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RESUMO - Este trabalho teve como objetivo avaliar o efeito do hormdnio foliculo estimulante recombinante
(FSHr) sobre o desenvolvimento in vitro de foliculos pré-antrais (FOPA) caprinos e ovinos isolados. Foliculos
pré-antrais (= 150 um) foram isolados de fragmentos do cértex ovariano de cabras e ovelhas e cultivados
individualmente por 24 dias em o-MEM suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB), 1% de insulina-
transferrina-selénio (ITS), 1% de antibiéticos e 50 pg/mL de 4cido ascérbico, na auséncia (controle) ou presenca
de FSHr (100 ou 1000 ng/mL), a 39 °C com 5% de CO, em ar. Durante o cultivo avaliou-se a morfologia, o
crescimento folicular e a formacdo de antro. Foi observado que, na espécie caprina, o cultivo com FSHr
apresentou percentuais de foliculos morfologicamente normais semelhantes ao controle até o 12° dia de cultivo
(P>0,05), ocorrendo uma reducdo deste parametro no 18° dia (P<0,05) somente no tratamento com 1000 ng/mL
de FSRr. Na espécie ovina, o percentual de foliculos morfologicamente normais foi semelhante em todos os
tratamentos, observando-se um decréscimo a partir do 12° dia (P<0,05). Com relacdo ao desenvolvimento
folicular, em caprinos, a adicdo de FSHr aumentou a taxa de crescimento em relacdo ao controle (P<0,05).
Entretanto, em ovinos, isso s6 foi observado no tratamento com 1000 ng/mL de FSHr. No que se refere a
formacao de antro, em ambas as espécies, ndo houve diferenca significativa entre os tratamentos com FSHr e o
controle. Quanto a andlise da configuracdio da cromatina, todos os odcitos permaneceram em estddio de vesicula
germinativa. Assim, pdde-se concluir que FOPA caprinos e ovinos sdo capazes de manter a sobrevivéncia e o
crescimento in vitro até o estddio antral na auséncia de FSH. Contudo, este hormdnio teve um papel importante
na taxa de crescimento folicular em ambas as espécies.
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ABSTRACT - The aim of this work was to evaluate the effects of recombinant follicle stimulating hormone
(rFSH) on the in vitro development of isolated caprine and ovine preantral follicles. Preantral follicles (> 150
micron) were isolated from fragments of goats and sheeps ovarian cortex and individually cultured for 24 days in
o-MEM supplemented with 10% fetal calf serum (FCS), 1% insulin-transferrin -selenium (ITS), 1% antibiotics
and 50 mg / mL ascorbic acid, in the absence (control) or presence of FSHR (100 or 1000 ng / mL) at 39 ° C with
5% CO?2 in air. Follicular morphology, growth and antral cavity formation were assessed throughout the culture.
The results showed that addition of rFSH to the medium had no effect on the percentages of caprine
morphologically normal follicles until day 12 as compared with the control, but a decrease was observed on day
18 with the use of the hormone (p<0.05) only rFSH (1000 ng/mL). Regarding ovine follicles, percentages of
normal follicles were significantly reduced from day 12 onwards in all treatments, which led to similar results.
Growth rates were increased in caprine follicles by use of rFSH (100 and 1000 ng/ml) in comparison to the
control (p<0,05). In ovine follicles, such effect was observed only when rFSH was used at 1000 ng/ml. With
respect to antral cavity formation, no diference among treatments was observed for both species. The analysis of
chromatin configuration revealed that all oocytes remained at the germinal vesicle stage. In conclusion, caprine
and ovine preantral follicles are capable to survive and develop to the antral stage in vitro without FSH.
However, this hormone is important for increasing follicular growth rates in both species.
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INTRODUCAO

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

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

A eficiéncia do cultivo de FOPA pode ser afetada
por diferentes fatores, tais como atmosfera gasosa,
periodo de cultivo, tipo de meio e suplementos
adicionados. Um suplemento bastante utilizado no
meio de cultivo de FOPA € o soro fetal bovino
(SFB), o qual é composto por diversas substancias
como proteinas, carboidratos, aminoacidos, fatores
de crescimento e hormonios (Picton et al. 2008),
além de ser uma fonte de precursores para a sintese
de esteréides (Hulshof et al. 1995). Estudos tém
demonstrado que o SFB mantém a sobrevivéncia de
FOPA suinos (Telfer et al. 2000), além de promover
a ativagdo de FOPA humanos (Wright et al. 1999) e
a formacao de antro em FOPA ovinos (Cecconi et al.
1999).

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

MATERIAL E METODOS

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

Foram utilizados 60 ovdarios oriundos de cabras
(n=30) e ovelhas (n=30) adultas sem raca definida
(SRD), provenientes de abatedouros locais.
Imediatamente ap6s o abate, os ovarios foram
lavados em dlcool a 70% e, em seguida, duas vezes
em Meio Essencial Minimo (MEM) acrescido de
HEPES e antibiéticos (75 mg/L de penicilina e 50
mg/LL.  de estreptomicina), no qual foram
transportados ao laboratério a 4 °C em até 1 h.

Ap6s remogdo do tecido adiposo, ligamentos e
medula, o cértex ovariano foi fragmentado (1-2 mm)
com auxilio de um bisturi sob condi¢cdes estéreis.
Destes fragmentos, FOPA intactos (150-250 pum)
foram isolados mecanicamente com o auxilio de um
estereomicroscopio (SMZ 645 Nikon, Téquio,
Japdao) a um aumento de 20X, utilizando-se agulhas
de calibre 26 G acopladas a seringas de insulina.
Foliculos com o odcito visivel, circundado por
células da granulosa e uma membrana basal intacta,
e sem cavidade antral foram selecionados para o
cultivo.

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

Durante todo o periodo de cultivo, o crescimento
folicular foi avaliado de acordo com o aumento do
diametro e com a formagdo da cavidade antral, a
qual foi definida como uma 4area clara dentro das
camadas de células da granulosa. O didmetro
folicular foi avaliado a cada seis dias com auxilio de
uma ocular micrométrica acoplada ao
estereomicroscopio, sendo calculado como a média
de duas medidas ortogonais (horizontal e vertical).
Os foliculos foram analisados de acordo com seu
aspecto morfolégico, sendo considerados vidveis
aqueles que se apresentaram translicidos, com
membrana basal intacta, células da granulosa
circundantes homogéneas e brilhantes, e sem sinais
de degeneracdo (contorno irregular, escurecimento
do odcito e/ou células da granulosa e reducdo do
diametro).

Ao final do periodo de cultivo, os o6citos foram
recuperados dos foliculos com auxilio de agulhas 26
G, aspirados e lavados duas vezes em meio TCM199
contendo HEPES (TCM199H), suplementado com
piruvato e 10% SFB. Em seguida, os odcitos foram
cultivados por 26 horas em gotas de 50 pL de meio
de MIV, constituido por TCM199 com bicarbonato
(TCM199B), suplementado com 5 pg/mL de FSHr,
Sug/mL de LH, lpug/mL de 17B-estradiol, 1 ng/mL
de fator de crescimento epidermal (EGF), 20% de
SFB e 0,23 mM de piruvato. O cultivo foi realizado
em placas (35 x 15 mm) sob 6leo mineral, em estufa
contendo 5% de CO, em ar a 39°C.

Ap6s o periodo de incubacdo, os odcitos foram
desnudados das células do cumulus por repetidas
pipetagens, lavados em TCM199H, colocados entre
uma lamina e uma laminula e fixados em uma
solucdio de etanol e acido acético (3:1) por 24 h.
Ap6s esse periodo, os odcitos foram corados com
lacmoide e observados sob microscopio 6tico para
avaliacdo da configuracdo da cromatina.

A taxa de recuperac@o dos odcitos foi calculada da
seguinte forma: o ndmero total de odcitos
selecionados (=110um) para a maturacio in vitro
(MIV) dividido pelo nimero total de foliculos pré-
antrais cultivados.
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Os dados de morfologia, formagdo de antro e
maturagdo ap6s o cultivo in vitro foram comparados
pelo teste de Qui-quadrado e os resultados foram
expressos como percentuais. Os dados de taxa de
crescimento que apresentaram distribuicdo normal e
homocedasticidade foram submetidos a ANOVA
seguida do teste t de Student para comparacdo das
médias (SAS, 1999). Os resultados foram expressos
como média + erro padrdo da média (EPM), e as
diferencas foram consideradas significativas quando
P<0,05.

RESULTADOS

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

As percentagens de FOPA morfologicamente
normais caprinos e ovinos ap6s o cultivo in vitro sdo
mostradas nas figuras 2 e 3, respectivamente. Com
relacdo a espécie caprina, até o 12° dia de cultivo, o
percentual de foliculos morfologicamente normais
foi similar nos diferentes tratamentos (P>0,05).
Entretanto, no 18° dia, esse percentual foi
significativamente inferior no grupo tratado com
FSHr na concentracio de 1000 ng/mL quando
comparado ao grupo controle (P<0,05). No grupo
tratado com 100 ng/mL. de FSHr, houve uma
reducdo do percentual de foliculos
morfologicamente normais apenas do dia 0 para o
dia 6 e do dia 6 para o dia 12 (P<0,05), enquanto
que, no grupo tratado com 1000 ng/mL de FSHr,
essa redugdo ocorreu de forma significativa (P<0,05)
apenas do dia 0 para o dia 6. No grupo controle, foi
observada queda significativa do percentual de
foliculos morfologicamente normais somente do dia
0 para o dia 6 (Figura 2). Na espécie ovina, o
percentual de foliculos morfologicamente normais
foi semelhante entre todos os tratamentos em cada
dia (P>0,05). Houve reducdo significativa desse
percentual nos grupos tratados com FSHr (P<0,05)
no 12° dia de cultivo (Figura 3).

No que se refere ao desenvolvimento folicular, a
adi¢do de FSHr em ambas as concentragdes testadas
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Figura 1. Foliculo morfologicamente normal, translicido, com membrana intacta e células da granulosa circundantes
homogéneas e brilhantes (A), foliculos degenerado, com contorno irregular, escurecimento do odcito e células da granulosa,
perda da integridade da membrana e reducdo do didmetro (B). (aumento de 20X)
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Figura 2. Percentual de foliculos caprinos morfologicamente normais no grupo controle e nos grupos cultivados nas
diferentes concentracdes de FSHr.
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Figura 3. Percentual de foliculos ovinos morfologicamente normais no grupo controle e nos grupos cultivados nas diferentes
concentracdes de FSHr.
a. b, c diferem entre os dias dentro do mesmo grupo (P<0,05).
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aumentou significativamente a taxa de crescimento
de FOPA caprinos quando comparado ao controle
(Figura 4). Na espécie ovina, esse aumento somente
foi observado no grupo tratado com FSHr na
concentragdo de 1000 ng/mL com relagdo ao
controle (P<0,05).

O efeito da adicdo de FSHr ao meio de cultivo de
FOPA caprinos e ovinos sobre o desenvolvimento da
cavidade antral estd descrito na Figura 5. Os
primeiros foliculos antrais foram observados no 6°
dia de cultivo tanto no grupo controle como nos
tratamentos com FSHr. Com relagdo a taxa de
formacdo de antro, em cada espécie, ndo foi
observada  diferenga  significativa entre  o0s

tratamentos (P>0.05).

A Figura 6 mostra o percentual de o6citos destinados
a MIV ap6s cultivo in vitro na auséncia ou presenga
de FSHr. Nao foi observada diferenca significativa

entre os grupos tratados com FSHr e o grupo
controle em relagdo aos percentuais de odcitos
recuperados com didmetro > 110 um (P>0,05). Além
disso, foi verificado que, apds o periodo de cultivo
para a MIV, todos os odcitos apresentaram-se
morfologicamente normais e em estddio de vesicula
germinativa (Figura 7).

DISCUSSAO

No presente trabalho, foi avaliado o efeito do FSH
sobre o cultivo in vitro de FOPA de pequenos
ruminantes, uma vez que diversos trabalhos tém
mostrado efeitos positivos desse hormdnio no
crescimento  folicular em diversas espécies
(humanos: Telfer et al. 2008, murinos: Cecconi et al.
2004, bubalinos: Gupta et al. 2008, suinos: Wu &
Tian 2007).
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Figura 4. Taxa de crescimento didrio de FOPA caprinos e ovinos durante 18 dias de cultivo.
a, b diferem entre os grupos dentro da mesma espécie (P<0,05).
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Figura 5. Efeito do FSHr sobre o percentual de formag&o de antro apds cultivo de FOPA caprinos e ovinos por 18 dias.
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Figura 6. Taxa de recuperagio de odcitos com crescimento completo oriundos de foliculos pré-antrais cultivados in vitro.

Figura 7. Odcito morfologicamente normal com vesicula germinativa intacta (aumento de 1000 x). VG — vesicula

germinativa, N-nucléolo.

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

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

Cecconi et al. (1999), ao cultivarem FOPA ovinos
isolados na presenca de FSHp na concentracio de
1000 ng/mL associado ao SFB, obtiveram uma taxa
de sobrevivéncia folicular de aproximadamente 93%
apos seis dias de cultivo. Nossos resultados foram
similares (94%) nesse mesmo periodo utilizando
essa mesma concentracdo de FSHr, porém o mesmo
ndo ocorreu com caprinos (32%). Nesta espécie, 0s
melhores resultados foram verificados com a
concentracdo de 100 ng/mL (54%). Com relacio ao
desenvolvimento folicular, em FOPA caprinos, o
FSHr promoveu um aumento significativo da taxa de
crescimento didrio em relagdo ao controle em ambas
as concentracdes testadas, enquanto em FOPA
ovinos, esse resultado foi observado apenas no grupo
tratado com 1000 ng/mL de FSHr . Esses resultados
estio de acordo com outros estudos que t€m
demonstrado que o FSH exerce importante papel no
crescimento in vitro de FOPA (Campbell et al. 2004;
Silva et al. 2004; Wu et al. 2007; Matos et al. 2007).
Por outro lado, Rajarajan et al. (2006), utilizando
uma concentracio fixa de FSHp no cultivo in vitro
de FOPA caprinos isolados por no maximo 6 dias
ndo observaram efeitos significativos deste hormonio
sobre o desenvolvimento folicular. No presente
trabalho, os tratamentos com FSHr promoveram um
crescimento acelerado dos foliculos, o que pode
também ter ocorrido devido a presenga de SFB no
meio de base. Cecconi et al. (1999) obtiveram um
rapido crescimento folicular utilizando 10% de SFB
durante o cultivo in vitro de FOPA ovinos. Além
disso, o cultivo in vitro de FOPA isolados de ovarios
de fetos bovinos é mais efetivo em relagdo ao
aumento do didmetro folicular quando se utiliza SFB
que outras fontes de macromoléculas como BSA ou
KnockoutSR , um suplemento definido sintético
substituto do soro que também pode ser utilizado no
cultivo embriondrio e na fertilizagdo in vitro. (Basso
et al. 2007). Entretanto, a identificacdo dos
diferentes fatores de crescimento e proteinas
presentes no soro que s30 essenciais para o
crescimento folicular ainda é um desafio. De fato, o
soro contém numerosas proteinas conhecidas e
desconhecidas que podem interagir com outros
componentes adicionados ao meio (Demeestere et al.
2005).

As espécies aqui estudadas se comportaram de forma
diferente, uma vez que foi observado que a
concentracdo de 100 e 1000 ng/mL aumentou a taxa
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de crescimento em foliculos caprinos e ovinos,
respectivamente. Isto ocorreu provavelmente pelo
fato de que os niveis necessdrios desta gonadotrofina
para o crescimento folicular sdo diferenciados entre
as espécies. Estima-se que a concentracdo plasmatica
de FSH in vivo na fase estral varia em torno de 250
ng/mL na espécie caprina (Rodello, 2004) e 2000
ng/mL na espécie ovina (Campbell et al. 2009).

Com relacdo a formacdo de antro, foram obtidos no
presente estudo, taxas de até 58% e 72% em
caprinos e ovinos, respectivamente. Contudo, nao foi
observada diferenga  significativa entre  os
tratamentos, em ambas as espécies. Newton et al.
(1999) obtiveram uma taxa de 7% de formacdo de
antro apods cultivo in vitro de FOPA ovinos na
auséncia de FSH, além disso, a formacdo de
cavidade antral também foi observada em FOPA
humanos cultivados sem gonadotrofinas (Wu et al.
1998).

No presente trabalho, em ambas as espécies, o
percentual de odcitos destinados a MIV (=110 pm)
foi semelhante entre os tratamentos testados. Além
disso, todos os o06citos destinados a MIV
permaneceram em estddio de vesicula germinativa e
apresentaram-se morfologicamente normais. Este
fato corrobora com Daniel et al. (1989), os quais
mostraram que odcitos sdo capazes de continuar seu
crescimento por até 12 dias de cultivo na auséncia de
FSH. Ademais, Eppig et al. (1998) relataram que a
adi¢cdo de FSH no co-cultivo in vitro de células da

granulosa e complexos cumulus-o6cito  ndo
influenciou a competéncia meidtica.
Frente as mesmas condi¢gdes de cultivo, o

desempenho de FOPA ovinos foi superior ao de
FOPA caprinos em todos os parametros avaliados,
exceto na taxa de crescimento diario. De fato,
diversos estudos com FOPA ovinos t€m sido
realizados com sucesso (Cecconi et al. 1999,
Hemamalini et al. 2003, Talmimani et al. 2007).
Nesta espécie odcitos meioticamente competentes ja
foram obtidos apds cultivo in vitro de FOPA
(Arunakumari et al. 2007, Tamilmani et al. 2007), o
que ainda ndo foi alcancado na espécie caprina.
Resultados ainda mais satisfatérios foram relatados
por Salle et al. (2002, 2003), que obtiveram o
nascimento de crias ap6s autotransplante de ovdarios
criopreservados. As diferencas espécie-especificas
envolvem diversos aspectos, tais como: o tempo total
para completar a foliculogénese e a oogénese;
tamanho dos foliculos e dos odcitos maturos e as
diferencas entre as fontes, concentracdes e efeitos
dos fatores de crescimento que modulam o
desenvolvimento dos foliculos e odcitos (Picton et
al. 2008).
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Diante do exposto, pode-se concluir que FOPA
caprinos e ovinos sdo capazes de manter a
sobrevivéncia e o crescimento in vitro até o estadio
antral na auséncia de FSH. Contudo, o FSHr teve um
papel importante no aumento da taxa de crescimento
folicular em ambas as espécies.
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