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CULTIVO IN VITRO DE FOLICULOS PRE-ANTRAIS ISOLADOS
A PARTIR DE OVARIOS DE VACAS ZEBUINAS (Bos taurus indicus)
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Soénia Nair Bao®, Carolina Madeira Lucci*

RESUMO

Dentre as biotecnologias da reprodugao, a
manipulagéo de foliculos pré-antrais tem sido vista
como uma alternativa para a preservagao de
gametas femininos, uma vez que possibilita o iso-
lamento e o cultivo de um grande numero de ové6-
citos. Assim, o presente estudo teve por objetivo
avaliar o crescimento in vitro de foliculos isolados
a partir de ovarios de vacas zebuinas. Os foliculos
foram isolados mecanicamente e cultivados por 4
dias utilizando-se o meio Waymouth MB 752/1
suplementado com piruvato, I-glutamina, hipoxan-
tina, insulina, transferrina, selénio, acido ascaorbico,
soro fetal bovino e eCG. Apds o periodo de cultivo,
os foliculos passaram de 61,0 £ 18,5 (DO) para
86,2 + 29,6 mm (D4) de didmetro. Dos 78 foliculos
pré-antrais analisados 83,5% apresentavam-se
morfologicamente normais no ultimo dia de cultivo,
enquanto 11,5% mostravam-se degenerados e 5%
rompidos. Um total de 23 foliculos foi processado
para analise por microscopia de luz. Pela obser-
vagao de figuras mitoticas constatou-se que 47,8%
dos foliculos apresentavam proliferacao das células
da granulosa. Em concluséo, este estudo mostrou
que foliculos pré-antrais isolados a partir de ovarios
de vacas zebuinas podem crescer in vitro.

Palavras-chave: Crescimento folicular, proliferacao
celular, células da granulosa, bo-
vino.

INTRODUCAO

Nos ultimos anos, a manipulacéo de foli-

culos pré-antrais tem recebido atengao da comu-
nidade cientifica. Dentre os procedimentos empre-
gados nesta biotécnica citam-se o isolamento foli-
cular e o cultivo in vitro, que podem ser utilizados
como uma alternativa para a multiplicagao de ani-
mais de elevado valor genético, bem como daque-
les em via de extingdo.

A populagao de foliculos pré-antrais é vasta
em todas as fémeas mamiferas, correspondendo
a cerca de 90% da populagao total de foliculos
presentes no ovario (SAUMANDE, 1991). Especi-
ficamente em vacas, o numero de foliculos pré-
antrais em um unico ovario foi estimado em 130.000
para ragas européias (ERICKSON, 1966) e 70.500
para zebuinas (LUCCI et al., 2002). No entanto,
apesar da grande populagao de foliculos ovarianos
99% deles ndo chegam a ovular, mas morrem por
atresia (SAUMANDE, 1991). A atresia, apesar de
ser um processo natural reduz significativamente o
potencial reprodutivo da fémea. A fim de proteger
0 maior numero possivel de foliculos, antes que
sejam atingidos pela atresia faz-se necessario
retira-los do ambiente ovariano e cultiva-los in vitro.
Um método bastante eficiente para o isolamento
consiste na utilizacao do tissue chopper, que pro-
porciona 93,5% de foliculos pré-antrais morfologi-
camente normais apos isolamento e analise por
microscopia de luz (LUCCI et al., 2002).

Com relagao ao cultivo in vitro, apesar de
estar sendo estudado em diferentes espécies ani-
mais ha relato de desenvolvimento completo in vitro
apenas em camundongos (EPPIG; O'BRIEN.,
1996). Em bovinos, os primeiros estudos sobre cul-
tivo in vitro de foliculos pré-antrais ocorreram na
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década de 90 (FIGUEIREDO et al., 1994; NUTTIN-
CKetal., 1996; KATSKA; RYNSKA, 1998). Alguns
autores testaram com sucesso o efeito de fatores
de crescimento e horménios no desenvolvimento
folicular (HULSHOF et al., 1995; NUTTINCK et al.,
1996; WANDJI et al., 1996; GUTIERREZ et al.,
2000; TELFER et al., 2000), e a adi¢cao de substan-
cias nutritivas e anti-oxidantes ao meio de cultivo,
tais como acido ascorbico, piruvato, glutamina, hi-
poxantina, transferrina e selénio (FIGUEIREDO et
al., 1994; KATSKA et al., 2000; SAHA et al., 2000;
THOMAS et al., 2001) é uma constante. O melhor
resultado relatado na espécie bovina até o momento
foi a formacgao de antro (GUTIERREZ et al., 2000;
ITOH et al., 2002). E importante ressaltar que os
animais utilizados nos trabalhos citados eram de
ragas européias.

E bem sabido que existem diferencas entre
bovinos europeus e zebuinos no tocante a repro-
ducao, incluindo aspectos relacionados a dinamica
folicular (FIGUEIREDO et al., 1995) e as caracte-
risticas quali- quantitativas da populagao folicular
(VETROMILA et al., 1995). No Brasil, os bovinos
zebuinos ocupam uma larga faixa do rebanho de
corte (CRUDELI et al., 1991) e por isso ha um
grande interesse em otimizar a reprodugéo e a
producao desses animais tao importantes para a
economia do pais. Assim, o presente estudo teve
como objetivo testar um método de cultivo in vitro
de foliculos pré-antrais em vacas zebuinas.

MATERIAIS E METODOS

Utilizou-se ovarios de vacas zebuinas pro-
venientes de um abatedouro local, os quais foram
coletados imediatamente apds o abate e imersos
em solugao fisiolégica. Transportados ao labora-
tério a temperatura de 30-34°C, lavados em alcool
70% e submetidos a dois banhos sucessivos em
solucao salina. Puncionaram-se os foliculos antrais
e eventuais corpos luteos e albicans retirados.

O procedimento utilizado para isolar os foli-
culos ovarianos pré-antrais foi baseado no método
descrito por Lucci et al. (2002), que consiste resu-
midamente em: 1) corte do tecido ovariano em pe-
quenos fragmentos com auxilio do tissue chopper?
regulado para a realizagdo de cortes seriados a
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intervalos de 125 pm; 2) dissociagdo mecanica dos
fragmentos obtidos utilizando-se pipetas Pasteur de
1600 e 600 um de didmetro, e 3) separagdo meca-
nica dos foliculos isolados do restante dos frag-
mentos ovarianos com auxilio de filtros de nailon
de 500 e 100 ym.

A suspenséo de foliculos em solugéo de
tampéo fosfato-salina (PBS) resultante deste pro-
cesso foi levada ao microscoépio invertido para ana-
lise e selecao dos foliculos a serem colocados em
cultivo. Foliculos primarios e secundarios que se
apresentavam intactos e sem sinais de degenera-
¢ao visiveis apds o isolamento foram selecionados
e 78 colocados em cultivo.

O meio de cultivo consistiu de Waymouth
MB 752/1° suplementado com piruvato® (0,23 mM),
[-glutamina® (2 mM), hipoxantina® (2 mM), ITSP
(insulina, transferrina e selénio — 6,25 pg/ml, 6,25
pg/ml, 6,25 ng/ml), acido ascoérbico® (100? pm/ml),
penicilina® (100? pg/ml), estreptomicina® (50? ug/
ml), 5% de soro fetal bovino® e 10 mUI de eCG®.

Os foliculos selecionados foram cultivados
por 4 dias em uma matriz tridimensional de gel de
colageno Tipo I¢, em placas de 4 pogos, em estufa
a 38 °C com atmosfera umidificada contendo 5%
de CO,em ar. O meio de cultivo foi substituido por
meio fresco a cada 48 horas.

A avaliagao dos foliculos ovarianos ocorreu
a cada 2 dias sendo seus didmetros medidos (au-
mento de 500x) e classificados como saudaveis ou
em degeneracgao (foliculos escuros e disformes)
de acordo com sua aparéncia morfolégica. No 4°
dia 23 foliculos foram processados para avaliacao
por microscopia de luz.

Para a avaliagao por microscopia de luz
foi utilizada a técnica de histo-resina. Os foliculos
fixados (em grupos de 3 ou 4) em paraformaldeido
a4% em PBS por 1 hora a 37 °C, desidratadas em
concentragoes crescentes de alcool e embebidas
em resina plastica’. Os blocos de resina secciona-
dos a espessura de 2-3 um e os cortes contendo
foliculos corados com azul de toluidina.

Os dados de didmetro folicular nos Dias 0,
2 e 4 foram submetidos a Andlise de Variancia e
as médias comparadas pelo teste PLSD de Fisher.
A porcentagem de foliculos degenerados e rompi-
dos foi comparada a porcentagem de foliculos nor-
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mais pelo teste do Qui-quadrado. Fez-se as anali-
ses pelo programa Stat-View (Windows) e consi-
deradas significativas quando P<0,05.

RESULTADOS

Os foliculos pré-antrais apresentaram dia-
metro médio de 61,0 + 18,5 um no DO, 77,8 £ 23,1

um no D2, e 86,2 + 29,6 um no D4 (Figura 1). Dos
78 foliculos pré-antrais analisados, 83,5% mani-
festavam-se morfologicamente normais no ultimo
dia de cultivo, enquanto 11,5% mostravam-se dege-
nerados e 5%, rompidos. Considerando apenas os
foliculos que se apresentavam normais no D4, a
taxa de crescimento folicular média foi de 15,0 ym
de DO a D2 e de 10,9 um de D2 a D4.
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Figura 1. Crescimento folicular médio de ovario de vacas zebuinas durante os 4 dias de cultivo in vitro. a,b — letras diferentes indicam

diferenca significativa (P<0,001)

Na analise por microscopia de luz foi possi-
vel observar figuras mitéticas nas células da gra-
nulosa de 47,8% (11/23) dos foliculos ovarianos
cultivados por 4 dias (Figura 2), indicando prolife-
ragdo celular. O nucleo do ovécito pode ser visua-

lizado apenas em alguns foliculos analisados
(Figura 3). Este fato pode ter ocorrido devido a
problemas durante a realizagdo dos cortes his-
toldgicos, levando a uma perda dos cortes conten-
do os ovdécitos.

L

Figura 2. Imagens mitéticas (setas) na camada granulosa de um foliculo ovarico pré-antral de vaca zebuina ap6s 4 dias de cultivo in

vitro. 1250x. Coloragéo: Azul de toluidina.
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Figura 3. Foliculo ovarico de vaca zebuina pré-antral morfologicamente normal apos 4 dias de cultivo in vitro, apresentando ovécito (O)
com nucleo (*), células da granulosa (G) e membrana basal (ponta de seta). 700x. Coloragao: Azul de toluidina.

DISCUSSAO

No presente estudo observou-se o cresci-
mento de foliculos pré-antrais de ovarios zebuinos
cultivados in vitro por 4 dias. De acordo com Figuei-
redo et al. (1994), o aumento do didmetro folicular
pode ser causado pelo crescimento do ovaécito e/
ou pela multiplicacdo das células da granulosa. Na
investigagéo proposta foi constatada a presenca
de figuras mitoéticas nas células da granulosa, o
que leva a crer que o crescimento observado foi
devido a proliferagéo destas células. Este dado esta
de acordo com Braw-Tal; Yossefi (1997), os quais
relataram que enquanto o crescimento de foliculos
antrais se deve principalmente a aquisi¢cdo e expan-
séo da cavidade antral, o crescimento de foliculos
pré-antrais esta relacionado sobretudo ao aumento
do nimero de células da granulosa.

Nos espécimes estudados os foliculos pré-
antrais (61mm) foram cultivados in vitro em pre-
senca de gonadotrofina coridnica equina (eCG), e
apresentaram aumento de didmetro e proliferagédo
das células da granulosa. Apesar das gonadotro-
finas ndo serem indispensaveis para ativar o foliculo
primordial (BRAW-TAL; YOSSEFI, 1997), tornam-
se cada vez mais necessarias nos estagios pos-
teriores de desenvolvimento folicular e a sua adigdo
no meio de cultivo tem favorecido o crescimento

dos foliculos pré-antrais in vitro. Saha et al. (2000)
avaliaram o efeito do FSH, s6 ou em associagao
com EGEF, e relataram o crescimento de pequenos
foliculos pré-antrais bovinos (40, 60 e 80mm)
durante 10 dias de cultivo in vitro. Outros estudos
também mostraram que o uso de FSH levou ao
desenvolvimento folicular e surgimento do antro
quando somado ainsulinae LH (ITOH et al., 2002)
ou a EGF e IGF-I (GUTIERREZ et al., 2000), porém,
tais autores submeteram os foliculos a longos peri-
odos de cultivo (28 e 13 dias, respectivamente).
Os resultados de Gutierrez et al. (2000) e Itoh et al.
(2002) foram os melhores obtidos até o presente
momento para bovinos, relatando o aparecimendo
de cavidade antral em foliculos pré-antrais cultiva-
dos in vitro. No entanto, todos os estudos referentes
ao cultivo in vitro de foliculos pré-antrais bovinos
disponiveis na literatura foram realizados com racas
européias, e relatos sobre o cultivo de foliculos pré-
antrais zebuinos ainda sdo escassos.

A suplementagédo do meio de cultivo com
substancias tais como acido ascorbico, hipoxantina,
[-glutamina, piruvato, insulina, transferrina e selénio
também tém favorecido o crescimento folicular.
Katska; Rynska (1998) testaram o cultivo de foliculos
na presencga ou na auséncia de algumas dessas
substancias e relataram que o crescimento, bem
como a sobrevivéncia folicular foram negativamente
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afetados quando o meio nao era suplementado.
Katska et al. (2000) relataram que o meio contendo
insulina, transferrina, piruvato, hipoxan-tina, I-
glutamina, FSH e estradiol 17b permitia o cres-
cimento do ovécito em até 14 dias de cultivo.
Figueiredo et al. (1994) também obtiveram resul-
tados semelhantes quando adicionaram insulina,
transferrina, selénio, piruvato, hipoxantina e I-gluta-
mina ao meio. Thomas et al. (2001) testaram a agéo
do acido ascorbico em meio sem soro e relataram
um aumento no numero de foliculos pré-antrais
intactos e uma diminuigcédo na percentagem de de-
generacgao das células da granulosa e da teca.

Os resultados obtidos na presente investi-
gacao cientifica estdo de acordo com os trabalhos
anteriormente citados, onde a suplementagéo do
meio com hipoxantina, I-glutamina, piruvato, insu-
lina, transferrina, selénio e acido ascoérbico supriu
as necessidades dos foliculos isolados e cultivados
e proporcionou o desenvolvimento folicular com uma
baixa taxa de degeneracao.

CONCLUSAO

Observou-se que foliculos ovaricos, pré-
antrais isolados de vacas zebuinas cresceram
durante os 4 dias de cultivo in vitro, apresentando
proliferagao das células da granulosa e baixa taxa
de degeneracgéo.

In vitro culture of preantral follicles isolated from
ovaries of Zebu cows (Bos taurus indicus)

ABSTRACT

Among the reproduction biotechnologies,
manipulation of preantral follicles has been an
alternative biotechnique to preserve female gametes,
since it allows isolation and culture of a great
number of oocytes enclosed in preantral follicles.
Therefore, the present study aimed to evaluate in
vitro growth of isolated preantral follicles from Zebu
cow ovaries. The follicles were mecanically isolated
and cultured for 4 days using Waymouth MB 752/1
medium supplemented with sodium pyruvate, I-
glutamine, hypoxantine, insulin, transferrin, sele-
nium, ascorbic acid, fetal calf serum and eCG. After
in vitro culture, follicles grew from 61.0 £ 18.5 mm
(D0) to 86.2 + 29.6 mm (D4). Of the 78 analysed
follicles, 83.5% were morphologically normal in the
last day of culture (D4) while only 11.5% were de-
generated and 5% were ruptured. A total of 23 folli-
cles were evaluated by light microscopy. Obser-

vation of mitotic figures demonstrates that 47,8%
of the follicles presented granulosa cell proliferation.
In conclusion, this study shows that isolated pre-
antral follicles from Zebu cow ovaries can grow in
vitro. In the future, this technique can guarantee a
culture system where it will be possible to obtain a
better utilization of female germinative cells, since
preantral follicles are in great amount in the ovaries.

Keywords: Follicular growth, cell proliferation,
granulosa cells, bovine.
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