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BERGAMO, Larissa Zamparone. Efeito do Fator de Crescimento Epidermal no
desenvolvimento de foliculos pré-antrais de fémeas Bos taurus indicus
cultivados in vitro. 2017. 77f. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncia Animal) -
Universidade Estadual de Londrina, Londrina, Parana, Brasil.

RESUMO

O Fator de Crescimento Epidermal (EGF) € considerado um potente fator mitogénico
para as células foliculares. Produzido pelo odcito e pelas células da granulosa, o
EGF possui um papel importante na modulagdo da foliculogénese ovariana. O
objetivo do presente trabalho foi testar a adi¢ao de diferentes concentragdes de EGF
ao meio de cultivo in vitro, por 5 ou 10 dias, sobre o desenvolvimento de foliculos
pré-antrais inclusos em fragmentos ovarianos bovinos. Ovarios (n=10) de fémeas
Bos taurus indicus (n=5) foram coletados em abatedouro local. Fragmentos (n=9) de
tecido ovariano com aproximadamente 3x3x1 mm foram obtidos de cada animal. Um
fragmento foi imediatamente fixado (fixador de Bouin) e processado para analise
histolégica (grupo controle; Dia 0), o restante foi colocado em MEM® (Gibco BRL,
Rockville, MD, USA; osmolaridade 300 mOsm/L, pH 7,2) suplementado com
penicilina (200 Ul/mL) e estreptomicina (200 mg/mL) a 20° C, permanecendo por 1
hora (periodo de transporte até o laboratério). Os outros fragmentos foram cultivados
in vitro durante 5 (D5) ou 10 dias (D10) em MEM* ou MEM" acrescido de diferentes
concentragdes de EGF (50, 100 ou 200 ng/mL), caracterizando os seguintes grupos:
controle (DO); MEM® (D5); MEM + 50 ng/mL de EGF (D5); MEM + 100 ng/mL de
EGF (D5); MEM + 200 ng/mL de EGF (D5); MEM® (D10); MEM + 50 ng/mL de EGF
(D10); MEM + 100 ng/mL de EGF (D10); MEM + 200 ng/mL de EGF (D10). Os
foliculos pré-antrais foram avaliados por microscopia Optica e classificados de
acordo com a fase de desenvolvimento (primordial ou em desenvolvimento) e a
morfologia (integro ou degenerado). As médias foram comparadas pelo teste de
Tukey (p < 0,05). Neste experimento, foram avaliados 2203 foliculos contidos em
720 cortes histolégicos, totalizando 240 Iaminas e 45 fragmentos ovarianos. O
tratamento controle ndo cultivado (DO) continha predominantemente foliculos pré-
antrais nos estagios primordial (82,8%), alguns primarios e, raramente, foliculos
secundarios (17,2%). Houve um aumento no numero de foliculos em
desenvolvimento quando adicionado 100 ng/mL de EGF ao meio de cultivo, por 10
dias (48,4%), quando comparado com o tratamento controle (17,2%). Desta
maneira, concluimos que a adigado de 100 ng/mL de EGF, por 10 dias, ao meio de
cultivo in vitro de foliculos pré-antrais bovinos foi eficiente em promover o
desenvolvimento e manter a integridade folicular.

Palavras-chave: Bos taurus indicus. Cultivo in vitro. EGF. Foliculos ovarianos
pré-antrais.



BERGAMO, Larissa Zamparone. Effect of Epidermal Growth Factor on the
development of preantral follicles of Bos taurus indicus females cultured in
vitro. 2017. 77p. Dissertation (Master in Animal Science) - State University of
Londrina, Londrina, Parana, Brazil.

RESUMO

Epidermal Growth Factor (EGF) is considered a potent mitogenic factor for follicular
cells. Produced by the oocyte and granulosa cells, EGF plays an important role in the
modulation of ovarian folliculogenesis. The objective of the present work was to test
the addition of different concentrations of EGF to the in vitro culture medium for 5 or
10 days on the development of preantral follicles included in bovine ovarian
fragments. Ovaries (n=10) of Bos taurus indicus females (n=5) were collected at a
local slaughterhouse. Ovarian tissue fragments (n=9) with approximately 3x3x1 mm
were obtained from each animal. One fragment was immediately fixed (Bouin's
fixative) and processed for histological analysis (control group: Day 0), the remainder
was placed in MEM® (Gibco BRL, Rockville, MD, USA; osmolarity 300 mOsm/L, pH
7,2) supplemented with penicillin (200 IU/mL) and streptomycin (200 mg/mL) at 20°C,
remaining for 1 hour (period of transport to the laboratory). The other fragments were
in vitro cultured for 5 (D5) or 10 days (D10) in MEM" or MEM" plus different
concentrations of EGF (50, 100 or 200 ng/mL), as the following groups: control (DO);
MEM®* (D5); MEM + 50 ng/mL EGF (D5); MEM + 100 ng/mL EGF (D5); MEM + 200
ng/mL EGF (D5); MEM" (D10); MEM + 50 ng/mL EGF (D10); MEM + 100 ng/mL EGF
(D10); MEM + 200 ng/mL EGF (D10). The preantral follicles were evaluated by light
microscopy and classified according to the stage of developmental (primordial or
developing follicles) and morphology (intact or degenerate). The averages were
compared by the Tukey's test (P < 0.05). In this experiment, 2,203 follicles in 720
histological sections were evaluated, totalizing 240 slides and 45 ovarian fragments.
The non-cultivated control treatment (D0O) predominantly presented preantral follicles
at the primordial stage (82.8%), some primary follicles and rarely secondary follicles
(17.2%). There was an increase in the number of developing follicles when 100
ng/mL EGF was added to the culture medium for 10 days (48.4%), compared to the
control treatment (17.2%). In this way, we conclude that the addition of 100 ng/mL of
EGF for 10 days to the in vitro culture medium of bovine preantral follicles was
efficient in promoting follicles development and maintaining follicular integrity.

Keywords: Bos taurus indicus. In vitro culture. EGF. Ovarian preantral
follicles.
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1. INTRODUCAO

A reproducao é uma das areas da ciéncia em maior desenvolvimento na
atualidade. Algumas biotécnicas associadas a reproducédo tém apresentado um
crescimento extraordinario nos ultimos anos, tanto no contexto molecular quanto
nos aspectos aplicados (STROUD, 2011).

A manipulacédo de odcitos inclusos em foliculos pré-antrais (MOIFOPA)
encontra-se em franca expansao, notadamente utilizando o modelo animal.
Apesar dos consideraveis avancos no contexto mais aplicado da biotecnologia
reprodutiva, muitas questdes ainda continuam sem respostas, especialmente no
conhecimento da producdo de gametas e da fertilidade (FIGUEIREDO et al.,
2008).

Para maximizagdo do potencial reprodutivo e diminuicdo da atresia
folicular in vivo, o cultivo in vitro de foliculos pré-antrais poderia ser utilizado para
desvendar as diferentes substéncias envolvidas no desenvolvimento folicular. Do
mesmo modo, o estudo da influéncia do Fator de Crescimento Epidermal (EGF)
em foliculos ovarianos pré-antrais, cultivados in vitro, poderia ser a chave para a
melhor compreensdo dos mecanismos envolvidos na regulacdo do inicio da
foliculogénese e no controle do desenvolvimento dos foliculos ovarianos.
Existem hip6teses que indicam a atuacédo do EGF na proliferacdo das células da
granulosa in vitro, e ainda, na inibicdo da apoptose no cultivo in vitro de foliculos
pré-antrais (MAO et al., 2004; ANDRADE et al., 2005).

Diante do exposto, torna-se essencial o desenvolvimento de um sistema
eficiente de cultivo in vitro de foliculos ovarianos, capaz de permitir o
desenvolvimento e a maturacdo completa dos odcitos inclusos em foliculos

ovarianos pré-antrais.
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E sabido que a reserva folicular ovariana é formada durante a vida fetal,
que permite que os foliculos pré-antrais estejam presentes no ovario ao
nascimento (ZUCKERMAN, 1951; GOSDEN, 2004). A quantidade de foliculos
primordiais (reserva folicular ovariana) € um importante indicador da capacidade
reprodutiva, podendo influenciar no desenvolvimento de biotécnicas
reprodutivas. Assim a utilizagdo da MOIFOPA, especialmente na criacdo de
bovinos, possibilitaria 0 aumento da eficiéncia reprodutiva, através da otimizacao
do ovario (FIGUEIREDO et al., 2007; 2008; ANDRADE et al., 2012). Por esta
razao, o interesse sobre o tema tem aumentado consideravelmente nos ultimos
anos (FIGUEIREDO et al., 2008; ANDRADE et al., 2012). Somando-se aos
aspectos dinamicos da aplicacdo desta biotécnica, o estudo da foliculogénese
apresenta-se em momento extremamente importante. Varios sistemas de cultivo
foram desenvolvidos nas ultimas duas décadas, e os avancos desta biotécnica
variam de acordo com o tipo de meio, sistema de cultivo empregado e
principalmente a espécie estudada (FORTUNE, 2003).

Os sistemas de cultivo rotineiramente adotados s&o o cultivo de foliculos
pré-antrais inclusos no tecido ovariano (cultivo in situ) ou o método isolado
(cultivo isolado; HARTSHORNE, 1997; LUCCI et al., 2002). Adicionalmente,
existem os sistemas bidimensional e tridimensional, classificados conforme o
contato do foliculo com o substrato. No sistema bidimensional, o foliculo
encontra-se em contato direto com o substrato, enquanto no tridimensional, o
foliculo encontra-se circundado pelo substrato (FIGUEIREDO et al., 2008;
ROSSETTO et al., 2011). Apesar da confirmacéo de animais nascidos (espécie
murina) a partir de foliculos cultivados in vitro que se diferenciaram em odcitos,

ainda ha muitas lacunas a serem consideradas para que esta possibilidade se
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apresente como uma biotécnica consolidada e de eleicdo (EPPIG;
SCHROEDER, 1989).

Algumas substancias como as gonadotrofinas e fatores de crescimento
tém um papel importante na regulacédo da funcdo ovariana, desta forma o EGF
€ considerado um potente fator mitogénico para as células foliculares
(CELESTINO et al., 2012). Produzido pelo odcito e pelas células da granulosa,
0 EGF possui um papel importante na modulagéo da foliculogénese ovariana
(CELESTINO et a., 2009).

Estudos relatam a utilizacdo do EGF em bovinos (raga Holandesa) apenas
em cultivo isolado (GUTIERREZ et al., 2000). Pesquisadores também ja
demonstraram a eficiéncia do EGF sobre a formacg&o de antro folicular, bem
como sobre o aumento do diametro oocitario e folicular (GUTIERREZ et al.,
2000; MAO et al., 2004), porém este fator de crescimento ainda néo foi relatado
com fémeas Bos taurus indicus, em cultivo in situ, utilizando gel de agarose.
Sendo assim, o objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito de diferentes
concentracdes do Fator de Crescimento Epidermal (EGF) e o tempo de cultivo
no desenvolvimento de foliculos pré-antrais de fémeas Bos taurus indicus

cultivados in vitro.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 OVARIO

O ovario desempenha duas principais fungdes para o sistema reprodutivo
das fémeas: funcdo exdcrina (ou gametogénica), sendo responsavel pela
diferenciacdo e liberacdo de um odcito maduro para fecundacdo, e funcéo
endocrina (ou esteroidogénica), responsavel pela sintese e secrecdo de
horménios e fatores de crescimento (SARAIVA et al., 2010). O ovario apresenta
diferentes formas e tamanhos, podendo variar de acordo com a espécie, raca e
o estagio do ciclo estral em que o animal se encontra. Nos ruminantes,
especificamente nos bovinos, o ovario possui formato de améndoa, pesando em
média 10 a 20 gramas na idade adulta (HAFEZ; HAFEZ, 2004), medindo
aproximadamente 3,0 a 4,5 cm de comprimento e 1,5 a 2,0 cm de largura
(NASCIMENTO et al., 2003).

Nos mamiferos, o0s ovarios sdo constituidos por duas regides,
classificadas em coértex e medula ovariana, circunscrita por epitélio germinativo
ou superficial, que “repousa” sob uma membrana basal (SILVA, 2005). No cortéx
ovariano, pode-se encontrar diferentes tipos celulares, que se desenvolvem em
varios subtipos celulares. Podemos citar as células da granulosa, que se
desenvolvem em células do cumulus ou luteais, enquanto as células da teca se
diferenciam em camada interna e externa (GORDON, 1994). Na maioria das
espécies, a regido medular esta localizada mais internamente e apresenta um
arranjo irregular de tecido nervoso, vascular (sanguineo e linfatico), fibroblastico
e conjuntivo, que se comunica com o ovario atraves do hilo e sua principal funcao

€ nutrir e sustentar o ovario (SILVA, 2005). Na por¢do mais externa do ovario,
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esta localizada a regido do cértex, essa regido representa a regido funcional do
ovario e é composta pelos foliculos ovarianos e corpos luteos (corpos albicans e
corpos hemorragicos) em diferentes estagios de desenvolvimento ou atresia,
bem como por tecidos conectivos (colageno — do tipo | e lll, fibras reticulares e
fibroblastos; HAFEZ; HAFEZ, 2004).

No cortex ovariano, sdo encontrados diferentes tipos celulares, como as
células da granulosa (CGs) e células da teca. Durante a vida reprodutiva da
fémea, a funcdo do ovario é influenciada pela interacdo entre os fatores
enddcrinos, autécrinos e paracrinos, que, juntos, atuam no processo de
desenvolvimento folicular e oocitario, conhecido como foliculogénese e

oogénese (HATZIRODOS et al., 2014).

2.2 OOGENESE E FOLICULOGENESE

As fémeas das espécies domésticas nascem com um estoque finito de
foliculos ovarianos, formados ainda no decorrer da vida fetal, durante a
oogénese e a foliculogénese (SAUMANDE, 1991). A oogénese, em ruminantes,
pode ser definida como o desenvolvimento e a diferenciacdo das células
germinativas primordiais da fémea, culminado com a formacdo do odcito
(RUSSE, 1983), e se encerra somente apos a fecundacdo. Ja a foliculogénese
€ um processo que se inicia com a formacgéao do foliculo primordial e culmina com
0 estagio de foliculo maduro, também conhecido como foliculo de De Graaf ou
pré-ovulatério (SAUMANDE, 1981), com término no momento da ovulacdo do
foliculo maduro.

A principal estrutura do ovéario € denominada de foliculo; esta é a estrutura

7

primordial do ovéario e € composta por um odcito envolto por uma ou mais
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camadas de células sométicas. Dependendo do estadio de desenvolvimento,
apresenta zona pellcida e cavidade antral preenchida por liquido folicular
(FIGUEIREDO et al., 2008; SENEDA et al., 2008; AERTS; BOLS, 2010). Durante
a foliculogénese, a morfologia folicular é alterada, visto que o odcito cresce e as
células da granulosa circundantes se multiplicam e se diferenciam (BRISTOL-
GOULD; WOODRUFF, 2006). Os foliculos entdo, sdo classificados em pré-
antrais ou ndo cavitarios (primordiais, primérios e secundarios) e foliculos antrais
ou cavitarios (terciarios e pré-ovulatérios).

Os foliculos ovarianos iniciam seu desenvolvimento durante a vida fetal
com a transformacé&o de células germinativas primordiais em odécitos. No periodo
da vida fetal, células germinativas primordiais migram para a regido que sera a
futura gbnada, sofrem mitose e d&do origem a oogonias (GONDOS et al., 1971).
Estas oogbnias se diferenciam em odcitos, na primeira divisdo meiotica. Os
foliculos primordiais sdo formados no periodo perinatal, estagnando seu
desenvolvimento na préfase da primeira divisdo meidtica, quando os odcitos
estdo envoltos por uma Unica camada de células achatadas (FRITZ; SPEROFF,

2010; UYAR et al., 2013; CHOWDHURY et al., 2016).

2.3 FoLicuLos OVARIANOS

O foliculo, unidade morfofuncional do ovario dos mamiferos, € uma
estrutura formada ainda durante a embriogénese e tem seu desenvolvimento
controlado por fatores endocrinos e paracrinos (MCGEE; HSUEH, 2008),
proporcionando um ambiente ideal para o crescimento e maturacdo do odcito

imaturo, permitindo que o odécito esteja maduro no momento da ovulacéo
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(FIGUEIREDO et al., 2008). O desenvolvimento folicular e o crescimento do
oocito depende de uma comunicagdo bidirecional entre odcitos e células
somaticas. Os odcitos desempenham um papel essencial no controle da
proliferacéo e diferenciacdo de células da granulosa durante o desenvolvimento
folicular (ARAUJO et al., 2014).

A populacdo de foliculos presente nos ovarios € muito heterogénea e
esses diferentes tipos de foliculos estdo divididos em duas grandes classes: 0s
foliculos pré-antrais ou ndo cavitarios e os foliculos antrais ou cavitarios
(MATSUDA et al., 2012). Os foliculos pré-antrais representam a fase inicial do
desenvolvimento folicular e compreendem os foliculos primordiais, primarios e
secundérios. Os foliculos desenvolvem-se para o estadio terciario e pré-
ovulatério e passam a conter uma cavidade (antro) repleta de fluido (VARGHESE

et al., 2008; AERTS; BOLS, 2010).

2.3.1 Foliculos Pré-Antrais

Os foliculos ovarianos pré-antrais sdo classificados de acordo com o
formato, tamanho e o nimero de camadas de células que circundam o odcito
imaturo em primordiais, primarios e secundarios (FIGUEIREDO et al., 2008).
Esses foliculos compreendem 90 a 95% de toda a populacéo folicular, dos quais
mais de 99% né&o chegarao até a ovulacéo, sofrendo atresia (ERICKSON, 1986;
MATSUDA et al., 2012). Isso demonstra 0 baixo aproveitamento de gametas

(CARROL et al., 1990; JOHNSON, 2003).
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2.3.1.1 Foliculos Primordiais

Os foliculos primordiais estado envoltos por uma Unica camada de células
da pré-granulosa de formato achatado, rodeado por uma membrana basal
(UYAR et al., 2013; CHOWDHURY et al., 2016). Estes foliculos séo a primeira
geracdo de células foliculares (ARAUJO et al., 2014) e o estadio a partir de onde
os foliculos séo recrutados. Cada foliculo € composto por um odcito rodeado por
uma camada de 4 a 8 células da granulosa achatadas. O diametro do foliculo
primordial bem como do odcito nele contido medem, respectivamente, 30 - 40
pm e 20 - 25 pum de diametro (BECKERS et al., 1996). Quando a populagéo de
foliculos primordiais € estabelecida, grupos de foliculos, gradualmente e
sucessivamente saem do “pool” bloqueado (pool de reserva) e entram em fase

de crescimento.

2.3.1.2 Foliculos Priméarios

Durante o inicio do crescimento folicular, numa fase conhecida como
ativacdo folicular, o foliculo primordial sai do pool de reserva de foliculos
quiescentes e entra no estadio de transi¢cao. A ativacao folicular é caracterizada
por modificagcbes da morfologia das células da granulosa, que passam a ter
formato cuboide. Desse modo, os foliculos primarios apresentam um odcito
rodeado por uma camada de 11 a 12 células da granulosa em formato cuboide.
Uma vez recrutado, o foliculo primordial evolui para foliculo primario, sendo

assim, da-se inicio ao crescimento dos odcitos (ARAUJO et al., 2014).
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Segundo Beckers et al. (1996), o foliculo primério possui didmetro de 40 -
60 um, contendo um odécito de 30 - 40 um. A evolugcado do crescimento dos
foliculos pré-antrais estaria relacionada com o aumento do didametro do odcito,
bem como a proliferacdo das células da granulosa (FIGUEIREDO et al., 1994).
Os foliculos primordiais e primarios ndo podem ser diferenciados através das
medidas de didmetro, mas apenas pelas alterac6es morfolégicas (HULSHOF et

al., 1994).

2.3.1.3 Foliculos Secundéarios

Foliculos secundérios sao caracterizados por possuirem duas ou mais
camadas de células da granulosa, deposicdo inicial da zona pelacida (ZP),
formacéo de cortical e granulos no citoplasma dos oécitos (ARAUJO et al., 2014).
Os foliculos secundérios caracterizam-se pela presenca de um odcito imaturo
central, podendo atingir 60 - 200 ym de diametro (BECKERS et al., 1996). Fibras
de tecido conectivo se posicionam paralelamente a membrana basal para formar
a camada tecal durante essa fase de crescimento do foliculo secundéario

(FIGUEREDO et al., 1997).

2.3.2 Foliculos Antrais

A categoria de foliculos antrais compreende os foliculos terciarios e os
foliculos De Graaf ou também conhecidos como maduros, pré-ovulatérios ou
dominantes. Com a intensa proliferacdo das células da granulosa, ha o

surgimento do antro folicular, uma area preenchida por fluido folicular,



10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

25

27

caracteristica do foliculo antral (FIGUEIREDO et al., 2008). Na espécie bovina,
a cavidade antral pode se desenvolver em foliculos cujos didametros variam de
0,14 - 0,28 mm. Sao necessarios dois ciclos estrais para um foliculo crescer do
inicio da formacé&o do antro (0,13 mm) ao tamanho pré-ovulatério (LUSSIER et

al., 1987).

2.3.2.1 Foliculos Terciarios

Os foliculos terciarios sé@o constituidos de um oécito circundado pela zona
pelicida, varias camadas de células da granulosa, uma pequena cavidade
antral, uma membrana basal e duas camadas de células tecais (teca interna e

teca externa; GORDON, 1994).

2.3.2.2 Foliculos Pré-ovulatoérios

Os foliculos pré-ovulatérios ou De Graaf representam o estagio terminal
do desenvolvimento folicular (Figura 1). Neles, predominam mitocondrias
arredondadas, que caracterizam o completo crescimento do oécito em bovinos.
Reticulo endoplasmatico liso e rugoso sdo observados em grande quantidade.
Podem ser identificados granulos da cortical e microtibulos no ooplasma do
oocito.

O espaco perivitelino é formado neste estagio de desenvolvimento e ha
um aumento no nimero de vesiculas e de complexos de Golgi. E também no
final deste estagio que a funcdo do nucléolo € inativada, como indica a

marginalizacao dos centros fibrilares, sinalizando uma presumivel retracdo dos
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genes rRNA do nucléolo. Concomitantemente, a atividade transcricional do

odcito é diminuida (HYTTEL et al., 1997).

Figura 1 — Esquema representativo do desenvolvimento de foliculos ovarianos

pré-antrais e antrais da espécie bovina.

PRE-ANTRAIS ANTRAIS

b .. -l o i)
Oogbnias Foliculo Foliculo Foliculo :
Primordial Primario Secundario Foliculo

Terciério o
Foliculo
Pré-ovulatdrio

Fonte: Adaptado de Araujo et al., 2014.

2.4 POPULACAO FOLICULAR

A populacao de foliculos pré-antrais foi estimada em ovarios de fémeas
bovinas de diferentes idades e racas variando de 143.929 a 285.155 foliculos
em fetos, 76.851 a 109.673 foliculos em novilhas, e 39.438 a 89.577 foliculos em
vacas, Bos taurus indicus e Bos taurus taurus, respectivamente (SILVA-
SANTOS et al., 2011) e a populacéo de foliculos primordiais de vacas de até 24
meses de idade foi estimada em 130.000 foliculos (ERICKSON, 1966). Foi
descrita a populacado folicular ovariana de 37.646 foliculos em cabras, sendo
26.613 primordiais (LUCCI et al.,, 1999); 160.000 foliculos em ovelhas
(DRIANCOURT, 1991); 2.000.000 de foliculos na mulher (ERICKSON, 1986) e,
variacdo de 6.164 a 59.283 foliculos em cadelas adultas, de acordo com

tamanho do animal (LUNARDON et al., 2015). Na espécie equina, estima-se que
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a populacao folicular seja ao redor de 36.000 foliculos por ovario (EVANS;
CONSTANTINESCU; GANJAN, 2007).

A populacao de foliculos presente no ovério € influenciada por diversos
fatores, tais como genética, raca, idade, niveis hormonais, estado reprodutivo,
variagdes individuais e nutricionais do animal (RUSSE, 1983; SCARAMUZZI et

al., 2011; SILVA-SANTOS et al., 2011).

2.5 ATRESIA FOLICULAR

As fémeas de todas as espécies domésticas possuem um estoque finito
de células germinativas, que se estabelece na vida fetal e, em seguida, é
utilizado durante a foliculogénese. Apesar de um grande pool inicial de foliculos,
os foliculos ovarianos que chegam ao estagio ovulatério sdo muito poucos, isso
€ consequéncia do processo natural de atresia (ROTHCHILD, 2003;
HATZIRODOS et al., 2014), que pode ser influenciada por diferentes fatores, tais
como, idade, ciclo reprodutivo, lactagéo, gestacao, hipofisectomia, ovarioectomia
unilateral, hormonios, nutricdo e isquemia. Esse fato tem estimulado o interesse
no desenvolvimento de um sistema de cultivo que seja capaz de manter o
crescimento folicular e evitar esta perda de foliculos pré-antrais (ARAUJO et al.,
2014).

O processo de atresia ocorre principalmente por apoptose (morte celular
programada) das células da granulosa, em resposta a privacdo hormonal e
acomete mais de 99% dos foliculos (MATSUDA et al., 2012). A atresia folicular
nao € igualmente prevalente em todos os estadios de desenvolvimento folicular

(FORTUNE,1994). A atresia pode ocorrer por via degenerativa e/ou apoptotica
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(FIGUEIREDO et al., 1999) e ocorre tanto em foliculos antrais como pré-antrais,
nao estando exclusivamente relacionado com a dominancia folicular (TILLY,
1996; MAGOFFIN et al., 2005). A apoptose no ovario tem um papel fundamental
na limitagdo do numero de foliculos que chegardo a ovulacdo e,
consequentemente, reduz o numero de embrides por fémea (KIESS;
GALLAHER, 1998).

As caracteristicas estruturais e os eventos moleculares da apoptose
diferenciam esse tipo de morte celular da necrose, na qual um grupo de células
morre simultaneamente (TILLY, 1996), enquanto a apoptose sempre ocorre em
uma unica célula circundada por células normais (KUAN; PASSARO, 1998). A
atresia € um processo fisiologico, de duracdo desconhecida, que parece ser um
dos elementos que controla o numero de foliculos selecionados até chegar a
ovulagao.

O processo de atresia usualmente difere entre foliculos pré-antrais
(primordiais, primarios e secundarios) e antrais (terciarios e pré-ovulatorios). Em
foliculos pré-antrais, as primeiras alteracfes indicativas de atresia ocorrem no
odcito, como, por exemplo, retracdo da cromatina nuclear e fragmentacdo
oocitéria, o que desencadeia o processo de eliminacéo irreversivel dos foliculos
ovarianos nesta fase de desenvolvimento (MORITA; TILLY, 1999). E importante
ressaltar que, apdés a formacdo da cavidade antral, ocorre uma alteracdo na
sensibilidade do odcito e das células da granulosa. O aparecimento de células
da granulosa com nucleos picnoticos, onde se observa condensacédo da
cromatina e retracdo nuclear, podem ser considerados como 0s primeiros sinais
morfologicos de atresia, que sao observados predominantemente em células da

granulosa em proximidade da cavidade antral. Posteriormente, fragmentos de
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ndcleos picnoticos ou corpos apoptoticos sdo observados na cavidade antral
(HUGHES; GOROSPE, 1991; TILLY, 1996).

Com a progressao da atresia, pode-se observar uma redu¢do no numero
de camadas das células da granulosa e invasédo do foliculo por fibroblastos e
macréfagos. ApoOs estas drasticas mudancas na camada granulosa, o odcito,
frequentemente, sofre pseudo maturacdo, fragmenta-se e, finalmente, é

eliminado durante os estagios finais de atresia (BYSKOV, 1974).

2.6 MANIPULACAO DE OOCITOS INCLUSOS EM FoLicuLOS OVARIANOS PRE-ANTRAIS

(MOIFOPA)

A MOIFOPA é uma biotécnica que utiliza foliculos ovarianos pré-antrais
para o cultivo folicular in vitro, o qual objetiva promover o crescimento, maturacao
e fecundacdo dos odcitos previamente inclusos em foliculos ovarianos pré-
antrais (FOPA; FIGUEIREDO et al., 2007). Esta biotécnica tem papel importante
tanto na pesquisa basica como na aplicada. Na pesquisa basica, a MOIFOPA
poderd contribuir esclarecendo mecanismos de ativacdo folicular ainda
desconhecidos nos estagios iniciais da foliculogénese. Ja na reproducgédo animal
aplicada, futuramente, o isolamento de FOPA de um ovario e posterior cultivo in
vitro de seus foliculos até o estaddio de maturacdo podera contribuir com a
multiplicacdo de animais de alto valor zootécnico ou em vias de extingcado. Além
disso, a MOIFOPA podera fornecer um grande numero de odcitos de um mesmo
animal, que poderdo ser maturados in vitro e utilizados na padronizacdo de

técnicas como de fecundacéo in vitro (FIV) e clonagem em diversas espécies.
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As recentes melhorias nos métodos disponiveis para o estudo da ativagéo
do foliculo primordial e o conhecimento dos processos celulares e vias de
sinalizacdo abriram novas perspectivas. Contudo, o crescimento de foliculos
primordiais até a maturacdo, dando origem ao odcito viavel, em espécies
domésticas, é um processo longo e exige a compreensao dos efeitos fisioldégicos
e farmacologicos.

Nas ultimas duas décadas, a pesquisa sobre o crescimento in vitro do
foliculo pré-antral e a maturagcdo do odcito tem proporcionado fascinantes
avancos no conhecimento dos processos que regulam o crescimento do foliculo
e a competéncia de desenvolvimento dos odcitos. Estes avangos incluem:
informacdes sobre o papel de varios hormonios e fatores de crescimento na
ativacdo in vitro de foliculos primordiais; maior compreensao da via intracelular
envolvida no inicio do crescimento folicular primordial; crescimento dos foliculos
primarios e secundarios até os estagios antrais; e producédo de embrides a partir
de odcitos de foliculos pré-antrais cultivados in vitro (SILVA et al., 2016).

Alguns estudos realizados com cabras, em cultivo in vitro isolado por 18
dias (MAGALHAES et al., 2011), e com bufalos, em cultivo in vitro isolado por
100 dias (GUPTA et al., 2008), produziram odcitos viaveis permitindo maturacéo
e fecundacdao in vitro, dando origem a embries. Porém, para muitas espécies,
esses resultados in vitro ainda sao limitados, provavelmente devido a falta de
harmonia entre crescimento e diferenciacédo do odcito e células somaticas que o
circundam durante o complexo processo de desenvolvimento do foliculo pré-

antral (Figura 2; SILVA et al., 2016).
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1 Figura 2 — Esquema demonstrando os avancos e desafios que ainda precisam
2 servencidos para obtencdo de odcitos competentes, ao realizar o cultivo in vitro

3 de foliculos pré-antrais.

AVANCOS DESAFIOS

Compreender os mecanismos

de sinalizacdo que controlam a

ativacdo do foliculo primordial
em espécies domésticas

Crescimento degrande
numero de foliculos
primordiais durante o cultivo

Otimizacéo de sistemas de
cultivo para promovero
crescimento in vitro de foliculos
primarios

Proliferacédo de células da
granulosa e crescimento do
odcito durante cultivo in vitro

de foliculos primarios

Desenvolvimento de condi¢des de
cultivo sequenciais para assegurar a
proliferacdo de células de
granulosa, crescimento e maturacéo

Crescimento defoliculos s ; S
de odcitos até a competéncia

secundarios até fases antrais

precoces e desenvolvimento
de numero limitado de odcitos
competentes

5 Fonte: Adaptado de SILVA et al., 2016.

7  2.6.1 Cultivo in vitro de Foliculos Pré-Antrais

9 Trés condi¢cdes basicas devem ser fornecidas pelo modelo de cultivo
10 ideal: manter a viabilidade dos foliculos, preservar sua morfologia pré-existente

11 in vivo e propiciar o crescimento e a maturacdo folicular. No entanto,
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principalmente em animais domésticos, os sistemas de cultivo existentes ainda
atendem parcialmente os pré-requisitos acima citados (FIGUEREDO et al.,
2008). O desenvolvimento de um sistema de cultivo in vitro eficaz é possivel
desde que seja mantida a regulacao entre os fatores inibitérios e estimulatorios
presentes no ovario (NOBREGA JUNIOR et al., 2014).

Outro fator que afeta a capacidade do foliculo em responder aos diversos
estimulos é o substrato com que o foliculo mantém contato. De acordo com o
contato do foliculo com o substrato, pode-se classificar os sistemas de cultivo
em bi ou tridimensionais. No sistema bidimensional, o foliculo se localiza em
cima do substrato, podendo ser cultivado sobre a placa de cultivo, envolto ou
nao por agar, por compostos da matriz extracelular purificados (coladgeno do tipo
I, fibronectina, laminina e matrigel), ou ainda por monocamada de células
somaticas (células da granulosa, fibroblastos e outros componentes do tecido
ovariano; FIGUEIREDO et al., 2008). Ja no sistema tridimensional, o foliculo se
localiza no interior do substrato, ou seja, esta completamente envolto por ele,
portanto, o crescimento do odécito e a proliferacdo das células da granulosa
ocorre de forma radial, iniciando no centro do foliculo. Os substratos mais usados
nesse sistema sdo o colageno do tipo |, o agar (FIGUEIREDO et al., 2008) e,
recentemente, o polissacarideo biocompativel conhecido como hidrogel de
alginato (BRITO et al., 2014; SILVA et al., 2015).

O sistema de cultivo in situ compreende o estudo da ativagao folicular e o
crescimento dos foliculos primarios (SILVA et al., 2004). E um método
considerado facil para cultivar os foliculos e possui a vantagem de manter o
contato celular e a integridade (ABIR et al., 2006). Enquanto que o sistema de

cultivo isolado necessita de métodos para isolar os foliculos presentes no cortex
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ovariano. Os métodos desenvolvidos para o isolamento dos foliculos ovarianos
séo o isolamento mecénico e/ou enzimatico. Os foliculos isolados podem ser
cultivados em um sistema bidimensional ou tridimensional, no primeiro os
foliculos sdo colocados diretamente sob a placa de cultivo ou uma matriz
extracelular, enquanto que o segundo consiste no sistema em que os foliculos
séo totalmente inclusos em uma matriz, capaz de manter a arquitetura original
do foliculo ovariano (FIGUEIREDO et al., 2008).

O desenvolvimento de condicdes in vitro para promover o desempenho
folicular e o estudo da foliculogénese sob as circunstancias in vitro pode ser
essencial para diminuir a atresia folicular geralmente ocorrida in vivo (ALVES et
al., 2013; ARAUJO et al., 2014). Os meios de cultivo, geralmente, tendem a
impedir a atresia folicular, através da inclusdo de diversas substancias, como:
uma fonte de proteina, antibiéticos, antimicoticos, selénio, piruvato, glutamina e
ocasionalmente um ou mais fatores de crescimento como: fator de crescimento
semelhante & insulina (IGF-1), fator de crescimento epidérmico (EGF), activina-
A, factor de diferenciacdo de crescimento- 9 (GDF-9), e fator de crescimento de
fibroblastos (FGF-2), horménios, como: insulina, horménio foliculo estimulante
(FSH), hormoénio de crescimento, horménio estimulante da tiroide (TSH) e
tiroxina e/ou esteroides (tal como o estradiol, testosterona ou androstenediona
(RODRIGUES et al., 2010; ANDRADE et al., 2012; LEITAO et al., 2014).

A técnica do cultivo in vitro € uma biotécnica de alta significancia tanto
para pesquisa basica como para a reproducdo animal. A contribuicdo para a
pesquisa consiste na elucidacdo dos mecanismos presentes na fase pré-antral

da foliculogénese (LIMA; SANTOS, 2010; SANCHEZ; SMITZ, 2012).
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Assim, varias investigacdes no ambito da MOIFOPA contribuiram para o
cultivo in vitro mostrando que durante o controle do desenvolvimento folicular os
hormonios, fatores de crescimento e peptideios estdo envolvidos (RODRIGUES
et al., 2010; SANCHEZ; SMITZ, 2012), e entre eles pode se destacar: o fator de
crescimento epidermal (EGF), o hormdénio foliculo estimulante, o fator de
crescimento e diferenciacdo 9 (GDF- 9), o kit ligand (KL), as proteinas
morfogenéticas Osseas 4, 7 e 15 (BMPs 4, 7 e 15), o fator de crescimento
endotélio vascular (VEGF), o fator de crescimento fibroblastico (FGF), o fator de
crescimento de queratindcitos (KGF), a ativina e peptideo intestinal vasoativo
(VIP), e os fatores de crescimento semelhantes a insulina 1 e 2 (IGFs 1 e 2)

(FIGUEIREDO et al., 2007).

2.6.2 Importancia da Composicédo do Meio de Cultivo Sobre o Desenvolvimento

Folicular in vitro

O principal fator para o sucesso do cultivo in vitro € a composicédo do meio
(ANDRADE et al., 2012; ROSSETTO et al., 2013). Na maioria das espécies, 0
cultivo de FOPA tem sido realizado em meios ja previamente definidos apés
testes experimentais, adicionando substancias em diversas concentragées no
intuito de encontrar o melhor meio para promover o desenvolvimento e manter a
viabilidade folicular. Como exemplo, podem-se citar 0 meio essencial minimo
(MEM; MARTINS et al., 2010), meio Waymouth (BOLAMBA et al., 2002), Meio
199 (M199; CASTRO et al.,, 2014) ou meio McCOY (CASTRO et al., 2014;
DULEBA et al., 2001), suplementados com outras substancias enriquecedoras.

O MEM tem sido utilizado no cultivo de foliculos ovarianos pré-antrais de varias
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espécies como bovinos (ANDRADE et al., 2012), caprinos (SILVA et al., 2004),
murinos (ZHAO et al., 2001) e equinos (HAAG et al., 2013).

A adicdo de um fator de crescimento ao meio de cultivo pode ser a chave
para proteger os foliculos do estresse oxidativo durante a ativacdo e o
desenvolvimento in vitro (RODRIGUES et al., 2010). Contudo, independente do
meio, para que se obtenha sucesso na realizagéo do cultivo a osmolaridade deve
estar entre 280 e 310 mOsm/L e o pH deve estar entre 7,2 e 7,4. Ainda assim, a
duracéo do cultivo depende do objetivo experimental, e pode variar de 1 a 36
dias, dependendo da espécie (FIGUEREDO et al., 2008; RODRIGUES et al.,

2014).

2.7 FATOR DE CRESCIMENTO EPIDERMAL (EGF)

Sabemos que muitos fatores intraovarianos atuam regulando o
desenvolvimento folicular no ovario mamifero. O fator de crescimento epidermal
(EGF) é considerado um polipeptideo pertencente a uma grande familia
composta por diversas substancias [TGF-a, HB-EGF, anfiregulina (AREG),
betacelulina (BTC) e epiregulina (EREG)], que atuam sobre o desenvolvimento
folicular e possuem funcédo mitogénica em diferentes tipos celulares (SOFI et al.,
2011).

Por ser um potente fator mitogénico para ceélulas foliculares e luteais, o
EGF se destaca entre os demais fatores de crescimento (CELESTINO et al.,
2012). Foi inicialmente isolado de glandulas do sub-maxilar de ratos, urina
humana e outras fontes (SOFI et al., 2011). O EGF € produzido pelo odcito e

pelas células da granulosa e possui papel importante na modulacdo da
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foliculogénese ovariana, proporcionando a regulacdo de diversos processos,
incluindo a ativacdo de foliculos primordiais, proliferacdo de células da
granulosa, reducédo da taxa de atresia e manutengdo da viabilidade folicular
(CELESTINO et al., 2009; DEMEESTERE et al., 2005; SILVA et al., 2010).

Estudos realizados com EGF mostraram que, ao ser adicionado ao meio
de cultivo in vitro de foliculos ovarianos pré-antrais, ele induz o aumento do
didmetro dos foliculos em bovinos (GUTIERREZ et al., 2000), reduz os niveis de
atresia, promove o desenvolvimento de foliculos primordiais e mantém a
viabilidade, por até 6 dias de cultivo, em ovinos (HEMAMALINI et al., 2003). Mao
et al. (2004), em estudos realizados com suinos, observaram que a adicao de
EGF ao meio de cultivo, na concentracdo de 10 ng/mL, inibiu a apoptose das
células da granulosa e levou a um aumento da formacéo de antro folicular.

Quando adicionado ao cultivo in vitro de foliculos ovarianos pré-antrais
caprinos, na concentracdo de 50 ng/mL, o EGF estimulou a viabilidade oocitaria
(ZHOU; ZHANG, 2005) e, na concentracdo de 100 ng/mL, beneficiou o
crescimento de odcitos de foliculos primarios (SILVA et al., 2004) e promoveu a
ativagdo de foliculos primordiais e a manutencgéo da viabilidade folicular por até
6 dias de cultivo, em ovinos (ANDRADE et al., 2005).

Em estudos realizados com caprinos, foi demonstrado que, quando
adicionado EGF (1 e 10 ng/mL) ao meio de cultivo, por 7 dias, manteve a
viabilidade dos foliculos ovarianos, bem como, atuou como um potente fator
regulador da fisiologia ovariana, proporcionando a regulacdo de diversos
processos, principalmente, a ativacdo folicular (CELESTINO et al., 2009;

CELESTINO et al., 2011).
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Em equinos, ainda ndo ha trabalhos que relatem os beneficios e/ou
maleficios causados pela adicdo do EGF ao meio de cultivo in vitro de foliculos
ovarianos pré-antrais. No entanto, como citado anteriormente, o uso deste fator
de crescimento adicionado ao meio de cultivo in vitro ja foi testado com sucesso

em outras espécies.
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3. HIPOTESE

O Fator de Crescimento Epidermal (EGF) contribui para o
desenvolvimento dos foliculos ovarianos pré-antrais (FOPA) bovinos, bem como
mantém a integridade folicular, apds 5 ou 10 dias de cultivo in vitro em gel de

agarose (sistema bidimensional).
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4. OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o efeito da adicdo do Fator de Crecimento Epidermal (EGF) no

desenvolvimento de foliculos pré-antrais de fémeas Bos taurus indicus.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Comparar o efeito das diferentes concentragcdes de EGF (50, 100 ou 200

ng/mL) no desenvolvimento de foliculos ovarianos pré-antrais;

- Comparar o desenvolvimento e a integridade folicular, apés 5 ou 10 dias

da adicao de diferentes concentra¢cdes de EGF,;

- Avaliar o desenvolvimento folicular, no sistema bidimensional de cultivo
in vitro, tendo como parametros o crescimento e integridade dos foliculos

ovarianos pré-antrais bovinos por meio de analise histol6gica.
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5. ARTIGO PARA PUBLICACAO

Efeito do Fator de Crescimento Epidermal no desenvolvimento de

foliculos pré-antrais de fémeas Bos taurus indicus cultivados in vitro

REsumMO

O Fator de Crescimento Epidermal (EGF) é considerado um potente fator
mitogénico para as células foliculares. Produzido pelo odcito e pelas células da
granulosa, o EGF possui um papel importante ha modulacéo da foliculogénese
ovariana. O objetivo do presente trabalho foi testar a adicdo de diferentes
concentragbes de EGF ao meio de cultivo in vitro, por 5 ou 10 dias, sobre o
desenvolvimento de foliculos pré-antrais inclusos em fragmentos ovarianos
bovinos. Ovarios (n=10) de fémeas Bos taurus indicus (n=5) foram coletados em
abatedouro local. Fragmentos (n=9) do cortéx ovariano foram obtidos de cada
animal. Um fragmento foi imediatamente fixado (grupo controle; Dia 0), o restante
foi colocado em MEM® (Gibco BRL, Rockville, MD, USA; osmolaridade 300
mOsm/L, pH 7,2) suplementado a 20° C, permanecendo por 1 hora. Os outros
fragmentos foram cultivados in vitro durante 5 (D5) ou 10 dias (D10) em MEM*
ou MEM* acrescido de diferentes concentra¢des de EGF (50, 100 ou 200 ng/mL),
caracterizando 0s seguintes grupos: controle (D0); MEM* (D5); MEM + 50 ng/mL
de EGF (D5); MEM + 100 ng/mL de EGF (D5); MEM + 200 ng/mL de EGF (D5);
MEM* (D10); MEM + 50 ng/mL de EGF (D10); MEM + 100 ng/mL de EGF (D10);
MEM + 200 ng/mL de EGF (D10). Os foliculos pré-antrais foram avaliados por
microscopia Optica e classificados de acordo com a fase de desenvolvimento
(primordial ou em desenvolvimento) e a viabilidade (integro ou degenerado). As
médias foram comparadas pelo teste de Tukey (p < 0,05). Neste experimento,
foram avaliados 2203 foliculos contidos em 720 cortes histolégicos, totalizando
240 laminas e 45 fragmentos ovarianos. O tratamento controle n&o cultivado (DO)
continha predominantemente foliculos pré-antrais nos estagios primordial
(82,8%), alguns primarios e, raramente, foliculos secundarios (17,2%). Houve
um aumento no namero de foliculos em desenvolvimento quando adicionado 100
ng/mL de EGF ao meio de cultivo, por 10 dias (48,4%), quando comparado com
o tratamento controle (17,2%). Desta maneira, concluimos que a adigdo de 100
ng/mL de EGF, por 10 dias, ao meio de cultivo in vitro de foliculos pré-antrais
bovinos foi eficiente em promover o desenvolvimento e manter a integridade
folicular.

Palavras-chave: Bos taurus indicus; Cultivo in vitro; EGF; Foliculos ovarianos
pré-antrais.
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5.1 INTRODUCAO

A técnica do cultivo in vitro é uma biotécnica de alta significancia tanto
para pesquisa basica como para a reproducdo animal. A contribuicdo para a
pesquisa consiste na elucidagdo dos mecanismos presentes na fase pré-antral
da foliculogénese (LIMA; SANTOS, 2010; SANCHEZ; SMITZ, 2012). O cultivo in
vitro de foliculos ovarianos pré-antrais propde investigacdes quanto aos fatores
relacionados ao desenvolvimento, a manutencdo da viabilidade folicular e a
atresia.

Diversas substancias sao adicionadas ao meio de cultivo in vitro com a
intencdo de auxiliar o crescimento folicular, manter a viabilidade folicular e inibir
a atresia. Entre elas podem-se destacar: o fator de crescimento epidermal (EGF),
o horménio foliculo estimulante (FSH), o fator de crescimento e diferenciacéo 9
(GDF- 9), o kit ligand (KL), as proteinas morfogenéticas 6sseas 4, 7 e 15 (BMPs
4, 7 e 15), o fator de crescimento endotélio vascular (VEGF), o fator de
crescimento fibroblastico (FGF), o fator de crescimento de queratindcitos (KGF),
a ativina e peptideo intestinal vasoativo (VIP), e os fatores de crescimento
semelhantes a insulina 1 e 2 (IGFs 1 e 2) (FIGUEIREDO et al., 2007).

Sabemos ainda que muitos fatores intraovarianos atuam regulando o
desenvolvimento folicular no ovario mamifero. O EGF é considerado um
polipeptideo pertencente a uma grande familia composta por diversas
substancias [TGF-a, HB-EGF, anfiregulina (AREG), betacelulina (BTC) e
epiregulina (EREG)], que atuam sobre o desenvolvimento folicular e possuem

funcdo mitogénica em diferentes tipos celulares (SOFI et al., 2011).
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Em estudos anteriores foi demonstrado efeito positivo do EGF sobre a
sobrevivéncia e crescimento folicular na espécie caprina e ovina (ANDRADE et
al., 2005; CELESTINO et al., 2011; SILVA et al., 2010). Este fator de crescimento
exerce papel importante na modulacdo da foliculogénese ovariana,
proporcionando a regulacdo de diversos processos, incluindo a ativagcédo de
foliculos primordiais, proliferacdo de células da granulosa, reducdo da taxa de
atresia e manutengdo da viabilidade folicular (CELESTINO et al.,, 2009;
DEMEESTERE et al., 2005; SILVA et al., 2010). Em cultivo in vitro isolado de 28
dias, realizado com bovinos, o EGF promoveu o aumento do diametro folicular
(GUTIERREZ et al., 2000), e, em suinos, inibiu a apoptose das células da
granulosa e levou a formacao do antro folicular (MAO et al., 2004). Na espécie
caprina, atuou como importante regulador da fisiologia ovariana, proporcionando
a regulacéao de diversos processos, incluindo a ativagao folicular (CELESTINO
et al., 2011). Contudo, ndo ha estudos que incluem o EGF no cultivo in vitro, em
gel de agarose, de foliculos pré-antrais, na espécie bovina.

Neste contexto, o objetivo deste estudo foi avaliar o efeito da adicdo do
Fator de Crecimento Epidermal (EGF) no desenvolvimento de foliculos pré-

antrais de fémeas Bos taurus indicus cultivados in vitro.

5.2 MATERIAL E METODOS

5.2.1 Obtencéo dos Ovarios

Ovaérios (n=10) de fémeas adultas Bos taurus indicus (n=5) ciclicas e com

escore de condicdo corporal variando de 2,5 a 3,5, em uma escala de 0 a 5
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(AYRES et al., 2009), foram coletados em abatedouro local. Os ovérios foram
lavados em dois banhos de solucao fisiolégica 0,9%, seguidos de um banho de
alcool 70%. Depois, foram fragmentados ainda no abatedouro, e transportados
para o laboratério em meio essencial minimo (MEM®, Gibco BRL, Rockville, MD,
USA; osmolaridade 300 mOsm/L, pH 7,2), suplementado com 200 mg/mL de

penicilina e 200 mg/mL de estreptomicina, a temperatura de 20°C, por

aproximadamente 30 minutos.

5.2.2 Protocolo Experimental

Ainda no abatedouro, cada par de ovério foi fragmentado para que se
evitasse a degeneracdo. Foram retirados o tecido circundante e os ligamentos
dos ovarios e evitando o ovario que possuia grandes foliculos antrais e corpo
luteo, foram obtidos fragmentos (n=45), do cortex do ovério, de
aproximadamente 3x3x1 mm. De cada réplica, um fragmento (n=5) foi
selecionado aleatoriamente e imediatamente fixado em Bouin (tratamento
controle nao cultivado, D0). Os fragmentos remanescentes (n=40) do cortex
ovariano foram cultivados individualmente em aliquotas de 700 pL de MEM*
acrescido de sua respectiva concentracdo de EGF (50, 100 ou 200 ng/mL), sobre
gel de agarose, em placas de cultura de 24 pocos, em estufa a 38,5°C, numa
atmosfera de 5 % de CO2 em ar e umidade saturada. O meio base do cultivo era
constituido de meio essencial minimo (MEM®, Gibco BRL, Rockville, MD, USA;
osmolaridade 300 mOsm/L, pH 7,2) suplementado (MEM*) com ITS (insulina
6,25 mg/mL, transferrina 6,25 mg/mL e selénio 6,25 ng/mL), 0,23 mM de

piruvato, 2 mM glutamina, 2 mM de hipoxantina, 1,25 mg/mL de albumina sérica
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bovina (BSA; Gibco BRL, Rockville, MD, USA), 20 Ul/mL de penicilina e 200
mg/mL de estreptomicina. Para cada concentracdo de EGF, fragmentos do
cortex ovariano (n=9) de cada animal (n=5) foram cultivados por 5 (D5) ou 10
(D10) dias (Figura 1). A cada dois dias, o meio de cultivo era totalmente
substituido por meio novo. O periodo de cultivo utilizado foi baseado em estudos
realizados com outras espécies (ANDRADE et al., 2005; CELESTINO et al.,

2009).

5.2.3 Histologia Classica

Para a andlise da morfologia dos foliculos ovarianos os fragmentos do
cortex ovariano (n=45), controle n&o cultivado ou cultivados durante 5 ou 10 dias
de cultivo, foram fixados por imersdo em Bouin durante 24 horas e mantidos em
alcool 70%. Apos a fixacao, os tecidos foram desidratados numa série graduada
de concentragdes crescentes de etanol, clarificados e diafanizados em xilol,
embebidos em parafina e incluidos em blocos de parafina para cortes
histologicos. Subsequentemente, para montagem de laminas para microscopia,
cada bloco foi seccionado a 5 ym de espessura com intervalo de 10 seccgdes,
em microtomo rotativo (Leica®, Wetzlar-Alemanha). As laminas foram coradas
com Acido Periédico de Schiff (PAS) e contracoradas com Hematoxilina. Antes
da coloracédo, as laminas de tecido foram desparafinadas com xilol e, em
seguida, reidratadas utilizando etanol a 70%. Depois disso, permaneceram por
5 minutos em Acido Periodico (Sigma, St. Louis, MO, EUA) e durante 10 minutos

no reagente de Schiff.
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5.2.4 Classificacéo Folicular

Todas as secgdes foram examinadas usando microscopia Optica
(objetivas de 10 e 40x). Os foliculos pré-antrais foram classificados em primordial
(contendo uma camada de células somaticas, conhecidas como células da
granulosa, planas ou achatadas ao redor do oécito), ou em desenvolvimento:
primario (uma unica camada de células da granulosa cuboides em torno do
o0cito), ou secundario (duas ou mais camadas de células granulosas cuboides).
Para avaliar o crescimento folicular, foi realizada a quantificacdo dos foliculos
nas diferentes fases do desenvolvimento (primordiais, primarios e secundarios)
no controle e, apds o cultivo in vitro, nos diferentes tratamentos. Os foliculos
também foram classificados de acordo com sua integridade em: integros,
quando o odcito apresentasse nucleo nao picnético e cercado por células da
granulosa organizadas em camadas; ou degenerado, odcito retraido com nucleo
picnético e cercado por células da granulosa desorganizadas.

Duzentos e cinquenta foliculos foram avaliados por tratamento e duragéo
do cultivo. Ao avaliar as taxas de crescimento folicular, apenas foliculos integros
foram considerados, e as porcentagens de foliculos primordiais, primarios e
secundarios foram calculados no DO (tratamento controle), D5 e D10. Para evitar
a recontagem, os foliculos pré-antrais foram contados apenas na sec¢ao onde o

nucleo do od6cito foi observado.
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5.2.5 Analise Estatistica

Neste experimento, foram avaliados 2203 foliculos (Figura 2) contidos em
720 cortes histolégicos de 240 laminas e 45 fragmentos ovarianos, que foram
obtidos a partir de 5 fémeas bovinas (Bos taurus indicus). Os dados foram
submetidos aos testes de normalidade de residuos (Shapiro-Wilk) e
homogeneidade de variancia (Bartlett). A média de foliculos pré-antrais em
desenvolvimento obtidos nos tratamentos controle e nos tratamentos com
diferentes concentragdes de EGF cultivados por 5 ou 10 dias, respectivamente,
foram submetidos ao teste de Tukey (p < 0,05). Dentro do mesmo tratamento, a
média de foliculos pré-antrais integros em desenvolvimento das amostras
cultivadas por 5 ou 10 dias, respectivamente, foram analisados pelo Teste T-
Student. Todas as andlises foram realizadas com o software Action 3.0.2

(Campinas, SP, Brasil) e os valores considerados significativos quando p < 0,05.

5.3 RESULTADOS

As porcentagens de foliculos primordiais e em desenvolvimento (primarios
e secundarios), integros e degenerados, de tecido cortical ovariano cultivado in
vitro, ap0s 5 ou 10 dias, estdo mostrados na Tabela 1.

Com o prolongamento do tempo de cultivo, o EGF na concentracdo de
100 ng/mL, permitiu que maior quantidade de foliculos estivesse em
desenvolvimento aos 10 dias de cultivo (121; 48,4%), em relacdo ao controle néo
cultivado (43; 17,2 %), enquanto que, aos 5 dias de cultivo, apenas 25,2%

(63/250) dos foliculos estavam em desenvolvimento.
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Com relacdo a integridade folicular, com o uso de 100 ng/mL de EGF,
houve um aumento da proporcdo de foliculos integros em desenvolvimento,
apos 10 dias de cultivo (64; 25,6%), comparado com 5 dias de cultivo (25; 10,0%

- Tabela 2).

5.4 DISCUSSAO

No presente estudo, foi possivel observar uma modificacdo na propor¢céo
de foliculos em desenvolvimento, sugerindo a ocorréncia de ativacéo folicular
durante o cultivo in vitro de fémeas Bos taurus indicus. A concentracao de 100
ng/mL de EGF foi a que apresentou melhores condi¢cdes para o desenvolvimento
folicular e manutencédo da integridade dos foliculos, considerando o periodo de
dez dias de cultivo.

Com a adicdo do EGF ao meio de cultivo in vitro, de foliculos ovarianos
pré-antrais bovinos, foi possivel observar um aumento na porcentagem média
de foliculos em desenvolvimento de cinco dias para dez dias de cultivo. O
desenvolvimento de foliculos pré-antrais in vivo ocorre com foliculos primordiais
presentes na reserva ovariana. Estes foliculos séo ativados e iniciam as divisdes
celulares originando foliculos primarios e posteriormente foliculos secundarios.
Este ultimo é caracterizado pela transformacdo no formato das células da
granulosa de achatadas para cuboides e aumento no numero de camadas de
células envolvendo o odcito (EPPIG; O’BRIEN, 1996; SENEDA; SILVA, 2009).

Observamos que os foliculos pré-antrais, de fémeas Bos taurus indicus,
foram sensiveis ao EGF em cultivo in situ, durante 10 dias, assim como relatado

apos 28 dias de cultivo isolado, em bovinos (GUTIERREZ et al., 2000), ou
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mesmo que o acréscimo de EGF em associacdo nao é eficiente no cultivo in vitro
de foliculos ovarianos pré-antrais de cabras (SILVA et al., 2004), nossos
resultados sugerem uma acao positiva do EGF no cultivo in vitro de foliculos pré-
antrais, tal como relatado por Morbeck et al. (1993) em suinos, uma vez que a
adicao desse fator de crescimento promoveu a ativagao folicular e a proliferagéo
das células da granulosa.

Outros trabalhos também demonstraram a importancia do EGF no
desenvolvimento folicular, associado a outros fatores de crescimento. Andrade
e colaboradores (2005) ao estudarem ovinos, observaram que a adicéo de EGF,
em associacdo com o hormdnio foliculo estimulante (FSH), ao meio de cultivo in
vitro, por 2 ou 6 dias, a uma concentracdo de 100 ng/mL, promoveu a ativacao
dos foliculos, a proliferacdo de células da granulosa e adicionalmente a
manutengao da viabilidade folicular, corroborando com 0s nossos resultados.
Toyoda et al. (2007) afirmaram que o EGF atua na promocdo do
desenvolvimento de diferentes tipos celulares, e ja esta bem estabelecido, em
estudos realizados por Van Den Hurk et al. (2000) que o EGF atua como fator
de sobrevivéncia, tanto in vivo como in vitro.

Considerando somente o periodo de dez dias de cultivo, a concentracéo
de 100 ng/mL de EGF apresentou uma melhor taxa de foliculos em
desenvolvimento e integros, enquanto, as demais concentractes de EGF (MEM,
50 ou 200 ng/mL) testadas neste trabalho apresentaram resultados
estatisticamente semelhantes. Desta forma, constatamos que com a utilizacéo
da concentracdo de 100 ng/mL, até dez dias de cultivo in vitro, foi possivel obter

efeitos benéficos do EGF, pois em comparag¢do com o controle ndo cultivado foi
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0 grupo em que houve uma maior propor¢cdo de foliculos primarios e
secundarios.

Levando em consideracédo o tipo e o tempo de cultivo, bem como a
espécie estudada, ainda nao foi avaliado a acdo exercida pelo EGF em cultivo in
vitro realizado de fragmentos ovarianos, por até 10 dias, em fémeas Bos taurus
indicus. Outros estudos, realizados com bovinos, avaliaram a acdo do EGF no
desenvolvimento folicular de fémeas da raca Holandesa (GUTIERREZ et al.,
2000), o que pode ser um diferencial do nosso estudo.

Foi observado neste experimento que a adicdo de EGF age no
desenvolvimento de foliculos priméarios e secundarios. Essa a¢cdo tem sido
observada por outros autores, 0os quais mencionaram a atividade do EGF na
modulacgéo da foliculogénese, pela atividade mitogénica em células foliculares e
luteais (CELESTINO et al., 2009; SILVA et al., 2010). Mas apesar dos avangos
quanto aos efeitos benéficos dos fatores de crescimento, € importante considerar
a acao dos demais constituintes do meio de cultivo, os quais podem exercer acao
sinérgica com o EGF. Diversos substratos sdo utilizados na suplementacéo do
meio de cultivo, como o piruvato, a hipoxantina, a glutamina, insulina-
transferrina-selénio (ITS), a albumina sérica bovina (BSA) e outros. Os meios
utilizados para o cultivo in vitro sdo compostos ricos em oxigénio, nutrientes e
outros elementos presentes no cortex ovariano (ROSSETO et al., 2012) e todo
este conjunto precisa ser considerado para uma correta compreensdo da
fisiologia folicular.

Contudo, é essencial a utilizacdo de meios de cultivo suplementados com
substancias que promovam uma agao sinérgica ao crescimento folicular, neste

caso, acrescido de 100 ng/mL de EGF conforme este estudo. Indicamos ainda
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que a partir de dez dias de cultivo possivelmente seja necessario aumentar a

concentracédo de EGF acrescentada ao meio de cultivo.

5.5 CONCLUSAO

Pode-se concluir que a adicdo de 100 ng/mL de EGF, por 10 dias, no
sistema bidimensional de cultivo in vitro, em gel de agarose, de foliculos pré-
antrais de fémeas Bos taurus indicus promoveu o desenvolvimento e manteve a

integridade folicular.
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1 Figura 1 — Esquema representativo da distribuicdo dos grupos para cultivo in

2 vitro, com adicao do Fator de Crescimento Epidermal (EGF), na espécie bovina.
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MEM + 200 ng/mL EGF

MEM
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(n=4)

MEM + 50 ng/mL EGF

MEM + 100 ng/mL EGF

MEM + 200 ng/mL EGF
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Figura 2 - Fotomicrografia de cortes histolégicos de ovario Bos taurus indicus
cultivado in vitro por 5 ou 10 dias. Coloracdo de PAS e Hematoxilina (100 e
400X). A — Foliculo Primordial; B — Foliculo Priméario (com uma camada completa
de células da granulosa envolvendo o ooécito); C —Foliculo Primério (com uma
camada completa e inicio de uma segunda camada de células da granulosa
envolvendo o oécito); D — Foliculo Secundéario (com duas camadas completas

de células da granulosa envolvendo o odcito; seta).
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Tabela 1 - Efeito da suplementacdo com Fator de Crescimento Epidermal (50,

2 100 ou 200 ng/mL) sobre a porcentagem média de foliculos pré-antrais totais

3 (integros e degenerados; primordiais e em desenvolvimento) em fragmentos

4  ovarianos Bos taurus indicus, cultivados por 5 ou 10 dias.

GRUPOS

FOLICULOS PRE-ANTRAIS TOTAIS

CONTROLE (D0)

Primordiais % (n/N)

82,8 (207/250)

Desenvolvimento % (n/N)

17,2 (43/250) A

Tempo de Cultivo
MEM
EGF 50
EGF100

EGF 200

5 dias
75,2 (188/250)
70,8 (177/250)
74,8 (187/250)

80,0 (200/250)

10 dias
67,6 (169/250)
65,9 (164/250)
51,6 (129/250)

70,8 (177/250)

5 dias
24,8 (62/250)
29,2 (73/250)
25,2 (63/250)

20,0 (50/250)

10 dias
32,4 (81/250)
34,4 (86/250)

48,4 (121/250) B

29,2 (73/250)

5 (A, B, C) diferem a 5% de significancia (Controle, MEM, EGF 50, EGF 100 e EGF 200) em 10 dias de cultivo.
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Tabela 2 — Efeito da suplementacdo com Fator de Crescimento Epidermal (50,
2 100 ou 200 ng/mL) sobre a porcentagem média de foliculos pré-antrais integros
3 (primordiais e em desenvolvimento - primérios e secundarios) em fragmentos

4  ovarianos Bos taurus indicus, cultivados por 5 ou 10 dias.

GRUPOS FOLICULOS PRE-ANTRAIS INTEGROS
Primordiais % (n/N) Desenvolvimento % (n/N)
CONTROLE (DO0) 72,4 (181/250) 27,6 (69/250)
Tempo de Cultivo 5 dias 10 dias 5 dias 10 dias
MEM 44,8 (112/250) 38,0 (95/250) 14,0 (35/250) 17,2 (43/250)
EGF 50 37,6 (94/250) 37,6 (94/250) 12,8 (32/250) 20,0 (50/250)
EGF100 46,8 (117/250) 21,6 (54/250) 10,0 (25/250) A 25,6 (64/250) B
EGF 200 52,4 (131/250) 33,2 (83/250) 11,6 (29/250) 18,0 (45/250)
5 (A, B, C) diferem a 5% de significancia entre a proporgao de foliculos pré-antrais integros em desenvolvimento (D5 versus

6 D10).
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6. CONCLUSOES

A adicdo de 100 ng/mL de EGF no desenvolvimento de foliculos pré-
antrais de fémeas Bos taurus indicus, por 10 dias no sistema bidimensional de
cultivo in vitro em gel de agarose, promoveu o desenvolvimento e manteve a
integridade folicular.

Com base nos estudos realizados, torna-se evidente a grande importancia
do Fator de Crescimento Epidermal (EGF) para a foliculogénese ovariana, uma
vez que o EGF exerce papel importante na regulacdo de diversos processos,
incluindo a ativacdo de foliculos primordiais, proliferacdo de células da
granulosa, reducdo da taxa de atresia e manutencédo da viabilidade folicular.
Porém, ainda sao necessarios mais estudos para aprimorar a técnica de cultivo
in vitro para que no futuro préximo essa técnica possa ser utilizada com sucesso

em larga escala.





