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RESUMO

ROLDAN, Olga Juliana Castafieda, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa,
junho de 2018. Agua de coco em p6 (ACP 406®) como meio de cultivo
base para o cultivo in vitro de foliculos pré-antrais caprinos inclusos no
tecido ovariano. Orientador: Ciro Alexandre Alves Torres. Coorientador: José
Ricardo Figueiredo

O objetivo do presente estudo foi investigar efeito do ACP 406® como meio de
cultivo base na sobrevivéncia e desenvolvimento in vitro de foliculos pré-antrais
de cabra inclusos em tecido ovariano.Realizou-se a coleta de 2 ovarios em
cada um dos 4 animais fornecidos pelo abatedouro. Em cada par de ovarios
coletados foram extraidos 18 fragmentos onde 2 fragmentos selecionados
aleatoriamente foram imediatamente fixados para avaliagdo histolégica de
rotina (controle n&o cultivado). Os fragmentos restantes (n=16) foram
individualmente cultivados in vitro durante 2 ou 6 dias. Os seguintes meios de
cultivo foram avaliados: a-MEM (a-MEM isoladamente, sem suplementacéo
adicional); a-MEM+ (a-MEM suplementado); ACP (unicamente agua de coco
em po - ACP®406); ou ACP+ (ACP 406® suplementado).O meio de cultivo foi
substituido totalmente os dias 2 e 4. Os paradmetros avaliados foram os
seqguintes: (i) sobrevivéncia folicular, (ii) crescimento folicular, (iii) produgao
hormonal e (iv) producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) no meio de
cultivo.Apos ocultivo, quando o ACP e a-MEM foram comparados na mesma
condicao, isto €, com ou sem suplementacdo, a percentagem de foliculos
morfologicamente normais foi semelhante (p> 0,05) entre os tratamentos. No
geral, em comparagao ao tratamento controle n&do-cultivado, observou-se uma
reducao (p< 0,05) na porcentagem de foliculos primordiais, concomitante a um
aumento (p< 0,05) na taxa de desenvolvimento de foliculos, indicando que
ocorreu ativagdao do foliculo primordial. No entanto, no dia 6 de cultivo, a
porcentagem de ativagcdo de foliculos primordiais, a produgdo de espécies
reativas de oxigenioe os didmetros foliculares e oocitarios foram semelhantes
(p> 0,05) entre os tratamentos. Em conclusdo, o ACP+ tem uma eficiéncia
equivalente ao MEM+ em manter a sobrevivéncia e o desenvolvimento de
foliculos pré-antrais caprinos in vitro. No entanto, o ACP tem a vantagem de ser
um produto natural a um custo menor e pode ser um meio alternativo para a

cultura de foliculos in vitro.
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ABSTRACT

ROLDAN, Olga Juliana Castafieda, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa,
June, 2018. Powdered coconut water (ACP 406®) as an base culture
medium for in vitro culture of goat preantral follicles enclosed in ovarian
tissue. Advisor: Ciro Alexandre Alves Torres. Co-Advisor: José Ricardo
Figueiredo.

The aim of the present study was to investigate the effect of ACP 406® as a
base culture medium on the survival and in vitro development of preantral
follicles of goat included in ovarian tissue. Two ovaries were collected in each of
the four animals provided by the slaughterhouse. In each pair of ovaries were
collected 18 fragments where 2 randomly selected fragments were immediately
fixed for routine histological evaluation (uncultivated control). The remaining
fragments (n=16) were individually cultured in vitrofor 2 or 6 days. The following
culture media were evaluated: a-MEM (a-MEM alone, without additional
supplementation); a-MEM+ (a-MEM supplemented); ACP (only coconut water
powder - ACP®406); or ACP+ (ACP 406® supplemented). The parameters
evaluated were: (i) follicular survival, (ii) follicular growth, (iii) hormonal
production and (iv) production of reactive oxygen species (ROS) in the culture
medium. After culture, when ACP and a-MEM were compared in the same
condition, with or without supplementation, the percentage of morphologically
normal follicles was similar (p> 0.05) between treatments. In general, in
comparison to the uncultivated control treatment, a reduction (p<0.05) in the
percentage of primordial follicles was observed, concomitant with an increase
(p<0.05) in the rate of follicle development, indicating that activation of the
primordial follicle. However, on day 6 of culture, the percentage of activation of
primordial follicles, the production of reactive oxygen species, and follicular and
oocyte diameters were similar (p> 0.05) between treatments. In conclusion,
ACP+ has an equivalent efficiency to MEM+ in maintaining the survival and
development of goat preantral follicles in vitro. However, ACP has the
advantage of being a natural product at a lower cost and may be an alternative

means for in vitro follicle culture.

Vi



INTRODUGAO GERAL
A utilizagcdo das biotecnologias reprodutivas objetiva a obtencdo do
melhoramento genético dos animais de interesse econdmico, visando trés
objetivos fundamentais: o0 aumento do numero de animais disponiveis para a
selecao e, por consequencia, a diminuicdo do intervalo de geragdo, e a
obtencdo de ganho genético, o que se da pelo aumento da eficiéncia

reprodutiva de machos e fémeas.

Dentre as principais biotécnicas utilizadas, sdo destacadas a Inseminagao
Artificial (1A), a Transferéncia de Embrides (TE), a Fecundacgao In vitro (FIV), a
Transgenese, a Clonagem e a Manipulacdo de Odcitos Inclusos em Foliculos
Ovarianos Pré-antrais (MOIFOPA).

Os foliculos pré-antrais sdo a fonte potencial para fertilizacao in vitro e a
producao de embrides. No entanto, atualmente os resultados do crescimento in
vitro de foliculos pré-antrais estdo limitados na producédo de poucos embrides
em algumas espécies, tais como murinos (DANIEL et al., 1989), porcinos (WU
et al., 2001), bufalinos (GUPTA et al., 2008), ovinos (ARUNAKUMARI, 2010),
caprinos (MAGALHAES et al., 2011b) e primatas ndo humanos (XU et al.,
2011). Embora esses resultados sejam significativos, ainda nao foi
estabelecido um meio de cultura ideal para assegurar o crescimento e

maturac¢ao adequados de odcitos de foliculos pré-antrais ovarianos.

A espécie caprina pode ser utilizada como modelo experimental para
espécie humana,visto que, a mesma apresenta semelhangas morfofisioldgicas
no ovario, com o ovario humano em términos de tempo de duragdo da

foliculogénese e consisténcia do ovario.

No que diz respeito as inovagdes biotecnologicas, a busca por produtos
naturais, exclusivamente de origem vegetal, com baixo risco de transmissao de
doencgas e capacidade de maturar e incrementar viabilidade dos gametas levou
os pesquisadores a buscarem um diluente alternativo espermatico. Assim, a
agua de coco tem sido usada desde os anos 80 e 90, principalmente na
conservagao de células espermaticas, com resultados significativos (NUNES,
1998).



Para uma melhor compreensado da relevancia desta pesquisa, a seguir
serdo abordados temas como aspectos morfolégicos e estruturais do ovario
mamifero, foliculogénese, populacdo e atresia folicular, estado atual da
biotécnica de MOIFOPA, sistemas de cultivo in vitro, importancia da
composicdo do meio de cultivo para o desenvolvimento folicular in vitro,
propriedades da agua de coco em po como sustancia alternativa na

preservagao de gametas e os métodos de avaliagéo celular.

REVISAO DE LITERATURA

Ovariomamifero

O ovario mamifero € um dos 6rgaos do sistema reprodutor feminino,
cujas principais fungdes para a manutencao da fertilidade séo a formacéao e
diferenciacao de células germinativas (fungdo gametogénica ou exdcrina) ea
producao de horménios esteroides e peptideos (fungdo enddcrina) (EDSON et
al., 2009).

A dimensé&o do ovario dos mamiferos varia dependendo da espécie e da
fase do ciclo ovariano (HAFEZ;, HAFEZ, 2004). O ovario € um 0&rgao
heterogéneo, que pode ser dividido em duas regides, uma medular e outra
cortical. A medular, que na maioria das espécies localiza-se na regido interna
do ovario, € composta principalmente de vasos sanguineos e linfaticos, nervos
e tecido conjuntivo, responsaveis pela nutricdo e estruturagdo do ovario
(LEITAO et al., 2009; JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2004,). J4 a cortical encontra-
se mais externamente e é formada por tecido conjuntivo (fibroblastos, colageno
e fibras reticulares), contendo foliculos ovarianos e corpos luteos em diferentes
estadios de desenvolvimento ou regress&o. (LEITAO et al., 2009; JUNQUEIRA;
CARNEIRO, 2004).
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Figura 1: Representagdo esquematica do ovario mamifero (Silva et al., 2005)

Foliculogénese ovariana

A foliculogénese nas espécies € um evento iniciado na fase pré-natal e
pode ser definida como o processo continuo de formacio, crescimento e
maturacdo folicular, tendo inicio com a génese do foliculo primordial e
culminando com o estadio de foliculo pré-ovulatério (VAN DEN HURK E ZHAO,
2005).

O foliculo é considerado a unidade morfoldgica e funcional do ovario, e
esta constituido, basicamente, por um odcito circundado por células somaticas
(células da granulosa e da teca) demarcadas por uma membrana basal, e tem
duas importantes fungdes, uma enddcrina, que se refere a producido e
liberacdo de esteroides e alguns peptideos, e ainda uma fungédo gametogénica,
sendo a primeira essencial na promog¢ao de um ambiente ideal para manter a
viabilidade, crescimento e liberacdo de um odcito maturo no processo de
ovulagao (CORTVRINDT e SMITZ, 2001; FIGUEIREDO et al., 2008).

Em mamiferos, a formacdo dos foliculos ovarianos e,
consequentemente, a dos odécitos ovarianos € marcada pela migracao das
células germinativas primordiais (CGP), a partir do saco vitelinico para gbnada
primitiva, seguida de sua colonizagdo (BRISTOL-GOULD e WOODURFF,
2006). Em caprinos, os foliculos primordiais sdo gerados a partir do processo
em que uma camada de células somaticas pavimentosas, denominadas de

células da pré-granulosa, derivadas do epitélio celdmico, circundam os odcitos



por volta do 62° dia de vida fetal desta espécie (BEZERRA et al., 1998). No
momento em que as células somaticas envolvem o odcito, ocorre uma parada
da meiose no estadio de dipléteno da préfase |, chamado vesicula germinal
(BAKER e FRANCHI, 1967; PICTON; BRIGGS e GOSDEN, 1998). Nos
foliculos primordiais as células da pré-granulosa param sua atividade
mitogénica e entram num periodo de quiescéncia juntamente com o odcito
(SAWYER et al., 2002).

Com o desenvolvimento, o foliculo passa por mudangas morfoldgicas,
resultando em diferentes categorias foliculares, conforme o seu estadio
evolutivo.De acordo com a presenca de uma cavidade repleta de liquido,
denominada antro, os foliculos podem ser classificados em (a) foliculos pré-
antrais (primordiais, transicdo, primarios e secundarios) e (b) foliculos antrais
(terciarios e pré-ovulatoérios) (SILVA et al., 2005; FIGUEIREDO et al., 2008).

O fenbmeno do inicio do crescimento dos foliculos primordiais é
denominado ativacdo (MCLAUGHLIN e MCIVER, 2009). Este fenbmeno é
resultado de um balango entre fatores inibitérios e estimulatérios,com origens
tanto do ovario quanto de outras glandulas endécrinas (VAN DEN HURK E
ZHAO, 2005). Os Foliculos primordiais sdo constituidos por um odcito central
circundado por uma camada de células da pré-granulosa de forma
pavimentosa. Quando algumas células da pré-granulosa se tornam cuboidais o
foliculo é classificado como “foliculo de transicao” ou “foliculo intermediario”
(SMITZ e CORTVRINDT, 2002).

Os foliculos primarios sao constituidos por uma Unica camada de células
da granulosa que cobrem o odcito e torna-se mais volumosa devido ao seu
aumento em numero (VAN DEN HURK et al, 1997), permitindo
desenvolvimento dos chamados foliculos secundarios (PICTON et al., 1998).
Tais foliculos sao caracterizados pela presenca de duas ou mais camadas de
células da granulosa cubicas localizadas em torno do odcito, bem como pela
formacdo de uma camada de células tecais envolvendo a membrana basal
folicular (VAN DEN HURK e ZHAO, 2005). Nos estadios mais avancados, é
possivel notar que os foliculos secundarios possuem fibras do tecido conjuntivo
organizadas paralelamente a membrana basal. Esta organizagdo forma uma

camada de células tecais externa altamente vascularizada, e proporciona
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fatores enddécrinos que permitem a expansdo volumétrica exponencial do
foliculo (SMITZ e CORTVRINDT, 2002). Neste estadio, a zona pelucida é
claramente identificada ao redor do odcito. Os foliculos recebem o nome de
antrais porque apds o crescimento dos foliculos secundarios e a organizagao
das células da granulosa em varias camadas, ocorre a formagdo de uma
cavidade repleta de liquido folicular denominada antro. O fluido folicular € um
exsudato do plasma sanguineo com diferentes fatores proteicos,
glicoproteinas, glicosaminoglicanos, esterdides e muitos outros metabdlitos

sintetizados pelas células da parede folicular (GORDON, 1994).

Os Foliculos antrais podem ser classificados como foliculos terciarios e
foliculos de DeGraaf, sendo estes ultimos denominados ainda como maduros
ou pré-ovulatérios. O desenvolvimento dos foliculos antrais é caracterizado por
uma fase de crescimento, recrutamento, selecdo e dominancia (VAN DEN
HURK E ZHAO, 2005), sendo a formacao de foliculos pré-ovulatorios um pré-
requisito para a ovulagdo e formacdo do corpo Iuteo, bem como da
manutengao da fertilidade (DRUMMOND, 2006).

Populacao e atresia folicular

Quantitativamente, a populacdo folicular € bastante variavel entre as
espécies, podendo-se encontrar um numero de foliculos pré-antrais (FOPAS)
de aproximadamente 89.000 em bovinos (SILVA-SANTOS et al., 2011), 16.000
em ovinos (AMORIM et al., 2000) e 53.000 em caprinos (LUCCI et al., 1999).

Independente da espécie, o percentual de foliculos pré-antrais
representa aproximadamente 95% da reserva folicular presente no ovario,
enquanto os foliculos antrais compreendem somente cerca de 5 a 10%
(ERICKSON, 1986; FIGUEIREDO et al., 2008). Outro dado relevante, comum a
todos os mamiferos, € que a maioria (99,9%) dos foliculos presentes em
mamiferos ndo chegam a ovulacdo, devido a um processo fisioldgico
conhecido como atresia, que pode ocorrer por degeneragao necrotica (BRAS
QUEENAN; SUSIN, 2005) e/ou apoptotica (HUSSEIN, 2005).

O processo de apoptose ou morte celular programada depende da

expressao de genes pro e anti-apoptéticos e tem como principal caracteristica



a fragmentagdo do DNA a cada 180-200 pares de base (HUSSEIN et al.,
2005). A apoptose ocorre de acordo com o estimulo inicial, podendo ocorrer
por meio da mitocdndria, constituindo a via intrinseca, ou ainda por intermédio
de receptores de superficie celular (receptores de morte), constituindo a via
extrinseca (JOZA et al., 2002; ELMORE, 2007).

Os foliculos pré-antrais sdo menos susceptiveis a atresia do que os
foliculos antrais e, a medida que ascendem para esta categoria, tornam-se
também mais vulneraveis a morte folicular. (FAUSTINO et al., 2011). Esta
morte folicular explica a ovulagdo de apenas um odcito por ciclo na maioria das
espécies. A morte natural da grande maioria dos foliculos, representa uma

limitagdo para as técnicas de reprodugéo assistida.

Biotécnica da MOIFOPA (ovario artificial)

A manipulagdo de odcitos inclusos em foliculos ovarianos pré-antrais
(MOIFOPA) é uma biotécnica da reprodugdo que vem sendo aprimorada nos
ultimos tempos e consiste numa excelente ferramenta para acompanhar o
crescimento de foliculos ovarianos desde a fase pré-antral até a fase antral.
Esta biotécnica consiste basicamente no i) resgate de FOPAs, ii) conservagao
visando a estocagem por um curto (resfriamento) ou longo periodo
(congelacdo) e iii) cultivo folicular in vitro para promog¢do do crescimento,
maturacéo e fecundacao oocitaria (FIGUEIREDO et al., 2007). O cultivo in vitro
de FOPAs, também conhecido como “Ovario artificial”, vem sendo amplamente
empregado com o intuito de avaliar o efeito de diferentes substancias,
concentracdes e fases do desenvolvimento folicular, a fim de mimetizar in vitro
0 que ocorre com os foliculos em diferentes fases de desenvolvimento e que
nao entram em processo de atresia (FIGUEIREDO et al., 2011). O sistema de
cultivo ideal deve preencher trés requisitos basicos e sequenciais: preservar a
viabilidade dos foliculos, conservar a morfologia pré-existente in vivo e,

assegurar o crescimento e a maturagao folicular (FIGUEIREDO et al., 2008).

Sistemas de cultivo in vitro de foliculos pré-antrais
O cultivo de foliculos pré-antrais pode ser feito de duas formas: cultivo in

situ que corresponde a fragmentos do coértex ovariano ou ainda do ovario
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inteiro; e cultivo de foliculos na forma isolada, podendo serem cultivados em
diferentes sistemas de acordo com a forma de contato do foliculo com o
substrato, podem-se classificar em bidimensional (2D) ou tridimensional (3D).
No modelo 2D, os foliculos sdo cultivados diretamente sobre uma superficie
plastica ou sobre uma matriz extra celular e, no modelo 3D, os foliculos sao

cultivados inclusos em uma matriz extracelular (FIGUEIREDO et al., 2008).

O cultivo in situ é interessante pois proporciona a manutencdo da
integridade tridimensional dos foliculos e por manté-los interagindo com as
células do estroma, ficando mais proximo da condig¢édo in vivo (THOMAS et al.,
2003). Quando os foliculos s&do cultivados de forma isolada, permite-se o
acompanhamento individual do foliculo, bem como uma maior perfusdo do
meio, ajudando na elucidagao dos mecanismos envolvidos no desenvolvimento
oocitario, na diferenciacao das células da granulosa, e também nos fatores

autocrinos e paracrinos envolvidos na foliculogénese (THOMAS et al., 2003).

Existe a possibilidade de ser realizado o cultivo em dois passos, onde
primeiramente os foliculos primordiais sdo cultivados in situ até alcancar o
estadio de foliculos secundario, e em seguida, os foliculos s&o isolados e

cultivados individualmente até o estadio antral (TELFER et al., 2008).

Estado atual do cultivo in vitro de foliculos pré-antrais
O’'BRIEN et al., 2003 obtiveram o resultado mais promissor proveniente
da MOIFOPA, até o momento, com o nascimento de um camundongo a partir

de foliculos primordiais crescidos, maturados e fecundados in vitro.

Outros estudos foram desenvolvidos em outras espécies visando
produzir embrides a partir de FOPAs e grandes progressos tém sido
observados no cultivo in vitro em diferentes espécies animais. Na espécie
bovina (GUTIERREZ et al., 2000; McCAFFERY et al., 2000) FOPAs isolados
desenvolveram-se in vitro até o estadio antral. Resultados mais satisfatorios
foram obtidos com suinos (WU et al., 2007), ovinos (ARUNAKUMARI et al.,
2010) e caprinos (MAGALHAES et al., 2011), e obtiveram a produgéo de um
pequeno e variavel numero de embrides apds cultivo in vitro de foliculos

secundarios.



Embora esses resultados sejam promissores, estudos acerca dos
fatores e processos que afetam o desenvolvimento dos FOPAs sao
imprescindiveis para aumentar as taxas de maturacdo com a finalidade de
obter odcitos competentes para melhorar a eficiéncia na produgao in vitro de

embrides.

Importancia da composicao do meio de cultivo de base

Tendo em vista a ampla diversidade do metabolismo celular, sao
utilizados varios tipos de meios de cultivo para satisfazer os requisitos
nutricionais e dar suporte ao desenvolvimento folicular e produgdo de odcitos
competentes crescidos in vitro, transformando-se no atual desafio dos

pesquisadores para a obtencao de sucesso durante o cultivo in vitro de FOPAs.

Sabe-se que os foliculos podem ser potencialmente influenciados por
fatores de crescimento produzidos pelas células do estroma e por outros
foliculos, ou por fatores produzidos dentro dos proprios foliculos (horménios e
fatores de crescimento) (FORTUNE, 2003). Além disso, como ja foi
demonstrado na espécie bovina para foliculos pré-antrais iniciais (CASTRO et
al., 2014) e avangados (ROSSETTO et al., 2012), o proprio meio de base pode

interferir no desenvolvimento folicular.

E necessario adequar suplementos como aminoacidos, eletrdlitos,
antioxidantes, substratos energéticos, horménios e fatores de crescimento em
todos os protocolos, e também determinar quais sdo os suplementos
essenciais que garantem a viabilidade e o crescimento folicular in vitro
(PICTON et al., 2008). Os meios mais utilizados para cultivo in vitro de FOPAs
sdo meio essencial minimo alfa (a-MEM) (SARAIVA et al., 2010), McCoy
(MCLAUGHLIN et al., 2010) e o meio de cultivo de tecido 199 (TCM-199)
(ARUNAKUMARI et al., 2010).

O a-MEM vem sendo utilizado como meio de base por diversos autores
para o cultivo de tecido ovariano bovino (BRAW-TAL e YOSSE FI, 1997) e
caprino (SILVA et al., 2004), tendo alcangado a produg¢ao de embrido caprino a
partir de FOPAS (MAGALHAES et al., 2011b), contudo, com baixas taxas de

maturagao oocitaria. Por outro lado, o meio TCM-199 resultou em excelentes



taxas de maturacdo com a producdo de embrides na espécie ovina
(ARUNAKUMARI et al., 2010). Entretanto, na espécie caprina ainda néo é
conhecido o meio de cultivo ideal (adMEM vs TCM199) para foliculos pré-antrais
isolados. Diversos autores tém estudado diferentes componentes e seus
efeitos no cultivo in vitro de foliculos pré-antrais, tanto em animais de
laboratério (O'BRIEN et al., 2003) como em animais domésticos, incluindo a
espécie caprina (BRITO et al., 2014).

Para prevenir a atresia de foliculos, estes meios contem principalmente
uma fonte de proteina (como albumina, soro de vitelo fetal ou soro
homogéneo), antibidticos, antimicéticos, transferrina (para ligar os ions
metalicos), selénio (para ligar os radicais livres), glutamina, piruvato (fontes de
energia) e ocasionalmente um ou mais fatores de crescimento como, fator de
crescimento semelhante a insulinatipo 1 (IGF-1), fator de crescimento
epidérmico (EGF), activina-A, fator de diferenciagdo de crescimento 9 (GDF-9)
e fator de crescimento fibroblastico 2 (FGF-2), hormdnios tais como insulina,
horménio foliculo estimulante (FSH), horménio do crescimento, horménio
estimulante da tireoide (TSH) e esteroides como estradiol, testosterona ou
androstenediona (SMITZ et al., 2010).

No entanto, com base em relatos da literatura, ndo houve nenhum
padrdao no meio de cultivo ideal para FOPAs caprinos. Além disso, nos ultimos
anos, os pesquisadores intensificaram seus esforcos na procura de novos

meios de base, bem como novos suplementos.

Métodos de avaliagao folicular e oocitaria

Existem diversas técnicas para avaliar a morfologia dos foliculos
ovarianos pré-antrais e analisar se um meio de cultivo € mais adequado que
outro, considerando parametros como ativacdo, crescimento e viabilidade
folicular ao longo do periodo de cultivo.

Apos o desenvolvimento in vitro, é necessaria a manutengcdo da
qualidade folicular para que se tenham odcitos aptos a serem maturados e
fecundados in vitro, ou que possam ser utilizados em outras biotécnicas

relacionadas a reprodugao animal.



A grande maioria dos estudos realizados sobre cultivo utilizam no minimo
duas técnicas em conjunto, visando obter uma maior precisdo sobre a
qualidade do foliculo (MATOS et al., 2007). Dentre os métodos, pode-se
destacar a reagdo em cadeia da polimerase (PCR), microscopia de
fluorescéncia, microscopia eletrénica de transmissao, analise proted6mica e os
métodos que foram utilizados no presente estudo e que serdo detalhados
abaixo, como a histologia classica, a mensuragcdo de espécies reativas de

oxigénio e a dosagem de estradiol.

A primeira aproximagao se faz por histologia classica, seguindo critérios
morfolégicos. Avalia-se os foliculos baseando na integridade do odcito, das
células da granulosa que o rodeiam e da membrana basal (SANTOS et al.,
2006). Além de permitir verificar o nimero e a mudanca na morfologia das
células da granulosa de pavimentosa para cubica, por ocasidao da ativagao
folicular (MATOS et al., 2007). Na analise histoldgica, as alteragdes indicativas
de atresia em foliculos pré-antrais ocorrem primariamente no odcito, sendo a

picnose nuclear o primeiro sinal de atresia (WOOD et al., 1997).

Apesar dessa técnica nao permitira avaliagdo da integridade das
organelas citoplasmaticas, tem uma grande vantagem, que é possibilitar a
avaliacdo de um grande numero de foliculos que permite a realizagdo de uma

analise quantitativa.
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Figura 2. Estrutura histolégica de foliculos pré-antrais caprinos apos coloragao
com acido periddico de Schiff-hematoxilina, mostrando: (A) foliculo primordial
(odécito circundado por uma camada de células da granulosa pavimentosas),
(B) transicdo (odcito circundado por uma camada de células da granulosa
pavimentosas e cubicas), (C) primario (odcito circundado por uma camada de
células da granulosa cubicas) e (D) secundario (odcito circundado por duas ou
mais camadas de células da granulosa cubicas). O: odcito; N: nucleo; G:
células da granulosa. Silva et al., (2004a).

O crescimento e a diferenciagéo folicular durante o cultivo in vitro podem
ser avaliados pela secrecdo de esteroides (LIU et al., 2001). Embora de
pequeno tamanho, os foliculos secretam relativamente grandes quantidades de
esteroides, tais como o estrogeno e a progesterona. A producéo de estrégeno
€ um indicador da proliferagao e diferenciacéo das células da granulosa. Liu et
al.,, (2002) cultivaram foliculos pré-antrais isolados (100 — 120 pm) de
camundongas e observaram que, do dia 4 ao 10 de cultivo in vitro, a medida
que as células da granulosa proliferavam a produgao de estrogeno aumentava.
Esses mesmos autores mostraram que a atresia das células da granulosa esta
geralmente associada com a queda na producéo folicular de estrogeno (LIU et
al., 2002).

A funcionalidade dos foliculos e sua viabilidade, podem ser avaliados via
quantificacdo de espécies reativas de oxigénio (ERQO’s). As ERO’s envolvem
todos os produtos derivados de oxigénio. Sdo altamente reativas e tém a
possibilidade de reagir com varios compostos que se encontram proximos
(AGARWAL et al., 2005).

Agua de coco em p6 (ACP®)

A agua de coco originada do coqueiro Cocos nuciferal. (subfamilia,
Cocosidea, familia Palmae) é uma solugcdo estéril e levemente acida. No seu
conteudo ha proteinas, aminoacidos (aspartato, glutamato, alanina, arginina,
fenilalanina, histidina, isoleucina, leucina, metionina, lisina, prolina, serina,
tirosina, treonina e valina), sais (potassio, sodio, calcio, selénio, manganés e
zinco), carboidratos (frutose e glicose), vitaminas (B1, B2, B3, B6 e C), fatores
de crescimento (fitohormonios), fibras alimentares e uma pequena quantidade

(<1%) de acidos graxos (acido oléico monosaturado, &cido linoléico
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poliinsaturado, acido caprilico, caprico, laurico, miristico e acido palmitico)
(LAGUNA, 1996).

Na década de 80 a agua de coco in natura passou a ser utilizada como
diluidor do sémen de caprinos (NUNES, 1984) e de outras espécies. Contudo,
a agua de coco in natura sofre mudangas na sua composi¢cdo durante o
desenvolvimento do fruto além de ser uma substancia extremamente perecivel.
Fatores diretamente relacionados as condigdes as quais os frutos ficam
expostos durante a colheita, pos-colheita e comercializagdo como grau de
maturacéo, variedade, regido e época do ano de produgao tém influéncia sobre

as suas caracteristicas fisico-quimicas (RESENDE et al., 2008).

Diante disto, foi entdo desenvolvido um diluidor comercial, a agua de coco
em p6 (ACP®) (SALGUEIRO et al.,, 2002) sendo este, um po6 resultante do
processo de desidratacdo da agua de coco e ajustado quanto ao pH e
osmolaridade para cada espécie a ser utilizado. Segundo as recomendacgdes
do fabricante, o p6 é reconstituido em agua destilada e adicionado de
protetores de resfriamento e/ou congelagdo de acordo com a finalidade,

podendo ou nao ser adicionado antibidtico.

Na area da biotecnologia da reprodugdo uma solugdo a base de agua de
coco foi comparada a solucdo salina, quanto a sua eficiéncia na preservacao
de foliculos pré-antrais (COSTA et al., 2002). Os resultados mostraram que
ambas apresentaram eficiéncia similar para conservar FOPAS caprinos a
temperatura de 4°C. Estes mesmos resultados mostraram que para conserva-
los em temperaturas mais altas, a solugdo a base de agua de coco é mais
recomendada (COSTA et al., 2002). Ainda nesta area, a agua de coco, em
virtude da presenca de agucares, foi testada como meio de cultivo in vitro para
embrides de Jatrophacurcas L. (pinhdo-manso). Sua utilizagdo permitiu um
melhor crescimento das plantulas (NUNES et al., 2008). Lima et al., (2010)
utilizaram ACP® como meio base para armazenamento de FOPAS caninos
durante 12, 24 e 36 horas em 3 a 9° C, sendo observado uma melhor
conservacgao da morfologia folicular nas 24 horas.
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Devido a suas caracteristicas que a classificam como um bom diluente de
sémen, a agua de coco teve efeito em estudos realizados em varias espécies
como: suinos (AIRES e TONIOLLI, 2005), bovinos (ALBERTI, 2004), bubalinos
(ZORZETTO et al., 2017),caprinos (AZEVEDO e TONIOLLI, 1999; NUNES e
SALGUEIRO, 1999), ovinos (BRAZ et al., 2003), felinos (SILVA et al,
2007),caninos (CARDOSO et al., 2005), macacos (ARAUJO et al., 2007) e
humanos (NUNES, 1998).

Segundo Mantena et al. (2003), a agua de coco in natura apresenta
propriedades antioxidantes que podem ser atribuidas a presenca de vitamina C
em sua composicdo, embora mais de um principio ativo possa estar envolvido.
Segundo Loki e Rajamohan (2003), a agua de coco apresenta efeitos positivos

contra o estresse oxidativo, e comprovado efeito hepato protetor.

A utilizagdo da agua de coco mantém a longevidade de células como de
cérneas humanas para transplante, cultivo de tecido, meio de cultivo para virus
e bactérias, e para obtencdo de vacinas contra febre aftosa, raiva e
leishmaniose. Tem se mostrado eficiente ainda na utilizagdo como meio de

cultivo para células vegetais, como embrides e polen (ARAGAO et al., 2001).

JUSTIFICATIVA

A cultura de pequenos ruminantes na regido Nordeste brasileira € de
grande interesse para a economia, o que tem impulsionado grandes esforgos
para melhorar a producdo dessas espécies com a aplicacdo de diversas
biotécnicas da reprodugdo, como € o caso da MOIFOPA. Essa biotécnica
permite o aproveitamento dos milhares de odbcitos imaturos inclusos em
foliculos pré-antrais presentes no ovario mamifero, que seriam naturalmente
perdidos ao longo da vida do animal. Contudo, até a data ainda nao foi
estabelecido um meio de cultivo ideal para assegurar o crescimento e
maturagcdo adequados de odcitos de foliculos pré-antrais ovarianos
(FIGUEIREDO et al.,2008).

13



A busca incessante de produtos naturais que possam melhorar os meios
de cultivo e que tenham a capacidade de garantir a sobrevivéncia, ativagcéo e
maturagao folicular em cultivos in vitro levou os pesquisadores a testar a agua
de coco como meio de manutencdo de odcitos imaturos de ovarios bovinos
(CORDEIRO et al., 2006), em adigdo no meio de maturacgao in vitro (MIV) para
oocitos bovinos (BLUME et al., 1997a), caninos (SILVA et al., 2010) e no cultivo
de embrides de ratos (BLUME e MARQUES, 1994) e bovinos (BLUME et al.
1997b).

Embora se tenha resultados satisfatorios de pesquisas anteriores, sabe-
se que as propriedades bioquimicas dos cocos podem variar entre os frutos,
afetando diretamente a capacidade de sustentar as células em cultivo,
adicionalmente o tempo de armazenamento é restrito a um intervalo de tempo
definido devido a manutengao das caracteristicas biolégicas (CARDOSO et al.,
2005).

Para reduzir essa variabilidade, diferentes estudos foram conduzidos para
desenvolver uma agua de coco em poé (ACP®) (CARDOSO et al., 2005). A
ACP é uma formula de agua de coco em po desidratada obtida apds a selegao
dos frutos, coleta do liquido endospérmico e submissdo a desidratagcao por
calor. Apds sua ressuspensao, apresenta caracteristicas bioquimicas muito
similares aquelas encontradas no fruto in natura. Além disso, a ACP pode ser
facilmente armazenada e enviada para regides onde o coco nao € encontrado
(BARROS e TONIOLLI, 2011).

Existem varias formas de ACP, cada uma com pH e osmolaridade
ajustados de acordo com a finalidade de utilizacdo. A ACP ja foi testada para a
preservacao de sémen decaprinos (SALGUEIRO et al., 2002), garanhao (ACP-
105) (SAMPAIO NETO et al., 2002) e cao (ACP-106) (CARDOSO et al., 2005).
No entanto até agora, ndo houve relato sobre a eficiéncia do uso de agua de

coco em p6 como meio base para o cultivo in vitro de odcitos caprinos.

A espécie caprina pode ainda ser utilizada como modelo experimental
para espécie humana, visto que, a mesma apresenta semelhancgas
morfofisiolégicas no ovario, com o ovario humano em termos de tempo de

duracgéao da foliculogénese e consisténcia do ovario.
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HIPOTESE CIENTIFICA

A agua de coco (ACP®), usada como meio de cultivo de base € benéfica a
sobrevivéncia e desenvolvimento de foliculos pré-antrais caprinos inclusos em

tecido ovariano apds cultivo in vitro.

OBJETIVOS
Objetivo Geral

e O objetivo do presente estudo € avaliar o efeito da ACP® como meio
base de cultivo sobre a sobrevivéncia e desenvolvimento dos foliculos

pré-antrais inclusos no tecido ovariano caprino.

Objetivos Especificos
e Estudar o efeito da ACP® sobre a morfologia, ativacdo folicular,
diametro folicular e oocitario, de foliculos pré-antrais inclusos no tecido
ovariano caprino cultivados in vitro;
e Comparar a eficiéncia ACP® e a-MEM com ou sem suplementacio
sobre a viabilidade, ativacdo e crescimento in vitro de foliculos

primordiais caprinos.
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CONTENTS

This study evaluated the effect of ACP 406 as a base culture medium on the in
vitro survival and development of goat preantral follicles enclosed in ovarian
tissue. The ovarian fragments were either immediately fixed (non-cultured
control) or individually in vitro cultured for 2 or 6 days at 39 °C with 5% CO; in
air. The following culture media were evaluated: a-MEM (a-MEM alone, without
additional supplementation); a-MEM+ (supplemented a-MEM); ACP (Powdered
coconut water - ACP®406 alone); or ACP+ (supplemented ACP®406). After the
tests, the following endpoints were recorded: (i) follicular survival, (ii) follicular
growth, (iii) hormonal, and (iv) reactive oxygen species (ROS). At day 6 of
culture when ACP and a-MEM were compared under the same condition, i.e.,
without or with supplementation, the percentage of healthy follicles were similar
(p>.05) (Fig. 1) between the treatments. Overall, compared to non-cultured
control treatment, despite of the culture time and base medium, it was observed

a reduction (p<.05) in the percentage of primordial along with an increase
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(p<.05) in the rate of developing follicles indicating that primordial follicle
activation had occurred. However, at day 6 of culture, the percentage of
primordial follicle activation, the ROS production and follicular and oocyte
diameters were similar (p>.05) among the treatments. In conclusion, ACP+ has
the equivalent efficiency to MEM+ in maintaining the survival and development
of goat preantral follicles in vitro. However, ACP has the advantage of being a
natural product at a lower cost and may be an alternative medium for in vitro

follicle culture.

Keywords: ACP, base medium, goat, in vitro culture, powdered coconut water,

preantral follicles.

INTRODUCTION

The vast majority (= 90%) of oocytes in the ovary are enclosed in
preantral follicles (PAFs). Therefore, one of the chief emerging strategies to
avoid follicular atresia is the use of assisted reproductive technique named in
vitro follicle culture (IVFC). In short, the goals of this technique are to rescue
PAFs from ovary before they become atretic and culture them up to maturation
stages to prevent follicular atresia. One of the future applications of IVFC is the
multiplication of superior genetic animals, endangered species, and infertility

treatments in human (Silva, van den Hurk, & Figueiredo, 2016).

Even though several studies have been demonstrated the efficiency of
IVFC to assure the survivability and development of PAFs, the results have
been limited to the production of a few matured oocytes and embryos in some

species, such as murine (Xu et al., 2006; Higuchi et al., 2015), pig (Wu et al.,
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2001), buffalo (Gupta et al., 2008), sheep (Arunakumari, Shanmugasundaram,
& Rao, 2010), goat (Saraiva et al., 2010; Magalh&es et al., 2011), and non-
human primate (Xu et al., 2011). Therefore, efforts must be done to optimize the
efficiency of IVFC systems, including the search for new base culture media.
Among the base culture media used for IVFC, the modified Minimal Essential
Medium alpha (a-MEM) has been widely employed for the in vitro culture of
PAFs enclosed in ovarian tissue in many species, such as caprine (Cadenas et
al., 2017; Sa et al., 2017), ovine (Lunardi et al., 2015), bovine (Jimenez et al.,
2016), canine (Serafim et al., 2010), and equine (Gomes et al., 2015; Aguiar et

al., 2017a,b).

Plant-based culture media represent a low-cost alternative for IVFC,
especially in tropical regions. One of this promising plant-based culture medium
is the coconut water solution (CWS). Previous reports demonstrated that CWS
maintained follicular morphology, and stimulated activation and development
after in vitro culture of caprine PAFs (Silva et al., 2000; Martins et al., 2005),
and ovine (Andrade et al., 2002; Costa et al., 2006), as well as increased in
vitro maturation (IVM) of bovine oocytes (Blume, Vale Filho, Marques, &
Saturnino, 1997; Cordeiro et al., 2006). Notably, the CWS is a sterile and
slightly acid solution, which is rich in nutrients such as proteins, salts,
carbohydrates, vitamins, growth factors (phytohormones) and different
electrolytes (Yong, Ge, Ng, & Tan, 2009). However, the biochemical properties
of CWS can vary among the different species of coconut. Hence, to reduce this
variability, studies were conducted to evaluate the effects of dehydration on
coconut water stability (Salgueiro, Nunes, & Oliveira, 2002). Then, a dehydrated

presentation(sample) of CWS called powdered coconut water (ACP®) was
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developed, which consists in a subtle and uniform dehydrated powder
formulation obtained after fruit selection, the collection of the endospermic liquid
and submission to a heat dehydration process. ACP has been successfully
used for short-term preservation of canine preantral follicles (Lima et al., 2010)
as well as IVM of canine oocytes (Silva, Cavalcante, Rodrigues, & Rodrigues,
2010). However, to the best of our knowledge, no reports are evaluating the
effect of ACP406° on the IVC of caprine preantral follicles. This study aimed to
assess the impact of ACP 406° as a base culture medium on the in vitro
survival and development of goat preantral follicles enclosed in ovarian tissue.
The endpoints evaluated were the following: (i) follicular survival, (ii) follicular
growth, (iii) hormonal, and (iv) reactive oxygen species (ROS) production used

in the culture media.

MATERIAL AND METHODS

Chemicals

Unless otherwise specified, the culture media and other chemicals used in the

present study were purchased from Sigma Chemical Co. (St. Louis, Mo., USA).
Ovaries

Ovaries (n = 8) from 4 adult mixed-breed goats were collected from a
local slaughterhouse. Immediately post-mortem, the surrounding fat tissue, and
ligaments were stripped off. Then, each ovarian pair were washed once in 70%
alcohol for 10 seconds, followed by two washes in Minimum Essential Medium
(MEM) supplemented with HEPES (MEM-HEPES), penicillin (100 ug/mL) and

streptomycin (100 pg/mL). After that, the ovaries were placed in tubes with the
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same medium and transported to the laboratory at 4°C within one hour (Chaves

et al., 2008).
Experimental protocol

In the laboratory, the ovarian cortex of each ovarian pair was divided into
18 tissue samples (approximate size, 3 x 3 x 1 mm) under sterile conditions.
From these obtained fragments, two randomly fragments were taken and
immediately fixed for routine histology evaluation (non-cultured control). The
remaining fragments (n= 16) were individually in vitro cultured in a well of a 24-
well culture plate, each well containing one mL of culture medium (pH 7.2-7.4)
for 2 or 6 days at 39 °C with 5% CO; in the air. The culture media tested were:
1. a-MEM (a-MEM alone, without additional supplementation); 2. a-MEM+
(supplemented a-MEM); (3) ACP (Powdered coconut water - ACP®406 alone,
Biotechnology, Fortaleza, Ceara, Brazil); or 4. ACP+ (supplemented ACP®406).
The medium supplementation was performed by the addition of 1.25 mg/mL
bovine serum albumin (BSA), ITS (10 pg/mL insulin, 5.5 pg/mL transferrin, 5
ng/mL selenium), 2 mM glutamine, 2 mM hypoxanthine, and antibiotics (100
pg/mL penicillin and 100 pg/mL streptomycin). The whole culture medium was
replaced every other day (Days 2, 4, and 6). Furthermore, one mL of the used
medium was saved for hormonal and ROS analyses, and stored at -80 °C until
evaluation. After medium collection at Day 2 and Day 6 the treatments ended

and the fragments were processed for histological evaluation.
Follicle morphology and development

Follicular morphology and development of PAFs were assessed in each

ovarian fragment before (non-cultured control) and after Day 2 or Day 6 of in
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vitro culture. All samples were fixed in Carnoy solution at room temperature
(around 25°C) for four hours and kept in 70% alcohol until routine histology.
Afterward, the ovarian tissues were dehydrated by use of a graded series of
ethanol, diaphanized with xylene, embedded in paraffin wax, and cut into serial
sections of 7 ym. Every slice was mounted on glass slides, stained with periodic
acid-Schiff-hematoxylin, and examined under light microscopy (Nikon, Tokyo,

Japan) at 400 x magnification.

Preantral follicles were classified accordingly to its morphology as
morphologically normal (follicle containing an intact oocyte and granulosa cells
well-organized in layers without pyknotic nuclei) or degenerate (oocyte with
pyknotic nuclei, retracted cytoplasm, or disorganized granulosa cells detached
from the basement membrane). Only preantral follicles in which the oocyte
nucleus could be observed in each section, was considered. To evaluate
follicular activation (i.e., the transition from primordial to growing follicles, when
surrounding squamous pregranulosa cells become cuboidal and begin to
proliferate), the follicular developmental categories were determined only in
morphologically normal follicles (MNF), as previously described (Silva et al.,
2004). Either primordial (one layer of flat granulosa cells surrounding the
oocyte) or developing follicles [transitional (one layer of flattened or cuboidal
granulosa cells); primary (one layer of cuboidal granulosa cells); and secondary
(two or more layers of cuboidal granulosa cells)] were calculated at Day 0 (non-

cultured control) and after Day 2 and Day 6 of culture from each treatment.

Besides, the follicular and oocyte diameters per follicular category
(primordial, transitional, and primary) were measured only in morphologically

normal follicles, under an epifluorescence microscope (Zeiss, Cologne,
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Germany) using software (Nis-Element AR 3.0). Follicle diameter was
measured from one side to the other edge of the outermost layer of granulosa
cells. Oocyte diameter was measured from one edge of the oocyte membrane
to the other. Two perpendicular diameters were recorded for each
measurement, and the average of those two values was calculated (Santos et

al., 2007).

Reactive oxygen species (ROS) analysis

The levels of ROS were determined in the used culture media at Day 2
and Day 6 by a spectro fluorimetric method (Loetchutinat et al., 2005). Briefly,
culture media for all treatments were incubated with 10 uL of 2’,7’- dihydro
dichloro fluorescein diacetate (DCHF-DA;1mM). The oxidation of DCHF-DA to
fluorescent dichloro fluorescein (DCF) was measured for detection of reactive
species in the medium. The intensity of fluorescence emission (FI) was
recorded at 520 nm (with 480 nm excitation) for two hours after addition of

DCHF-DA to the medium.

Estradiol analysis

Concentrations of estradiol were measured from standard aliquots (200
ML) in used culture media at Day 2, Day 4 and Day 6 of culture. The estradiol
assay performed was the enzyme-linked fluorescent assay (ELFA) according to
the manufacturer’s instructions (VIDAS® Estradiol Il, ref 30431 bioMérieux SA,
376 Chemin de L'Orme, 69280 Marcy-I'Etoile - France). In the end, the
fluorescence intensity emission was recorded at 450 nm, and the values of the
fluorescence signal were inversely proportional to the concentration of the

antigen present in the samples (Anckaert, Mees, Schiettecatte, & Smitz, 2002).
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The analytical sensitivity of the estradiol assay was nine pg/mL (range, 9.49 to

1596.81 pg/ml), and the intra-assay coefficient of variation was 7.5%.

Statistical analyses

Data for continuous variables (morphologically normal, follicular
development and follicular and oocyte diameters) were initially submitted to
Shapiro-Wilk test to evaluate the normal distribution of the residues. Data for
endpoints without a normal distribution were transformed to ranks when
necessary. Statistical analyses were carried out using Sigma Plot version 11.2
(Systat Software, San Jose, CA, USA). Chi-square test was used to compare
the percentage of morphologically normal and developing preantral follicles
among and within treatments and the results expressed as percentages. Tukey
test was used to compare follicle and oocyte diameters among treatments,
follicular categories, and between days of culture. Estradiol analysis was
compared among treatments within the same day of culture using the t-test,
whereas, for ROS analysis, One Way Analysis of Variance was used to
compare the effect of treatments between days of culture. Data are presented
as the mean = SEM. In all cases, differences were considered to be significant

when p<.05.

RESULTS

Number of follicles evaluated

A total of 177 (fresh non-cultured control), 145 and 138 (a-MEM, Day 2
and Day 6), 148 and 136 (a-MEM+, Day 2 and Day 6), 141 and 132 (ACP, Day

2 and Day 6), 162 and 151 (ACP+, Day 2 and Day 6) were assessed.
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Altogether, 1,330 follicles were evaluated, with an average of 147.77 + 4.72

follicles evaluated per treatment.
Follicular morphology

The percentage of morphologically normal follicles was reduced (p<.05)
for all evaluated treatments after 2 and 6 days of culture when compared to the
fresh non-cultured control group. Regardless the supplementation, at day 2 of
culture a-MEM showed higher (p<.05) percentage of MNF than ACP. However,
contrary to ACP and ACP+ treatments, a-MEM and a-MEM+ treatments
reduced (p<.05) the percentage of healthy follicles from day 2 to day 6 of
culture. Interestingly, at day 6 of culture when ACP and a-MEM were compared
under the same condition, i.e., without or with supplementation, the percentage

of normal follicles were similar (p>.05) (Figure 1) between the treatments.
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Figure 1.Percentage (%) of morphologically normal caprine preantral follicles
(MNF) in a fresh non-cultured control group (Control) and after in vitro culture
for two (D2) and six (D6) days in the absence (a-MEM or ACP) or presence of
supplements (a-MEM+ or ACP+). *Indicates difference between non-cultured
control and the other cultured treated groups.®® Within each treatment, values
without a common letter differed (p<.05). B Within days, values without a
common letter differed (p<.05).

Follicular development

The percentage of primordial and developing follicles are shown (Figure
2A and B). Compared to non-cultured control treatment, in spite of the culture
time and base medium, except for ACP at day 2 of culture, it was observed a
reduction (p<.05) in the rate of primordial along with an increase (p<.05) in the
percentage of developing follicles. Only for ACP treatment changes (p<.05) in
the proportion of primordial and developing follicles were observed from day 2
to day 6 of culture. However, at day 6 of culture, similar (p<.05) proportion of
follicular activation, i.e., the proportion of primordial and developing follicles

were observed among the treatments.
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Figure 2.Percentage (%) of (A) primordial and (B) developing (transitional,
primary and secondary) morphologically normal caprine preantral follicles in a
fresh non-cultured control group (Control) and after in vitro culture for two (D2)
and six (D6) days in the absence (a-MEM or ACP) or presence of supplements
(a-MEM* or ACP™). *Differed (p<.05) from fresh non-cultured control group.®®
Within each treatment, values without a common letter differed (p<.05). *B
Within days, values without a common letter differed (p<.05).

Follicular and oocyte diameter

The follicular and oocyte diameters of morphologically normal preantral
follicles in primordial, intermediate and primary follicles, before (non-cultured —
control) and after Day 2 and Day 6 of in vitro culture are shown (Table 1). When
compared with Fresh non-cultured control group, all treatments had a decrease
(p<.05) in the follicular and oocyte diameters despite the follicular category. All
treatments had an increase (p<.05) in follicular and oocyte diameters from the
primordial to primary stage. Only for the primary follicular class at Day 2 of
culture, the a-MEM+D2 group had higher (p<.05) follicular and oocyte diameters

than the ACP+D2 group.
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Table 1.Mean (+ SEM) diameters (um) of caprine preantral follicle and oocytes
(primordial, transitional, and primary) in a fresh non-cultured group and after two
(D2) and six (D6) days of culture in a-MEM, or ACP in the absence or presence

Follicle Diameter Oocyte Diameter

Primordial Transitional Primary Primordial Transitional Primary
Non- 31.0+1.0 37.5+08° 457+ 254+08 292+1.0° 344+
cultured @ 2.0° 2 1.3°
control
o-MEM  19.7+04 23204 329z 145+04 16305 23.7%
D2 *aA *aA 1.2 *bAB *aA *aA 1.1 *bBC
o-MEM® 20.6+0.7 27.1+07 336z 149+05 191207 242+
D2 *aA *bA 15 *cB *aA *bA 1.0 *cC
ACPD2 193+05 255+06 308+% 15107 17.9x05 224+
*aA *bA 1.1 *cAB *aA *abA 0.9 *bABC
ACP'D2 20.2+05 24.0+0.8 293+ 15.0£0.5 17.2+0.5 196
*aA *aA 14 *bA *aA *abA 0.8 *bB
o-MEM 19.3+09 26.0+0.7 320z 13.0£0.7 17.5+06 218+%
D6 *aA *bA 1.2 *cAB *aA *bA 1.2 *cABC
o-MEM" 20.7+05 250+04 302z 148+06 16.9+0.5 19.7 =
D6 *aA *bA 1.0 *cAB *aA *abA 0.9 *bA
ACPD6 220+06 246+0.7 300% 15.0+04 16.6+06 200z
*aA *aA 07 *bAB *aA *abA 0.8 *bAB
ACP'D6 21.1+06 254+08 314+ 159+08 17.7+0.7 221+%
*aA *bA 1.0 *cAB *aA *aA 11 *bABC

™) of supplements.

* Values differed (p<.05) from fresh non-cultured control group at the same
follicular stage.

AB.C Within a column, uncommon uppercase letters differed (p<.05).

2B Within a row, uncommon lowercase letters differed (p<.05).

Reactive oxygen species production

At Day 2 of culture, a-MEM and a-MEM+ treatments had a higher (p<
.05) ROS production than the ACP and ACP+ (Figure 3). However, after days 4
and 6 of culture, no difference (p>.05) among treatments was observed. Finally,
increasing (p<.05) in ROS production during culture was only observed in the

treatment ACP without supplementation from Day 2 to Day 6 of culture.
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Figure 3. Mean (+ SEM) reactive oxygen production (relative fluorescence units
— microM of H,0,) produced in the used medium after two (D2), four (D4) and
six (D6) days in the absence (a-MEM or ACP) or presence of supplements (a-
MEM* or ACP*). ®° Within each treatment, values without a common letter

differed (p<.05). ~® Within days, values without a common letter differed
(p<.05).

Estradiol production

On Day 2 of culture, the ACP treatment had higher (p<.05) estradiol
production than a-MEM+and ACP+ treatments, but it was similar (p>.05) to the
a-MEM group. The levels of estradiol production at Day 4 of culture was
detected only in a small number (n=7) of samples (data not shown). No
estradiol production was observed in any treatment after six days of culture

(Figure 4).
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Figure 4. Mean (x SEM) estradiol production (pg/mL; n=24) produced by
caprine preantral follicles after in vitro culture for two (D2) days in the absence
(a-MEM or ACP) or presence of supplements (a-MEM* or ACP*). #° Values
without a common letter differed (p<.05).

DISCUSSION

To the best of our knowledge, this is the first study comparing under the
same experimental condition the efficiency of two base media, ACP and a-
MEM, in the maintenance of in vitro follicular survival and development of goat
preantral follicles enclosed in ovarian tissue. Our findings demonstrated similar
efficiency between ACP+ and a-MEM+ taking into account the endpoints

measured at day 6 of culture.

Overall, our findings showed a decrease in the percentage of MNF in all
treatments when compared with the non-cultured control. This reduction has

been commonly observed in many studies using preantral follicles from different
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species: (Rossetto et al., 2013, Andrade et al., 2014, Gouveia et al., 2016).
Even though the use of alpha modified MEM as a base culture medium showed
higher survivability percentages when compared with ACP’s treatments at Day
2 of culture, such difference was no longer observed at day 6 of culture
suggesting similar efficiency between the two tested base media. Such finding
is probably due to the fact that both MEM (Silva et al., 2004; Peng, Yang,
Wang, Tong, & Guo, 2010) and ACP (Leong & Shui, 2002; Aroucha, Souza,
Aroucha, & Vianni, 2005; Vigliar, Sdepanian, & Fagundes-Neto, 2006) base
media were enriched formulations containing critical substances such as amino

acids, vitamins, and inorganic salts.

Overall, at days 2 and 6 of culture in all treatments, it was observed a
significant reduction in the percentage of primordial follicles with a concomitant
increase in the rate of developing follicles when compared with the non-cultured
control group. When the culture conditions are suitable, spontaneous activation
of primordial follicles usually occurred which is in agreement with previous
reports in several species including goats (Matos et al., 2007), mice (Eppig &
O’brien, 1996), horses (Haag et al., 2013), cattle (Tang et al., 2012), and
primates (Wandji, Stsen, Nathanielsz, Eppig, & Fortune, 1997). In the present
study, when performed cultures in the presence of ACP without
supplementation, primordial follicle activation was lower than the other
treatments and did not differ from non-cultured control. However, this was not
observed at day six showing that in the ACP treatment occurred a temporary
delay in the primordial follicle activation, followed by a compensatory effect
during culture. Similar findings were observed for the percentage of MNF

endpoint in the present study.
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Regarding follicular and oocyte diameter, all treatments reduced the
follicular and oocyte diameters compared to the control group. Similar results
were reported in goats (Silva et al., 2002) and mares (Aguiar et al., 2017a).
Considering that follicular and oocyte diameters were only recorded using MNF,
the diameter decreasing during culture is probably due to the atresia of more
advance follicle stages (i.e., primary and secondary) that are more likely to
undergo atresia than primordial follicles (Aguiar et al., 2016). The non-
detectable levels of estradiol support this statement at the end of culture and
this hormone is usually produced by late secondary follicles, as well as early

antral follicles (Cecconi et al., 1999).

The assessment of ROS production is an imperative tool to determine
the presence of free radicals that may lead to deleterious effects on cultured
cells (Talebi et al., 2012). In fact, it was previously demonstrated that an IVFC
environment with an inappropriate concentration of ROS might initiate
apoptosis, provoking damages in all follicular stages (Aguiar et al., 2016, Sa et
al., 2017). Our study demonstrated that after six days of culture, no difference
among treatments in ROS production was observed. It is known that ACP is
endowed with antioxidants such as ascorbic acid, a potent free radical
scavenger, redox catalyst that can reduce and neutralize ROS, protecting cells
against oxidative stress (Wang et al., 2002), as well to minimize the cost of IVC

with the use of a.

In conclusion, ACP+ has equivalent efficiency to MEM+ in maintaining
the survival and development of goat preantral follicles in vitro. However, ACP
has the advantage of being a natural product at a lower-cost and may be an

alternative medium for in vitro follicle culture.
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