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DESENVOLVIMENTO DE FOLICULOS PRE-ANTRAIS BOVINOS

IN VITRO EM

MONOCAMADA DE CELULAS OVARIANAS !

IN VITRO DEVELOPMENT OF BOVINE PREANTRAL FOLLICLES IN MONOLAYER OF
OVARIAN CELLS *

Luis Fabiano Santos da Cosfa Paulo Bayard Dias Gongalves José Ricardo Figueiredd
Silvia Ferreira Carambula® Jairo Pereira Neved Marcelo Marcos Montagner

RESUMO

O presente trabalho teve como objetivos determinar
a influéncia de células ovarianas no desenvolviméntatro de
foliculos pré-antrais, avaliar a viabilidade das células ovarianas
em monocamada e a influéncia do soro na manutengdo de foli-
culos pré-antraisin vitro. Foliculos pré-antrais (FPs) e células
ovarianas foram isolados de ovarios de fetos bovinos, com idade
entre 6 e 8 meses de gestacdo, oriundos de matadouro. Células
ovarianas em monocamada foranitmadas em meio TCM-199,
e a viabilidade celular, ap6s o ktivo na presenga ou auséncia de
FSH, foi determinada com o corante vital azul de tripan. FPs
foram distribuidos em quatro tratamentos dtigados em TCM-
199 modicado, contendo soro de novilho casio (NC), SNC
em monocamada de células ovarianas (MCO), MCO com FSH ou
meio definido com alcool polivinilico (PVA) como macromolé-
cula. A viabilidade celular ndo foi afetada em consequéncia da
presenca ou auséncia de FSH. No entanto, houve um incremento
significativo no tamanho dos FPs cu#idos na presenca de SNC,
MCO e FSH (P<0,05), o que nédo foi observado nos demais
tratamentos. A adicdo de FSH ao meio de culi§io influencia a
viabilidade de células ovarianas ao longo de 20 dRdiculos
pré-antrais, com area superficial entre 4000 e §28) mas nio
foliculos com &rea superficial superiores a 8068, crescerin
vitro na presenga de células ovarianas, independentemente da
presenca de FSH.
foliculos células
ovarianas.

Palavras-chave pré-antrais, bovinos,

SUMMARY

The aim of the present work was to determine the
influence of ovarian cells in thia vitro development of preantral
follicles (PF). The viability of wnolayer ovarian cells and the
effect of the serum in the survive iof vitro PF was also

investigated. Ovarian cells and PF were isolated from ovaries of
bovine fetus between 6 and 8 months of pregnancy, obtained in a
slaughterhouse. Monolayer of ovarian cells were cultured in a
modified TCM199 in the presence and absence of FSH and its
viability after inaubation was determined with Trypan Blue. PFs
were divided in four different treatments, cultured in modified
TCM-199, containing serum of castrated steer (SCS), SCS in
monolayer of ovarian cells (MOC), MOC with FSH or a defined
medium with polyvinyl alcoholP{/A) as macromolecule. The
cellular viability was not affected by the presence or absence of
FSH. However, PFs had a sifinpant development (P<0.05)
when cultivated in the presence of SNC, M&@ FSH, which
was not observed in the other treatments. With these results, it
was possible to conclude that FSH does not influence the viability
of the ovarian cells when cultured in a monolayer for 20 days.
Preantral follicles, measuring between 4000 and §860but

not with size greater than 80007, grow on ovarian cellsn

vitro, independently of FSH.

Key words: preantral follicles, bovine, ovarian cells

INTRODUCAO

O isolamento e crescimento de foliculos
pré-antrais (FPs) tém se mostrado como uma das
biotecnologias de maior potencial na area de repro-
ducédo animal. O nimero de foliculos que uma fémea
ird dispor ja esta determinado antes do nascimento
(FRANCHI et al, 1962). Aos 110 dias de gestacgéo,
0 numero médio de foliculos nos ovarios de um feto
bovino é de, aproximadamente, 2.700.000, decres-
cendo até o nascimento para cerca de 130.000 foli-
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culos pré-antrais (ERICKSON, 1966), através de
processos degenerativos ou apoptéticos.
As técnicas de recuperagdo desse material

Células ovarianas, obtidas por esse
processo, foram divididas em dois grupos, com
(Grupo FSH) e sem (Grupo controle) FSH,

ja estdo bem caracterizadas na espécie bovina cultivadas em meio TCM-199 modificado acrescido

(FIGUEIREDO et al, 1993; CARAMBULA et al,
1998), obtendo-se um grande numero de FPs. A
obtencé@o de camundongos nascidos a partir de foli-
culos pré-antrais desenvolvidgs vitro (EPPIG &
SHROEDER, 1989) estimulou a pesquisa em espé-
cies de interesse comercial como suinos (TELFER,
1996) ebovinos (HULSHOFet al, 1995; WANDJI

et al, 1996). O sistema de cultivo celular em mono-
camada ja havia sido descrito, utilizando gel de
colageno (TORRANCIet al, 1989; EPPIG, 1992) e
agar gel (ROY & GREENWALD, 1989; HIRA®t

al., 1990; EPPIG, 1992; WAND3t al, 1996). O
co-cultivo de células ovarianas viaveis com FPs

de 10% de soro de novilho castrado (SNC) em gotas
de 5Qu/ (GROCHOLOVA et al, 1995), cobertas
com Oleo silicone e incubadas em estufa contendo
uma atmosfera de 5% de €@m ar, umidade
saturada e temperatura de °G9 O FSH foi
adicionado na concentracao depyOn/ de meio. O
numero de células foi ajustado a uma concentragcao
final de 2x10 células/ml de meio de cultivo,
contadas através de uma camara de Neubauer
(GROCHOLOVAet al, 1995). As placas, contendo
uma monocamada confluente de células, foram
submetidas a coloracéo vital pelo método descrito
por KRAUSE et al. (1984), utilizando Azul de

pode ter um efeito positivo sobre o desenvolvimen- Trinan como corante vital. As células foram coradas
to, pois a auséncia dessas celulas no meio de cultivo hos dias 2 5 8. 11. 14. 17 e 20 de cultivo. sendo que

estd associada a alta taxa de atresia obseimada
vitro (CARROLL et al,, 1990).

O FSH foi amplamente utilizado no culti-
vo de FPs in vitro (HULSHOIet al, 1995; EPPIG
& O’'BRIEN, 1996; WANDJlet al, 1996), mas ndo
hé& relatos da sua influéncia sobre FPs quantiis cu

células de cada ovario foram semeadas em sete
placas, respectivamente para cada dia de analise. A
contagem e avaliagdo quanto a reatividade ao
corante vital foram determinadas por visualizagédo
sob microscopio invertido.

Para avaliar o percentual de recuperacao

vados sobre uma monocamada de células ovarianas.de FPs bovinos apés lguo in vitro, utilizando

Assim sendo, o presente trabalho teve como objeti-
vos determinar a viabilidade das células ovarianas

monocamada de células ovarianas, 206 foliculos de
tamanhos entre 40 e fid foram cultivados indivi-

em monocamada e a influéncia da associacdo de jyaimente em gotas de5) em uma atmosfera de
células ovarianas, soro e FSH na manutencdo e no5y, de CQ em ar, umidade saturada e temperatura

desenvolvimentoin vitro de foliculos pré-antrais
bovinos.

MATERIAL E METODOS

Ovérios de fetos bovinos em idades de

gestacdo entre 6 e 8 meses, avaliados através do

comprimento cranio-caudal segundo RUSSE (1983),
foram coletados em matadouro logo ap6s o abate
dos animais. Os ovarios foram transportados até o
laboratério em recipientes isotérmicos com tempe-
ratura em torno de 3G em meio TCM-199. No
laboratério, os ovarios foram lavados trés vezes em
meio TCM-199 e os tecidos adjacentes foram remo-
vidos. Os ovarios, apés estarem livres de qualquer
outro tecido, foram colocados em um tubo plastico
de centrifuga com capacidade de f2montendo
TCM-199 com sais de Earle e glutamina, acrescido
de 25mM de Hepes, 100Ul/mde penicilina,
50pug/mé de estreptomicina e 1,0mgf/rde PVA. Em

de 39C. Os FPs foram alocados aleatoriamente em
quatro grupos, tendo como meio basico para cultivo
0 TCM-199 com sais de Earle e glutamina, acrescido
de 25mM de Hepes, 100Ulmde penicilina,
50ug/mé¢ de estreptomicina, 0,2mM de piruvato de
sodio, 2,2mg/m de bicarbonato de soédio. Para o
cultivo, foram adicionados ao meio basico 10% de
SNC (grupo SOR), 10% de SNC e células ovarianas
(grupo SOM), 10% de SNC, células ovarianas e
1,0ug de FSH/md de meio (grupo SOMF) e 1,0mg
de PVA/nY de meio (grupo PVA).

Para determinar o crescimento folicular,
foliculos pré-antrais com area superficial entre 4000
e 800Qm? (n=81) e entre 8001 e 15Q0@° (n=73)
foram distribuidos e cultivados nos grupos SOR,
SOM e SOMF. A avaliacao e tomada das medidas
dos foliculos foram realizadas nos dias 0, 1, 4, 7 e 10
de cultivo, com auxilio de um microscépio invertido
equipado com micrébmetro. O céalculo para determi-
nar a area superficial (AS) foi o mesmo utilizado por

seguida, os ovarios foram submetidos a um processovan WEZEL & RODGERS (1996), fazendo uso da

de dissociacgdo, utilizando o método mecénico para
isolamento dé-Ps, desenvolvido por FIGUEIREDO
et al. (1993) e adaptado por CARAMBULAL al.
(1998).

seguinte férmula: AS= #{(1/8)M.m.mF”?, sendo,
AS é a area superficial, M o diametro maior do foli-
culo e m o didmetro menor. A terceira medida foli-
cular, correspondente a profundidade ou altura do
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foliculo, foi assumida como o mesmo valor de n
Foram avaliadas a taxa de recuperacao folicular,| 100
percentual de desenvolvimento e o incremento m|
dio na area superficial de FPs nos diferentes grug
e dias.

(o2}
o
f

Para a andlise estatistica da viabilidad
celular, inicialmente os dados foram submetidos
uma andlise de heterogeneidade das curvas e, po|
riormente, foi realizada a andlise de covarianci 20 4
tendo em vista que as curvas eram homogéneas. H /
a avaliacdo do percentual de recuperagao (folicul 0 - Z
gue se mantiveram no meio) e desenvolvimen 1 4 gias ] 10
folicular (foliculos que apresentaram cresciment
no meio de cultivo), foi utilizado o teste de EISOM HESOMF MSOR BPVA
ANOVA- incluindo no modelo os diferentes dias em:igura 2 - Recuperacéo de foliculos pré-antrais cultivados isoladamente em
que os tratamentos foram PROC RANK, no SAS. O 501/ de meio. Os foliculos pré-antrais foram cultivados em
incremento na area superficial nos diferentes dias de TCM-199 acrescido de 10% de soro de novilho castrado (SNC)

. . . x : ; e células ovarianas (grupo SOM), TCM-199 acrescido de 10%
cultivo foi analisado por regresséo polinomial. de SNC, células ovarianas e {ghn? de meio de FSH (grupo

. SOMF), TCM-199 acrescido de 10 % de SNC (grupo SOR) e
RESULTADOS E DISCUSSAO TCM-199 acrescido de 1,0mgfrde meio de &lcool polivinilico

(PVA; grupo PVA). Os valores representam o0s percentuais
. N L médios de oitaeplicacbes; letras diferentes indicam diferenca
A verificacdo da viabilidade da monoca- estatistica (P<0,05).

mada em cultivo foi necessaria para quantificar o

tempo disponivel para uso das células como sistema g dia 4 de cultivo, a percentagem de recuperagéo
de cultivo. Em rela(;éolaos indlc_es de V|abll|dade folicular no grupo PVA foi superior ao grupo SOM
celular, nos diferentes dias de cultivo, n&o foi obser- (p=( 0245) e similar aos resultados obtidos nos
vado efeito em consequéncia da adicdo ou ndo de g nos SOMF e SOR. Da mesma forma, a superiori-
FSH no meio de cultivo celular (Figura 1). Assim  4ade na recuperacéo folicular em cultivos sem mo-

sendo, foi demonstrado que as dcelslas 9"23(‘;'3,”6‘5 nocamada se manifestou no grupo SOR, o qual apre-
permanecem viaveis por um periodo de ate 135, sentou indices de recuperacao folicular mais eleva-

0 que significa que as mesmas podem interagir com dos do que os grupos em que os foliculos foram

Egﬁéigugggsaguggi?;: xgroéutljtz?/g V%nguge?e?rﬁi-nar cultivados na presenca de monocamada. Esse fato
uma maior taxa de afresia foIicuIarp(CARRObL foi similar nos dias 7 e 10 de cultivo folicular, nos
al., 1990) guais se obteve uma maior recuperacéo folicular nos
v A ercentagem de foliculos recuperados 9rUPOS €m que a monocamada de células ovarianas
. P 9 I . perac estava ausente no sistema de cultivo (Figura 2). A
nos diferentes grupos, ao primeiro dia de cultivo, utilizacio da monocamada como um meio de su
ndo diferiu significativamente (P>0,05; Figura 2). & = . . S
porte para a manutenc¢édo de foliculos pré-antrais ndo
apresentou efeito benéfico sobre o niumero de foli-
culos recuperados ao final do cultivo. Em contrapar-

40 41

% de Recuperagéo

A

1001 tida, os foliculos cultivados somente na presenca de
£ o soro ou PVA tiveram um percentual de recuperacao
8 o maior. Alguns sistemas de cultivo de FPs utilizam o
B g5 tratamento das superficies plasticas com agar gel
;3 80 (ROY & GREENWALD, 1989) ou uma solucéo de
75 : : : : : : - agar a 1% (HIRAGCet al, 1990; CARROLLet al,
258 d_“ w2 1990; EPPIG, 1992; WANDMt al, 1996). O cola-
" geno foi utilizado como um sistema tridimensional
—&—FSH ——controle para cultivo de foliculos pré-antrais de camundongo

- — - . (TORRANCEet al, 1989; EPPIG, 1992) e bovinos

Figura 1 - Percentual de células viaveis em diferentes dias de (HULSHOF et al, 1995, FIGUEIREDOet al
avaliacdo. Ndo houve diferenca na viabilidade das 1995 L d ’ fisi ?
células ovarianas cultivadas com ou sem adigdo de ), propqrqonan 0 uma estrutura fisica seme-
1,0ug de FSH por m de meio. Os grupos foram  lhante ao ovario. Recentemente, EPPIG & O'BRIEN

cultivados simultaneamente (1996) desenvolveram um sistema baseado em uma

Ciéncia Rural, v. 31, n. 2, 2001.
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monocamada de células do estroma ovariano de associadas ao FSH (grupo SOMF; p=0,001),
camundongo, para cultivo de FPs. Com esses siste- estavam presentes (Figura 4a). Na auséncia dessas
mas de cultivo, segundo os autores, ndo ha perdascélulas (grupo SOR), ndo houve crescimento
durante as manipulacfes e a integridade folicular € folicular (p>0,05). No entanto, foliculos com area
mantida, porém um sistema de cultivo utilizando superficial acima de 80Q@’ ndo foram capazes de
celulas ovarianas de fetos bovinos € descrito na crescer independentemente das condicdes de cultivo
literatura. (SOM, SOMF e SOR; Figura 4b). Além disso,
O percentual de foliculos que apresenta- houve uma diminuicdo do tamanho dos foliculos
ram crescimento, no primeiro e no quarto dia de cultivados na presenca de células ovarianas em
cultivo, néo diferiu significativamente entre os gru- monocamada (grup8OM; p=0,048), evidenciando
pos (P>0,05). No entanto, no sétimo e décimo dia, a a ocorréncia de atresia folicularvitro.
percentagem de FPs desenvolvidos no grupo SOMF CARROLL et al.(1990) supdem que uma
foi superior (P<0,05) ao grupo SOM e numerica- das causas da alta taxa de atresia folidulasitro
mente superior aos demais tratamentos (Figura 3). estd associada a auséncia de células ovarianas no
Também, pode ser observado que, no primeiro dia cultivo folicular. Porém, ao ser observado, neste
de cultivo, em torno de 58% dos foliculos apresenta- trabalho que foliculos com &rea superficial entre
ram desenvolvimento. Esse percentual decresceu ao4000 e 800Am? se desenvolvem e foliculos acima
longo do periodo de cultivo, permanecendo o per- de 800@m? diminuem de tamanho, outros fatores
centual de desenvolvimento folicular em 15% ao devem ser considerados na atresia folicimaritro.
final da avaliagdo. A percentagem de desenvolvi- Primeiramente, esses resultados evidenciam que
mento foi similar nos grupos dePs cultivados na fatores paracrinos liberados pelas células ovarianas
presenca ou auséncia de soro, demonstrando a capasédo fundamentais para o crescimento folicular até
cidade de sobrevivéncia desses foliculos na ausénciaum determinado estadio de desenvolvimento. Acima

de soro. de 800@um? de area superficial, sdo requeridos, para
Com relacdo ao crescimento foliculiar o desenvolvimento folicular, outros fatores que n&o

vitro, foliculos com tamanho entre 4000 e 8000 estdo presentes em um meio contendo soro, células

se desenvolveram quando células ovarianas em ovarianas e FSH.

monocamada  (grupo SOM; p=0,0028), ou Tem sido proposto que FSH possui uma

funclo essencial no crescimento de foliculos pré-
antraisin vitro (HULSHOF et al, 1995; EPPIG &
O’BRIEN, 1996; TELFER, 1996; WANDJé&t al.,
(1996). No entanto, neste trabalho, ficou evidencia-
do que a presenca de FSH nao é fundamental para
qgue foliculos, com area superficial entre 4000 e
800q.1m2, desenvolvam-se quando células ovarianas
estéo presentes. O mecanismo de acgdo pelo qual as
células ovarianas em monocamada interagem com
os foliculos néo ficou demonstrado, mas, provavel-
mente, essas células produzam fatores essenciais
para o desenvolvimento folicular precoce, proporci-
onando um ambiente mais préximo ao que odorre

1 4 7 10 ViVO.
dias

N

AT

% de foliculos

CONCLUSOES

EHSOM ESOMF MSORBPVA

Figura 3 - Percentual de foliculos pré-antrais que apresentaram A adicdo de FSH ao meio de cultivo nédo
desenvolvimento, avaliado pelo incremento na sua arepfluencia a viabilidade de células ovarianas ao

superficial. Os foliculos foram cultivados isoladamente e . » $[ﬁ@b 1
gotas de 5@ de meio, por até 10 dias, em meio TCM—lE)Sr)T],Ongo de 20 dias. Foliculos entre 4000 e e

acrescido de 10% de soro de novilho castrado (SNC) E/€@ superfipial crescerim vitro na presenca de

células ovarianas (grupo SOM), TCM-199 acrescido de 100€€lulas ovarianas em monocamada, independente-
de SNC, células ovarianas e {igbm: de meio de FSH mente da presen¢a de FSH. No entanto, células
(grupo SOMF), TCM-199 acrescido de 10% de SNC (arupqyy/zrignas e FSH, em meio contendo soro de novilho
SOR) e TCM-199 acrescido de 1,0mg/de meio de alcool = . . .

polivinilico (PVA; grupo PVA). Os valores representam oscaStrado’ nao prqporuonam l‘!m amblent? favoravel
percentuais médios de oito replicaces; letras diferentd@@ra 0 desenvolvimento de foliculos com area super-

indicam diferenca estatistica (p<0,05). ficial superiores a 80(pﬂ‘1n2.

Ciéncia Rural, v. 31, n. 2, 2001.
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Figura 4 - Agdo do soro de novilho castrado (SNC), células ovarianas em monocamada e FSH no crescimento de folicules Aréraatriperficial de

foliculos pré-antrais, emm?, foi avaliada em um periodo de 10 dias. Na figura “a”,

os foliculos com area superficial entre 400In& 800N

cultivados em meio contendo 10% SNC (grupo SOR), células ovarianas em monocamada e 10% de SNC (grupo SOM) ou célulasnovarianas

monocamada, 10% de SNC e gt de FSH (grupo SOMF). Na figura “b”, foliculos com &rea superficial entre 8001 e LEBOGOram
distribuidos e cultivados nos mesmos grupos. Os valores representam médias de foliculos nos diferentes dias de cultivo.
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