et al. (1998) demonstraram que as fasesisnimadesenvolvimento
folicular em ratos sdo controladas pelo GH, o qual e formacdo do foliculo
secundario in vitro

De acordo com a literatura citada, pode-se explicar do pdaybéixa eficiéncia
do tratamento sequencial I@GF~GH, com base na expressdo génica sobre os foliculos
pré-antrais, especialmente auséncia dos IGF-1R e IGFBHRohoslos primordiais.
Acredita-se que os foliculos primordiais ativados que emprisam se desenvolver
possam ter sido por uma acado indireta do IGF-1 ou, provaws,em virtude do
proprio meio-basatilizado (a-MEM™). Assim, o tratamento IGF—GH nio teve uma
percentagem significativa nos foliculos em desenvolvimeat@rimeira metade do
cultivo; ou seja, na presenca de IGF-1; mas, na segun@daenea presenca de GH o
horménio melhorou o desenvolvimento folicular mostrargloequivalente ao
tratamento GH—IGF-1 apés 14 dias de cultivo

Embora o GH e IGF-1 trabalham positivamente em variosam&mos,a
combinacdo no meio de cultivo de foliculos pré-antrasinms ndo mostraram
resultados satisfatorios no presente estudo. Uma expliqaade ser que a producao
local de IGF-1 pode mediar o efeito do GH sobre a difeme#oi de células da
granulosa. Entretanto, no ovario, existem evidénciasidenaseis de que o GH,
sistémico ou local, produz IGF-1, modulando a foliculogén&LVA et al., 2009).
Assim sendo, a combinacdo de GH e IGF-1 no cultivo de fodicpté-antrais é
desnecessaria para o desenvolvimento folicular iniciasifRamente, o IGF-1 poderia
ser eficiente com GH nos estadios pré-antrais filkasem, estudos realizados neste
laboratorio com IGF-1 mostrou que entre as concentrages/Q e 100 ng/mL)a
menor foi a mais eficaz para o desenvolvimento deufokécpré-antrais bovinos, sendo
outra evidéncia de que o IGF-1 em altas concentracfes ypeomaegeneracdo dos
foliculos pré-antrais. Assim, no tratamento GH+IGF-1 pode dementado a
disponibilidade de IGF-1 na presenca de um potencializador, émn@H e, portanto,
prejudicou o desenvolvimento e a viabilidade folicular. Segundg etual. (2000), o
GH provoca aumento na sintese e secrecdo de IGF-1, eonr@oprincipal proteina
transportadora de IGF (IGFBP-3). Estudos com IGF-1 em ctmacées de 1, 10 e

100 ng/mL ndo estimularam o desenvolvimento dos foliculimsopdiais bovinos a se
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desenvolverem aos estadios de foliculo primério quandbvamds in situ, mas
aumentou a atresia folicular (FORTUNE et al., 2004). Aiesg&idos de Armstrongt
al. (2002) indicaram que o sistema IGF ndo esta envolddnicio do crescimento do
foliculo primordial bovino, mas, estd envolvido em evenfmsteriores. Outro
mecanismo que pode interferir sdo as proteinas de ligac&Hd(GHBP) ou as do
IGF-1 (IGFBP). AGHBP é idéntica ao dominio extraceldarGHR, o qual inibe a
ligacdo de GH para os receptores, assim como a bioatividatteoipor competir com
0 GH (LIM et al., 1990). No ovario de rato, o GHR é amplamerpeesso, juntamente
com a GHBP, regulando a biodisponibilidade e acdo de GH (ZldAa@l., 2002).
Igualmente, as IGFBP sao inibitérias para as acdes doal@kvel das células-alvo
(SPICER et al., 2002). Portanto, grandes alteracdes nasntagdes de proteinas de
ligagdo podem ser responséaveis pelo aumento e a dimirdacBmdisponibilidade de
IGF-1 ou GH em foliculos pré-antrais.

Por outro lado, autores afirmaram que o tecido ovarialivamo in vitro pode
chegar a um limite de crescimento (ROBERTIS et al., 2008jaderma, os foliculos
pré-antrais que se desenvolveram até sete dias de audtiv@onseguiram promover
seu crescimento para estadios pré-antrais mais avand4e®sio assim, € importante
ressaltar que o tratamento sequencial (GH—IGF-1) manteve os foliculos com a mes
percentagem de foliculos normais, em desenvolvimento e daddlidesde D7 até o
final do cultivo (Dia 14). Levando isto em considerac@@@essario mais pesquisas que
demonstrem a existéncia deste tipo de restricdo sobi@do @variano. Deste modo,
estudos garantem a eficiéncia do meio sequencial. ®2ahg(2010) demonstraram que,
em ovinos os fatores de crescimento adicionados enewliésr dias de cultivo, ou seja,
sequencialmente € crucial para um sistema de cultivo i Wwem sucedido.
Recentemente, Magalhdesal. (2012a) testaram um meio sequencial com FSH e, ou,
GH e observaram que a sequéncia FSH/GH manteve a viabilidaddafodiqgoromoveu
a ativacdo de foliculos primordiais e posterior preggie para foliculos secundarios
caprinos. Estudo similar associou FSH e IGF-1 durante 16 d@sservaram alta
percentagem de foliculos normais e viaveis (MAGALHAE&Iet2012b). Barros et al
(2013) adicionaram melatonina em momentos sequenciais e §8ivgee e concluiram
gue esta poderia ser utilizada com sucesso para presewabiladade folicular e

promover o crescimento in vitro de o6citos caprinos.
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Concluséao

Conclui-se que foliculos pré-antrais bovinos cultivadossitu em meio
sequencial tratado com GH—IGF-1 melhoraram o desenvolvimento e diametro folicular
até a primeira metade do cultivo, e mantiveram esteéamgaros com normalidade e
viabilidade até a segunda metade do cultivo in vitro.
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CONCLUSAO GERAL

Com o presente estudo conclui-se que a determinagéo odgarizadividual de
cada um dos fatores que interferem no desenvolvimentoléliticial é indispensavel
para o sucesso futuro do cultivo in vitro de foliculos préagem diferentes espécies
de alto nivel zootécnico. Assim, este estudo contribuiu tém fatores-base para a
continuidade das pesquisas em foliculos pré-antrais bo\Ruoaese concluir que o o-
MEM™ é um meio eficaz para a sustentabilidade pré-antral gmédnatos cultivados in
vitro. Além disto, o hormdnio do crescimento (GH) e orfal® crescimento semelhante
a insulina (IGF-1) melhoraram o desenvolvimento e o dianfeficular, mantendo as
células normais e viaveis apos sete dias de cultivo quatiitadas as concentracdes
de 50 e 30 ng/mL, respectivamente. Finalmente, a reaizée um meio sequencial de
longa duracdo (14 dias) mostrou que o GH melhora o desenvolvireem didmetro
folicular e oocitario na primeira metade de cultivoitn & estabilizou estes parametros

com normalidade e viabilidade até a segunda metade na prdsd@fe-1.
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