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Caracteristica histologica, ultra-estrutural e producio de nitrito de foliculos pré-antrais
caprinos cultivados in vitro na auséncia ou presenca de soro
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RESUMO

Avaliou-se o efeito da adi¢do de diferentes tipos e concentragcdes de soro sobre o desenvolvimento ¢ a
sobrevivéncia de foliculos ovarianos pré-antrais (FOPA) caprinos in vitro. Além disso, verificou-se a
rela¢do entre as concentragdes de nitrito presentes no meio de cultivo e a viabilidade folicular. Cada par
ovariano foi dividido em 29 fragmentos, sendo um destinado ao controle. Os fragmentos foram cultivados
por um ou sete dias em meio essencial minimo suplementado (MEM") ou MEM'" com diferentes
concentragoes (10 ou 20%) de soro fetal bovino (SFB), soro de cabra em estro (SCE) ou soro de cabra em
diestro (SCD). Na andlise morfoldgica apos sete dias, apenas o tratamento com 10% de SFB apresentou
percentual de FOPA normais similar ao MEM" (P>0,05). A analise ultra-estrutural dos foliculos
cultivados por sete dias com MEM' ou MEM " com 10% de SFB mostrou danos oocitarios, porém células
da granulosa normais. A analise do meio de cultivo revelou correlagdo positiva entre a viabilidade
folicular e a producdo de nitrito. A suplementacdo com soro ndo melhorou a viabilidade de FOPA ¢ a
concentracdo de nitrito no meio de cultivo funcionou como um indicador da viabilidade das células da
granulosa de FOPA caprinos cultivados in vitro.

Palavras-chave: caprino, foliculo pré-antral, cultivo in vitro, soro
ABSTRACT

The effect of the addition of different types and concentrations of sera on the viability and development of
caprine preantal follicles (PAF) in vitro cultured was analyzed. In addition, it was evaluated the correlation
between nitrite concentrations in culture medium and folicular viability. Each ovarian pair was divided in 29
fragments and one was used as control. The fragments were cultured for one or seven days in minimal essential
medium (MEM") or MEM" with different concentrations of (10 or 20%) bovine fetal serum (BFS), estrous goat
serum (EGS), or diestrous goat serum (DGS). After seven days, the morphological analysis showed that only
the treatment with 10% BFS maintained the percentage of normal PAF similar to MEM' (P>0.05). The
ultrastructural analysis of follicles cultured for seven days in MEM™ or MEM™ with 10% BFS showed some
oocyte damage, although the granulosa cells were normal. Analysis of culture medium revealed a positive
correlation between follicular viability and nitrite production. Supplementation with serum did not improve the
viability of PAF and nitrite levels in culture medium served as an indicator of viability of granulose cells from
caprine PAF in vitro cultured.

Keywords: caprine, preantral follicle, in vitro culture, serum
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INTRODUCAO

No ovério mamifero, a morfologia folicular normal
modifica-se, uma vez que o 06cito cresce e suas
células circundantes se diferenciam, mantendo a
funcionalidade do oOrgdo para garantir sua
capacidade fecundante. Paralelamente a esse
processo, os foliculos podem tornar-se atrésicos,
levando a uma perda folicular de 99,9% ao longo da
vida reprodutiva do animal (Mao et al., 2002). As
altas taxas de atresia reduzem consideravelmente o
potencial reprodutivo da fémea mamifera. Portanto,
estudos in vitro que possibilitam conhecer as
substincias e fatores envolvidos na viabilidade,
ativagdo, crescimento e morte folicular podem
contribuir para a maximizacdo do potencial
reprodutivo.

Virios sistemas de cultivo in vitro de foliculos
ovarianos pré-antrais (FOPA) tém sido sugeridos
por diferentes pesquisadores, porém os resultados
em relacdo a viabilidade e ao desenvolvimento
folicular s3o variaveis, dependendo do meio de
cultivo utilizado (Matos et al., 2007). Muitos
trabalhos tém sugerido a adig@o de soro, como fonte
de nutrientes, hormonios e fatores de crescimento,
ao meio de cultivo de FOPA, sendo os resultados
dessa adicdo controversos. Alguns autores
verificaram que o soro promove efeitos benéficos
durante o cultivo in vitro de FOPA (humanos:
Wright et al., 1999; bovinos: Saha et al., 2000;
suinos: Telfer et al, 2000), porém outros
observaram que o soro ¢ prejudicial tanto durante o
cultivo in vitro de FOPA (Thomas et al., 2001)
como de embrides bovinos (Mucci et al., 2006). A
maioria dos estudos aponta a adi¢do de soro fetal
bovino na concentragdo de 10% durante o cultivo in
vitro de FOPA (Cecconi et al., 1999; Zhou e Zhang,
2005), porém outros tipos e concentragdes de soro
também sdo utilizados (Wright et al., 1999; Mao et
al., 2002). Entretanto, ndo se tem relato do efeito de
diferentes origens e concentragdes de soro sobre a
viabilidade e o desenvolvimento de FOPA caprinos
cultivados in vitro.

A avaliacdo da viabilidade ¢ do desenvolvimento
folicular in vitro tem sido mostrada principalmente
por meio da andlise histologica e ultra-estrutural.
Porém, outra ferramenta que também pode vir a ser
utilizada é a detecgdo, no meio de cultivo, das
concentragdes de nitrito, um dos produtos do
metabolismo oxidativo do ¢xido nitrico (NO). O
NO ¢é um mensageiro intracelular de produgdo
enddgena que previne a apoptose em varios tipos
celulares, tais como células endoteliais (Dimmeler
et al., 1997) e foliculos ovarianos (Chun et al.,
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1995), podendo ser utilizado como marcador de
normalidade dessas estruturas. Até o presente ndo
foram mensuradas as concentragdes de nitrito no
meio de cultivo de FOPA, nem feita uma correlagéo
entre sua produgdo e a viabilidade folicular. Assim,
o objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito da
adigdo de diferentes tipos e concentragdes de soro
no cultivo in vitro de FOPA de caprinos sobre o
desenvolvimento e a viabilidade folicular, bem
como a correlagdo desta com a concentragdo de
nitrito no meio de cultivo.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizados oito ovarios de quatro cabras
adultas, sem raca definida, provenientes de
abatedouros locais. Imediatamente ap6s o abate, os
ovarios foram lavados em alcool 70% e em solucdo
salina 0,9%. O par ovariano de cada animal foi
transportado, dentro de aproximadamente 1lh, ao
laboratorio, em solucdo salina 0,9%, a temperatura
de aproximadamente 33°C.

Utilizou-se meio essencial minimo (MEM)'
suplementado com 1,0g/l de insulina, 0,55g/1 de
transferrina ¢ 0,67mg/l de selénio (ITS)?, 100ug/ml
de penicilina® e estreptomicina’, 0,25ug/ml de
anfotericina B*, 0,23mM de piruvato4, 2mM de
glutamina® ¢ 2mM de hipoxantina® O MEM
adicionado desses suplementos e sem adigdo de
soro foi denominado de MEM".

Para o cultivo in vitro, foram utilizados soro de
cabra em estro (SCE) e soro de cabra em diestro
(SCD), obtidos de sangue retirado da veia jugular
de animais no primeiro e 10° dias do ciclo estral,
respectivamente e, ainda, soro fetal bovino (SFB)S.

O sangue coletado foi imediatamente centrifugado a
9560xg durante 15min e filtrado em filtros de
0,22um. Em seguida, foi inativado em banho-maria
a 56°C por 30min, dividido em aliquotas de 1ml e
estocado a —20°C até o momento de sua utilizagao.

No laboratorio, foram retirados os tecidos
circundantes e ligamentos de cada par ovariano.
Posteriormente, cada ovario foi cortado ao meio, € a
medula, os foliculos antrais e os corpos luteos,
quando presentes, foram removidos. De cada par
ovariano, foi retirado um fragmento de 9mm’ e
outro de lmm’ para analise histologica e ultra-

1Cultilab - Rio de Janeiro, Brasil.
*Gibco - New York, EUA.

3Vetec - Rio de Janeiro, Brasil.

*Sigma Chemical Co - St. Louis, EUA.
*Nutricell - Campinas, Brasil.
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estrutural, respectivamente, os quais foram
imediatamente fixados em 10% de formol por
12h, constituindo o controle (fragmentos frescos
ou ndo cultivados). Em seguida, o cortex de cada
par ovariano foi dividido em 28 fragmentos de
aproximadamente 9mm’, sendo dois fragmentos
por tratamento, e distribuidos aleatoriamente em
diferentes meios de cultivo na auséncia ou
presenca de diferentes origens e concentragdes
de soro, correspondendo aos  seguintes
tratamentos: MEM" so ou: suplementado com
10% de soro fetal bovino (SFB 10), ou com 20%
de soro fetal bovino (SFB 20), ou com 10% de
soro de cabra em estro (SCE 10), ou com 20% de
soro de cabra em estro (SCE 20), ou com 10% de
soro de cabra em diestro (SCD 10) ou com 20%
de soro de cabra em diestro (SCD 20). Cada
fragmento ovariano foi cultivado
individualmente por um ou sete dias em placas
de 24 pogos, contendo 1ml de meio de cultivo
por pogo. O cultivo folicular foi realizado em
estufa calibrada a 39°C na presenga de ar a 5%
de CO,. A cada dois dias, o meio de cultivo foi
substituido por meio fresco.

Para avaliar a morfologia dos FOPA, os
fragmentos de tecido ovariano ndo cultivados,
bem como aqueles cultivados por um ou sete dias
foram fixados em 10% de formol por 12h. Apds
a fixacdo, os fragmentos ovarianos foram
desidratados, diafanizados, incluidos em blocos
de parafina (Matos et al., 2007) e seccionados
seriadamente a espessura de 7um. Cada quinta
sec¢do foi montada em lamina e corada pelo
método do acido peridodico de Schiff (PAS)-
hematoxilina®. Todas as secgdes foram
examinadas utilizando um microscopio 6tico®.

Foram avaliados 30 FOPA por tratamento, em
cada periodo de cultivo e em cada repeticdo.
Segundo o estadio de desenvolvimento folicular,
os FOPA foram classificados como primordiais
(o6cito circundado por células da pré-granulosa
de forma pavimentosa) e em desenvolvimento
(o6cito circundado por uma camada de células da
pré-granulosa de forma pavimentosa e pelo
menos uma célula da granulosa de formato
cubico). A qualidade folicular foi avaliada
baseada em parametros morfologicos como a
integridade do odcito e das células da granulosa.
Os FOPA foram classificados ainda como
morfologicamente normais (foliculos contendo

5Zeiss - Germany.
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oocito e células da granulosa intactos) ou
foliculos degenerados (foliculos apresentando
oocito com nucleo picndtico ou retracdo
oocitaria, acompanhados ou ndo  por
destacamento das células da granulosa da
membrana basal). A propor¢do de foliculos
primordiais ¢ em desenvolvimento foi calculada
no dia zero (controle) e apos um e sete dias de
cultivo, nos diferentes tratamentos testados. O
diametro folicular foi mensurado com auxilio de
uma ocular micrométrica’.

Apds um e sete dias, 100ul de meio de cultivo
oriundo de cada tratamento foram coletados e
armazenados em placas de 96 pogos a —20°C
para posterior mensuracdo da concentracdo de
nitrito, determinada segundo o método de Green
et al. (1981), que se baseia em revelar a presenga
de nitrito em uma amostra (urina, plasma,
homogenato tecidual e sobrenadante celular) por
uma reagdo de diazotizagdo que forma um
cromoforo roseo, com pico de absorbancia de
560nm. Para esse ensaio, 100ul do reativo de
Griess (sulfanilamida a 1%, cloridrato de N-(1-
naftil)-etilenediamina 0,1%, H;PO, em 1%, agua
destilada, na propor¢do de 1:1:1:1) foi
adicionado a 100ul do meio de cultivo e
incubado a temperatura ambiente por 10min. A
curva padrio foi elaborada com vérias
concentragdes de NaNO, (variando de 0,75 a
100uM) sob as mesmas condigdes. Os brancos
(controle negativo) foram preparados pela adicao
de 100pl do reativo de Griess a 100ul do meio de
base a uma absorbancia de 560nm em um leitor
de microplacas®.

A analise ultra-estrutural, por meio de
microscopia eletrénica de transmissdo (MET),
foi realizada em FOPA oriundos do controle e
naqueles considerados morfologicamente
normais, provenientes dos diferentes tratamentos
testados. Para isso, os fragmentos de tecido
ovariano foram fixados em solugdo contendo 2%
de paraformaldeido’ e 2,5% de glutaraldeido’ em
tampdo cacodilato de sodio’ (pH 7,2). Apbs a
fixagdo, os fragmentos foram pos-fixados em 1%
de tetroxido de 6smi09, 0,8% de ferricianeto de
potassio’ e 5SmM de CaCl,’ em tampdo
cacodilato de sodio’. Em seguida, as amostras

"Nikon - Japan.
8Metertech Inc. - Taipei, Taiwan.
°Electron Microscopy Sciences - Washington, EUA.
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foram desidratadas em acetona'’ ¢ embebidas em
resina Spurr’. Os cortes ultra-finos (80nm) foram
preparados quando o nucleo do odcito foi
observado no corte semi-fino (3um). Os cortes
semi-finos foram corados com azul de toluidina
enquanto os cortes ultra-finos foram contrastados
com acetato de uranila e citrato de chumbo e
examinados em microscopio eletrénico de
transmissdo''. Na avaliagdo ultra-estrutural foram
observados os seguintes parametros: integridade
das organelas citoplasmaticas do odcito e das
células da granulosa, grau de vacuolizagdo
citoplasmatica e integridade da membrana basal.

A andlise estatistica foi realizada com base nos
principios descritos por Steel et al. (1997). As
percentagens de foliculos normais, primordiais e
em desenvolvimento no controle e apds cada
periodo de cultivo nos varios tratamentos foram
submetidas a transformagdo angular (arco-seno) e
posterior analise de varidncia (ANAVA), sendo as
médias comparadas pelo teste PLSD de Fisher. Os
didmetros foliculares no tecido ndo cultivado e
cultivado ndo apresentaram homocedasticidade e
foram analisados pelo teste ndo paramétrico
Kruskal-Wallis. Os dados referentes a produgdo de
nitrito nos diferentes tratamentos foram submetidos
a ANAVA e as médias comparadas pelo teste
Tukey. Os resultados foram expressos como
médiazEP, sendo os valores considerados
significativamente diferentes quando P<0,05.

RESULTADOS

Os FOPA caprinos presentes no tecido ovariano
foram considerados morfologicamente normais
quando o odbcito apresentava-se esférico ou
ligeiramente alongado, com nucleo sem evidéncia
de picnose e células da granulosa bem organizadas
circundando o odcito. Os FOPA degenerados
apresentavam-se com retracdo citoplasmatica,
nucleo do odcito picnodtico ou células da granulosa
desorganizadas em torno do oocito (Fig. 1).

Foram analisados 120 foliculos por tratamento
perfazendo um total de 1.800 foliculos. A Fig. 2
mostra o percentual de FOPA morfologicamente
normais no controle, bem como apos cultivo in
vitro por um ou sete dias. Em todos os tratamentos
apos um ou sete dias de cultivo in vitro, foi
verificada redugdo significativa (P<0,05) nos
percentuais de FOPA normais em relagdo ao

1%Sigma, Inc. - St. Louis, MO, EUA.
"Jeol JEM- 1011 - Téquio, Japio.
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controle, exceto quando se utilizou MEM" sozinho
ou com a adi¢ao de 10 ou 20% de SFB por um dia.
Quando comparado ao MEM', foi verificada
reducdo significativa (P<0,05) em todos os
tratamentos, exceto apos um dia de cultivo quando
o MEM" foi suplementado com 10 ou 20% de SFB
ou 10% SCE e, apds sete dias, quando foram
adicionados 10% de SFB. O aumento da
concentragdo de 10 para 20% do SCE e do SFB,
apés um ou sete dias, respectivamente, levou a
redugdo significativa (P<0,05) no percentual de
FOPA morfologicamente normais.

Figura 1. Secc¢do histolégica de tecido ovariano
caprino cultivado por sete dias em 10% de soro
fetal bovino mostrando um foliculo normal e um
degenerado. Notar a intensa picnose nuclear no
foliculo degenerado. n: nucleo do odcito normal,
np: ntcleo do odbcito picndtico, o: odcito, cg:
células da granulosa (400X).

Na Tab. 1 mostra-se a percentagem de foliculos
primordiais e em desenvolvimento no tecido
cortical ovariano antes ¢ apds um e sete dias de
cultivo. Em todos os tratamentos testados, inclusive
quando foram utilizados 10% de SFB, apés um e
sete dias de cultivo, observaram-se reducdo e
aumento significativos no percentual de foliculos
primordiais e em desenvolvimento,
respectivamente, quando comparado ao controle
(ndo-cultivado) (P<0,05), exceto no tratamento
MEM" apés um dia de cultivo (P>0,05). Quando
comparado a0 MEM’, apds um dia de cultivo, o
tecido cortical cultivado com 20% de SCE mostrou,
simultaneamente, reducdo e aumento significativos
na percentagem de foliculos primordiais e em
desenvolvimento,  respectivamente  (P<0,05).
Entretanto, apds sete dias, esses tratamentos foram
similares (P>0,05).
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Figura 2. Percentagem (médiatEP) de foliculos pré-antrais caprinos morfologicamente normais no controle
(ndo cultivado) e apds cultivo in vitro por um ou sete dias na auséncia ou presenca de soro. MEM: meio
essencial minimo suplementado; SFB: soro fetal bovino; SCE: soro de cabra em estro; SCD: soro de cabra em
diestro.

*Diferem estatisticamente do controle (P<0,05). Letras maiusculas distintas indicam diferenca do MEM"
dentro de cada dia de cultivo (P<0,05); letras mintsculas distintas indicam diferenga entre a mesma substancia
em diferentes concentragdes (P<0,05); letras gregas distintas indicam diferenga entre substancias diferentes na
mesma concentragao (P<0,05).

Tabela 1. Percentagem (médiatEP) de foliculos caprinos primordiais e em desenvolvimento no controle
(nd3o-cultivado) e apds cultivo in vitro por um ou sete dias na auséncia ou presenca de soro

Foliculo primordial Foliculos em desenvolvimento
Controle 76,4+7.4 23,6%7,4
Tratamento Dia 1 Dia 7 Dia 1 Dia 7
MEM" 51,2+11,5A 15,9£7,5*%A 48,8+11,5A 84,1£7,5*A
SFB 10 16,712,8*Baa 6,512, 7*Aaa. 83,3+2,8*Aaa 93,542,7*Aaa
SFB 20 25,3+£10,8*Aaa 25,8+4,3*Aac 74,7£10,8* Aaa. 74,244, 3% Aaa.
SCE 10 27,248,8*Aaal 15,0£9,5*Aaa 72,8+8,8*%Aaa. 85,049,5*Aaa
SCE 20 10,9£3,9*Baa 17,8+£10,7*Aac. 89,14£3,9*Bac 82,2+10,7*Aaa.
SCD 10 33,249,7*Aaa. 12,5+12,5%Aac 66,8+9,7*Aac. 87,5t12,5%Aaa
SCD 20 34,1£9,0%Aaa 7,74,4% Aaou 65,949,0* Aac. 67,31£22,7*Aaa

*Diferem estatisticamente do controle (P<0,05). Letras maitsculas distintas indicam diferenca do MEM" dentro de
cada dia de cultivo (P<0,05); letras minusculas distintas indicam diferen¢a entre a mesma substancia em diferentes
concentragdes (P<0,05); letras gregas distintas indicam diferenga entre substancias diferentes na mesma concentragao
(P<0,05).

MEM": meio essencial minimo suplementado; SFB: soro fetal bovino; SCE: soro de cabra em estro; SCD: soro de
cabra em diestro.
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Quanto ao crescimento, a Tab. 2 mostra o
didmetro folicular no tecido ovariano fresco e
cultivado por um ou sete dias. Foi observado que
apenas os FOPA cultivados em meio com 20%
de SCE por sete dias apresentaram didmetro
folicular maior que o controle (P<0,05), porém
semelhante ao cultivo com MEM" (P>0,05).

Tabela 2. Diametro folicular (médiatEP) no
controle (ndo-cultivado) e apds cultivo in vitro
de foliculos caprinos por um ou sete dias na
auséncia ou presenga de soro

Diametro folicular (pm)

Controle 57,1£1,8

Tratamento Dia 1 Dia 7
MEM" 58,55+2,0A 61,4+2,5A
SFB 10 52,0£2,1Baac = 57,7£2,0Aacf
SFB 20 51,4+1,7Baaf  50,6£2,0¥Bba
SCE 10 60,5+1,9Aap 59,4+2,2Aac
SCE 20 57,7£2,8Aaf  64,8+3,3*Aaf
SCD 10 53,74£2,0Aaa 52,9+2,3Baf
SCD 20 50,242,3*Baa 58,0£2,5Aay

*Diferem estatisticamente do controle (P<0,05).
Letras maiusculas distintas indicam diferenga do
MEM" dentro de cada dia de cultivo (P<0,05);
letras minusculas distintas indicam diferenca
entre a mesma substancia em diferentes
concentragdes (P<0,05); letras gregas distintas
indicam diferenca entre substincias diferentes na
mesma concentragao (P<0,05).

MEM": meio essencial minimo suplementado;
SFB: soro fetal bovino; SCE: soro de cabra em
estro; SCD: soro de cabra em diestro.

Na Fig. 3 mostra-se a produgdo de nitrito apds
cultivo in vitro de FOPA por um ou sete dias na
auséncia ou presen¢a de soro. Ap6s um dia de
cultivo, a concentragdo de nitrito no tratamento
MEM® foi maior em relagio aos demais
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tratamentos (P<0,05), exceto quando foram
utilizados 10% de SFB ou SCE, os quais
mostraram  resultados similares ao MEM"
(P>0,05). Apods sete dias de cultivo, todos os
tratamentos  apresentaram concentragdes de
nitrito  significativamente  inferiores  ao
tratamento MEM' (P<0,05). Quando foram
comparados os meios contendo soro apds sete
dias de cultivo, o tratamento com 10% de SFB
apresentou concentra¢do de nitrito mais elevada
que os outros dois tipos de soro (SCE e SCD)
nessa mesma concentragao (P<0,05). Além disso,
foi verificada correlagdo positiva apdés um
(R=0,86; P<0,05) e sete dias (R=0,76; P<0,05)
de cultivo entre o percentual de viabilidade
folicular e a produgdo de nitrito.

A andlise ultra-estrutural foi realizada somente
em FOPA do controle e nos tratamentos MEM"
ou MEM" com 10% de SFB e 20% de SCE, os
quais mostraram os melhores resultados de
acordo com a analise histologica realizada
previamente. Os achados ultra-estruturais
mostraram que apenas os foliculos do controle
tiveram  estruturas normais nos  dois
compartimentos (odcito e células da granulosa),
apresentando nucleo do odcito bem delimitado,
membrana nuclear e basal intactas, presenca de
alguns vacuolos e organelas bem distribuidas no
citoplasma (Fig. 4A). Nos tratamentos MEM " ou
MEM" com 10% de SFB apos sete dias, os
foliculos  apresentaram  condensagdo  da
cromatina do oocito, aumento da vacuolizagdao
citoplasmatica e danos na membrana nuclear e
basal, porém as células da granulosa
apresentaram-se ultra-estruturalmente normais
(Fig. 4B). No entanto, os foliculos cultivados na
presenca de 20% de SCE, mesmo durante a
analise das sec¢Oes semifinas, mostraram-se
completamente  degenerados com  picnose
oocitaria e nas células da granulosa, aumento da
vacuolizagdo citoplasmatica e destacamento das
células da granulosa.
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Figura 3. Concentracdo de nitrito (média = EP) no meio de cultivo de foliculos pré-antrais caprinos por
um ou sete dias na auséncia ou presenca de soro.

*Diferem estatisticamente do controle (P<0,05). Letras maitsculas distintas indicam diferenca do MEM "
dentro de cada dia de cultivo (P<0,05); letras minusculas distintas indicam diferenca entre a mesma
substancia em diferentes concentragdes (P<0,05); letras gregas distintas indicam diferenca entre
substancias diferentes na mesma concentragdo (P<0,05).

MEM": meio essencial minimo suplementado; SFB: soro fetal bovino; SCE: soro de cabra em estro;
SCD: soro de cabra em diestro.

foliculo caprino normal (A) (controle ndo-cultivado) (4000X) e
degenerado (B) (cultivado por sete dias em meio essencial minimo suplementado) (6000X). O citoplasma
do foliculo normal é homogéneo e possui numerosas mitocondrias. Notar que o foliculo cultivado
apresenta extrema vacuolizacdo citoplasmatica, o que € indicativo de degeneracdo. n: nucleo do o6cito; o:

odcito; m: mitocondria; re: reticulo endoplasmatico; cg: células da granulosa; v: vesiculas.
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DISCUSSAO

No presente trabalho, diferentes origens (SFB,
SCE e SCD) em duas concentracdes (10 e 20%)
de soro foram utilizadas no cultivo in vitro de
FOPA caprinos por um ou sete dias. Com relagdo
ao percentual de FOPA normais, apds um dia de
cultivo, apenas os tratamentos MEM"™ ou MEM"
com SFB, em ambas as concentragdes utilizadas,
foram capazes de manter percentagens
semelhantes as observadas no controle. Alguns
trabalhos mostraram o efeito positivo da
suplementagdo com soro ao meio de cultivo.
Telfer et al. (2000) verificaram aumento
significativo na sobrevivéncia de foliculos suinos
apo6s 20 dias de cultivo na presenca de 10% de
SFB, em relagdo aos foliculos cultivados sem
soro. Cecconi et al. (1999) obtiveram rapido
crescimento ¢ alta propor¢cdo na formagdo de
antro utilizando 10% de SFB durante o cultivo in
vitro de FOPA de ovelhas. Esses resultados
podem ser atribuidos a fatores de crescimento e
endodcrinos, presentes no soro, os quais permitem
manter a viabilidade e promover o crescimento
de FOPA.

Neste estudo, o cultivo in vitro na auséncia ou
presenca de diferentes origens de soro, em ambas
as concentragdes testadas, aumentou
significativamente o percentual de foliculos
ativados em relacdo ao controle. Além disso,
quando comparado a0 MEM', apés um dia de
cultivo, o meio contendo 20% de SCE mostrou-
se mais eficaz em promover a ativagdo folicular.
Acredita-se que a variagdo, bem como a
concentragdo dos componentes séricos, de
acordo com o status fisiolégico da cabra, pode
influenciar o desenvolvimento de FOPA
caprinos. Nesse tratamento, também foi
observado aumento no didmetro folicular. No
entanto, este resultado pode ndo ser devido ao
crescimento normal do foliculo, uma vez que a
adicdo de 20% de SCE ao meio de cultivo in
vitro ndo foi capaz de manter o percentual de
foliculos morfologicamente normais similar ao
controle. Hulshof et al. (1995) também
observaram aumento significativo do didmetro
de FOPA bovinos cultivados na presenca de 17[3-
estradiol, substdncia presente em grandes
quantidades no SCE. Entretanto, esse resultado
foi causado pelo aumento no tamanho das células
da granulosa e ndo devido a proliferacao dessas
células. No presente estudo, FOPA cultivados na
presenca de SCE apresentaram  grande
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quantidade de gotas lipidicas. O actmulo
anormal no numero dessas estruturas foi
observado em embrides ovinos cultivados com
soro (Abe et al.,, 2002). Mucci et al. (2006)
também mostraram que a presen¢a dessas
estruturas em embrides bovinos cultivados com
soro de vaca em estro parece alterar os
mecanismos celulares responsaveis pelo reparo
da membrana plasmatica, apos a criopreservagao.
Apesar de os foliculos cultivados em MEM" ou
MEM® com 10% de SFB terem apresentado
alteragdes morfologicas reveladas pela analise
ultra-estrutural, estas se localizavam
principalmente no odcito, indicando sinais de
atresia em estagio inicial. Os FOPA cultivados
com 20% de SCE estavam mais severamente
degenerados, sendo essa degeneracdao observada
inclusive nas células da granulosa. Esses achados
de degeneragdio podem ser devido as
concentragdes  inadequadas de  algumas
substancias-chave envolvidas na regulacdo do
desenvolvimento folicular normal, como, por
exemplo, o hormonio foliculo estimulante.
Recentemente, Matos et al. (2007) mostraram
que a adi¢do desse hormdnio na concentragdo de
50ng/ml ao meio de cultivo in vitro de FOPA
caprinos ¢ essencial para a manutencdo da
viabilidade e do crescimento folicular por um
periodo de sete dias.

O nitrito ¢ um produto resultante do metabolismo
do NO durante as rea¢des metabdlicas normais,
sendo possivel relacionar sua concentragdo nas
amostras aquosas com a concentragdo de NO
produzidas (Dixit e Parvizi, 2001). Quanto ao
desenvolvimento folicular, o NO tem sido
considerado um potencial regulador, pois esta
envolvido em varias fungdes fisioldogicas no
ovario, incluindo a ovulagdo e a esteroidogénese
(Matsumi et al., 1998a; Mitsube et al., 1999).
Estudos mostraram que a 6xido nitrico sintetase
indutora (iNOS), uma das enzimas responsaveis
pela sintese de NO, tem sido predominantemente
localizada nas células da granulosa de grande
parte do foliculos antrais imaturos normais,
enquanto as células da granulosa de foliculos
antrais maturos normais ou de foliculos atrésicos
sdo desprovidas dessa enzima (Matsumi et al.,
1998a,b). Este foi o primeiro trabalho a
relacionar concentragdes de nitrito com a
viabilidade de FOPA, em que se verificou
correlagdo positiva entre a percentagem de
FOPA morfologicamente normais e a produgéo
desta substancia apos um e sete dias de cultivo. E
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importante ressaltar que os tratamentos que
apresentaram maiores percentuais de foliculos
normais (MEM" ou MEM' com 10% de SFB ou
SCE) também foram os que mostraram as
maiores concentragdes de nitrito. Este resultado
indica que as células da granulosa desses
foliculos estavam normais, o que foi confirmado
pela analise ultra-estrutural.

Em conclusdo, a suplementacdo do meio de
cultivo com todos os tipos (soro fetal bovino,
soro de cabra em estro ou soro de cabra em
diestro) e concentragdes (10 ou 20%) de soro
testados neste trabalho ndo foi capaz de manter a
viabilidade, embora tenha promovido a ativagdo
de FOPA caprinos cultivados in vitro. Um outro
achado deste trabalho foi o de que as
concentragdes de nitrito no meio de cultivo
funcionam como indicador da viabilidade das
células da granulosa de FOPA caprinos
cultivados in vitro.
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