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RESUMO

O presente experimento foi delineado com o objetivo
de determinar a influéncia de diferentes periodos de digestdo
enzimdtica nos ovdrios de fetos bovinos, sobre o mimero total de
foliculos pré-antrais resgatados e o niimero de foliculos resgata-
dos em cada estdgio de desenvolvimento. A presenga da membra-
na basal, envolvendo o complexo formado pelas células da gra-
nulosa e 0 odcito, foi observada através de um estudo histolégico,
0 que permitiu avaliar a integridade morfologica dos foliculos
pré-antrais isolados. Para isso, ovdrios de fetos bovinos, entre
150 e 270 dias de gestagdo, foram obtidos em frigorifico. No
laboratério, os ovdrios foram seccionados em vdrios fragmentos
com uma tesoura cirtirgica e dissociados com pipetas de Pasteur,
com didmetros aproximados de 1000 e 500um. Apés este proces-
so, os fragmentos foram submetidos a digestdo enzimdtica com
colagenase em uma concentra¢do de 200Ul/ml de TCM199
modificado, por periodos de 20, 30 ou 40 minutos. Os resultados
obtidos com esta técnica permitiram determinar que o niimero de
Joliculos pré-antrais isolados, assim como, os estdgios de desen-
volvimento em que esses foliculos encontravam-se no momento do
isolamento, sdo similares nos trés periodos de incubagdo enzi-
mdtica. A estrutura morfolégica desses foliculos, formada pelo
oécito, células da granulosa e membrana basal, manteve-se
intacta apos o isolamento nos trés periodos de digestdo enzimdti-
ca.
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SUMMARY

The objective of this experiment was to determine
the efficiency and the effect of different enzymatic digestion
periods on the number and developmental stages of preantral
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follicles isolated from bovine fetal ovaries. The presence of basal

membrane, surrounding granulosa cells-oocyte complex, was
observed, after digestion, through histologycal study. For this,
ovaries from bovine fetues, were collected in slaughterhouses,
between 150 and 270 days of pregnancy. In the laboratory, the
ovaries were cut into several fragments with surgical scissors and
dissociated with Pasteur pipette, having either 1000 or 500um
diameter. After these steps, the fragments were submitted 1o an
enzymatic digestion with collagenase in a concentration of
2001U/ml of modified TCM 199, for periods of 20, 30 or 40
minutes. The results showed that determined the total number and
the quantity of the different developmental stages of isolated
preantral follicles were similar in the three different periods of
enzymatic digestion. The histological analyses demonstrated that
the enzymatic digestion periods did not affect the morphological
structure of the follicles.
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INTRODUCAO

A ativacdo do desenvolvimento dos foli-
culos acontece, nos bovinos, durante o periodo fetal.
Aproximadamente aos 90 dias de prenhez, os foli-
culos primdrios ja estdo formados. Aos 240 dias de
prenhez, podem ser observados diferentes estdgios
de desenvolvimento folicular, incluindo foliculos
com o antro ja formado (RUSSE, 1983). Ao nasci-
mento, existem cerca de 130.000 foliculos, sendo
que no decorrer da vida, ha uma grande perda desses
foliculos através de processos degenerativos
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(ERICKSON, 1966a). O foliculo pode tornar-se
atrésico em qualquer fase do seu desenvolvimento
(RAJAKOSKY, 1965), com isso, um nimero redu-
zido de oécitos vidveis sdo produzidos durante a
vida reprodutiva de uma fémea bovina. Com intuito
de resgatar esses foliculos antes que entrem em
atresia, técnicas de isolamento comecaram a ser
desenvolvidas.

Um dos primeiros trabalhos a descrever o
isolamento de foliculos pré-antrais foi realizado em
ovdarios de camundongos e hamsters, com o auxilio
da enzima pronase (GROB, 1964). NICOSIA ef al.
(1975), utilizando a enzima colagenase que atua
somente sobre o coldgeno dos ovdrios, conseguiram
isolar foliculos pré-antrais de ovérios de coelhos,
mantendo as membranas basais intactas. Em 1977,
EPPIG relatou o primeiro protocolo de isolamento e
cultivo de foliculos pré-antrais para camundongos,
conseguindo, posteriormente, o nascimento de um
produto dessa espécie, oriundo do desenvolvimento
in vitro de o6citos que ji haviam comecado seu
crescimento in vive (EPPIG & SCHROEDER,
1989). Esses resultados estimularam a realiza¢do de
inimeras pesquisas, inclusive em outras espécies,
como em suinos (HIRAO, 1994), felinos
(JEWGENOW & PITRA, 1993) e bovinos
(FIGUEIREDO et al., 1993), adaptando a técnica
utilizada em camundongos ou desenvolvendo novos
protocolos.

Em bovinos, foram recentemente realiza-
dos experimentos por FIGUEIREDO et al. (1993) e
HULSHOF et al. (1994) que, associando a técnica
de digestdo enzimdtica a dissociacdo mecénica dos
ovdrios, conseguiram o isolamento de foliculos pré-
antrais morfologicamente intactos. Estes mesmos
autores propuseram uma nova classificacdo dos
foliculos pré-antrais, isolados de fetos bovinos, de
acordo com o seu didmetro. Além do isolamento,
algumas investigagdes estdo sendo realizadas com o
cultivo desses foliculos, tentando identificar os com-
ponentes reguladores (hormonios, fatores de cresci-
mento, etc.) envolvidos no crescimento dos mesmos
(NUTTINCK et al., 1993; HULSHOF ef al., 1995;
WANDII et al., 1996a). Contudo, a maioria dos
protocolos empregados, tanto para o resgate desses
foliculos como para o cultivo in vitro, foram desen-
volvidos em animais de laboratério. Em decorréncia
das diferencas estruturais observadas em ovdrios e
foliculos de distintas espécies animais (WANDIJI et
al., 1996b), foi realizado o presente trabalho com
objetivo de testar diferentes perfodos de digestdo
enzimdtica em ovdrios de fetos bovinos, consideran-
do o nimero, o estigio de desenvolvimento e a qua-
lidade dos foliculos isolados. No sentido de determi-

nar a integridade folicular, foram realizadas avalia-
¢Oes histolégicas apds o processo de isolamento
desses foliculos.

MATERIAIS E METODOS

Trinta e seis ovérios de fetos bovinos de
diferentes idades (150, 180, 210, 240 e 270 dias),
com didmetros entre 0,6 e 1,9 centimetros, foram
utilizados para este experimento. Os ovdarios foram
obtidos em matadouro e acondicionados para trans-
porte em uma garrafa térmica com solug¢io fisiologi-
ca contendo penicilina (100UL/ml) e estreptomicina
(50ug/ml) a 30°C. No laboratério, os ovarios foram
lavados trés vezes em solugdo fisiolégica e coloca-
dos em tubos de centrifuga, contendo TCM 199
modificado com 25mM de HEPES ¢ 5% de Soro
Fetal Bovino (SFB). Quando constatada a presenga
de foliculos tercidrios na superficie dos ovirios,
realizou-se a retirada dos mesmos com o auxilio de
um bisturi, antes dos ovérios serem colocados nos
tubos de centrifuga e dar continuidade ao processo
de dissocia¢do.

Para a dissociagdo mecanica, os ovarios
foram colocados em tubo cdnico, contendo 3ml de
TCM 199 modificado. Os ovérios foram seccionados
em fragmentos pequenos ¢ uniformes, empregando-
se para este fim uma tesoura cirtrgica, modificagfio
da técnica de dissociagdo desenvolvida por
FIGUEIREDO et al. (1993). Com o objetivo de
melhorar o processo de dissociagdo, a solugdo con-
tendo os fragmentos de ovario foi suspensa 20 vezes
com o auxilio de uma pipeta de Pasteur de 1000um
de didmetro, e mais 20 vezes com uma pipeta de
Pasteur de 500um de didmetro. Decorrido o proces-
so de dissociagdo ovariana, a solugio foi submetida
a passagem por um filtro com poros de 500pum de
didmetro. Os fragmentos que ficaram retidos na
malha do filtro foram submetidos a uma segunda
dissociagdo mecénica, utilizando-se o mesmo méto-
do descrito acima. Apds a segunda dissociagfio, a
solugdo resultante foi filtrada novamente, porém
utilizando-se membranas de filtro com poros de
100gm de didmetro. Para a filtragem, foram desen-
volvidos filtros, a partir de plastico industrial torne-
ado e seringas de 20ml.

Os foliculos pré-antrais isolados foram
classificados em foliculos primordiais (<40pum de
didmetro), primarios (didmetro entre 40 e 60um) ¢
secunddrios (> 60um de didmetro), de acordo com
os estudos realizados por HULSHOF et al. (1994).
Para a determinagio do didmetro folicular e posteri-
or classifica¢do dos foliculos, foi utilizado um mi-
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crometro ocular, acoplado a um microscépio inverti-
do. Ap6s o processo de dissociagdo mecdnica, 0s
fragmentos ovarianos que ficaram retidos na segun-
da filtragem foram colocados em um volume total de
5ml de TCM 199 modificado para serem submetidos
ao tratamento enzimadtico, utilizado-se a enzima
colagenase (Clostridium histoliticum, tipo 1A, Sig-
ma, St Louis, MO, USA) em uma concentra¢do de
200UI/ml. A solucdo, contendo TCM 199 modifica-
do, enzima e fragmentos ovarianos, foi homogeniza-
da e dividida em trés aliquotas de 1667ul cada uma,
as quais foram colocadas em banho-maria a uma
temperatura de 37°C. Cada aliquota foi submetida a
um tempo diferente de exposi¢do enzimatica, 20, 30
ou 40 minutos. A medida que finalizavam os perio-
dos de digestao, as aliquotas eram submetidas a trés
lavagens com TCM 199 modificado e centrifugadas
por 2 minutos (700 g/minuto), para remog¢do da
enzima. O préximo passo foi a contagem e classifi-
cacdo dos foliculos pré-antrais isolados, semelhante
a realizada apés a dissociacdo mecanica.

A avaliac@o histoldgica foi feita com as
aliquotas contendo TCM modificado e os foliculos
isolados, as quais foram colocadas em placas de
petri e observadas ao microscopio, com o objetivo
de retirar alguns fragmentos ovarianos que nao ti-
vessem sido digeridos. Retirados os fragmentos nao
digeridos, cada aliquota foi novamente colocada no
tubo de centrifuga e submetida a centrifugacao por 2
minutos, para formacdo de um sedimento rico em
foliculos pré-antrais. Os sedimentos contendo os
foliculos foram fixados em solug¢do de “Bouin” por
24 horas, desidratados e incluidos em parafina.

Os blocos de parafina, contendo os foli-
culos, foram submetidos a cortes de 7um de espes-
sura, montados em laminas histolégicas e submeti-
dos a reacdo do 4cido Periddico de Shiff (PAS) con-
trastado com hematoxilina. Com esse processo de
coloracdo, foi possivel a visualizagdo da membrana
basal dos foliculos e do complexo formado pelo
odcito e pelas células da granulosa.

A andlise estatistica dos resultados obti-
dos com os diferentes periodos de digestdo enzima-
tica, com os estdgios de desenvolvimento folicular,
em que se encontravam os foliculos no momento do
isolamento, e com os diferentes tamanhos dos ovari-
os na recuperacao de foliculos pré-antrais isolados,
foi submetida a uma andlise de covaridncia no
PROC GLM. Inicialmente, os dados foram submeti-
dos a uma andlise de heterogeneidade das curvas,
sendo realizada a andlise de covaridncia somente
quando constatado homogeneidade das curvas, em-
pregando o seguinte modelo estatistico:

Yij=p+0ci+ﬁinj+eij

onde Y;; € o nimero ou a percentagem transformada
de foliculos pré-antrais isolados, p é a constante
comum a todas as observagoes, o corresponde as
diferentes fases de desenvolvimento folicular (pri-
mordiais, primarios e secundarios), Bj é o coeficiente
de regressdo para a relagdo entre Y e X, Xj; os tem-
pos de incubacio enzimdtica ou o tamanho dos ova-
rios e €; € o efeito residual.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram isolados 99.300 foliculos pré-
antrais através da digestdo mecénica-enzimatica de
36 ovarios de fetos, sendo que 34% desses foliculos
foram resgatados em 20 minutos, 34% em 30 minu-
tos e 32% em 40 minutos de incubag@o enzimatica.
Sobre o total de foliculos pré-antrais isolados em
cada idade fetal, foram calculados os percentuais
correspondentes aos periodos de incubacio de 20, 30
e 40 minutos. Na Figura 1, podem ser observadas as
curvas que representam os percentuais de foliculos
recuperados em cada periodo de incubac@o, nas
respectivas idades fetais. Os resultados indicam que
nao hd relacdo entre as diferentes idades fetais e as
percentagens de foliculos recuperados nos diferentes
periodos de exposic¢do enzimatica (P=0,8723).

Neste experimento, também foi avaliada a
quantidade de foliculos recuperados em cada estigio
de desenvolvimento folicular (foliculo primordial,
primdrio e secunddrio) nos diferentes periodos de
digestdo enzimadtica, sendo constatado um ndmero
de foliculos recuperados em cada estdgio de desen-
volvimento semelhante nos trés periodos de digestio
enzimdtica (P=0,1457; Figura 2). Entretanto, quando
foram considerados os estagios de desenvolvimento
folicular em cada periodo de digestdo, foi possivel
verificar que os foliculos primordiais foram isolados
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Figura Isolamento de foliculos pré-antrais em diferentes
periodos de digestao enzimatica (20, 30 ou 40 mi-
nutos). As percentagens de foliculos recuperados
nos diferentes periodos foram semelhantes e inde-

pendente das idades fetais (P=0,8723).
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em maior nimero, se comparado ao nimero de foli-
culos primdrios e secunddrios resgatados, e que o
numero de foliculos primdrios foi significativamente
superior ao nimero de foliculos secundarios isolados
(P=0,0001; Figura 2).

Os periodos de incubacdo na presenca da
enzima, testados no presente experimento, foram
delineados seguindo os estudos realizados por
NICOSIA et al. (1975) em ovarios de coelhos. Os
autores, além de avaliar o efeito das enzimas pronase
e colagenase na digestdo enzimdtica dos ovdrios,
avaliaram o efeito de vdrias concentracdes dessas
enzimas e diferentes periodos de incubagdo, em
relacdo ao nimero e qualidade dos foliculos isola-
dos. O periodo de digestdo enzimatica considerado
ideal por estes autores para o isolamento dos folicu-
los de ovdrios de coelhos foi de 20 minutos. Tempos
superiores a 30 minutos foram considerados impré-
prios para o isolamento de foliculos pré-antrais,
quando constatado, através de microscopia eletroni-
ca, que a incubagdo na presenga da enzima por mais
de 30 minutos causa lesdes nos foliculos desta espé-
cie, principalmente na membrana basal. Como em
bovinos nenhum experimento desse tipo havia sido
realizado, foram estabelecidos trés periodos de incu-
bac@o para testar a digestdo enzimatica de ovarios de
fetos, considerando a quantidade e qualidade de
foliculos pré-antrais isolados. O periodo de 20 mi-
nutos foi avaliado por ser considerado ideal para o
isolamento de foliculos pré-antrais de coelhos e por
ser o perfodo escolhido pelos investigadores que
trabalham com o isolamento de foliculos realizados
na espécie bovina (FIGUEIREDO et al., 1993;
WANDII et al., 1996ab), e os de 30 e 40 minutos
para verificar se era possivel aumentar o nimero de
foliculos pré-antrais resgatados e a existéncia, ou
nao, de modifica¢des na estrutura morfolégica dos

800
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PERIODOS DE DIGESTAO ENZIMATICA (MINUTOS)

m PRIMORDIAL = PRIMARIO [ SECUNDARIO

Figura 2- Foliculos pré-antrais isolados nas diferentes fases de
desenvolvimento nos trés periodos de digestdo enzi-
matica. O nimero de foliculos recuperados em cada
estdgio foi semelhante para os trés periodos de diges-
tdo (P=0,1457).

foliculos. A hipétese, de que um maior periodo de
€xposi¢do a enzima causaria uma maior dissocia¢do
do ovdrio e com isso um maior nimero de foliculos
pré-antrais seriam resgatados, ndo foi confirmada.
Constatou-se que o periodo de incubagdo enzimética
ndo estd relacionado nem com a quantidade de foli-
culos recuperados, nem com algum desvio no niime-
ro de foliculos resgatados de um determinado esté-
gio de desenvolvimento (Figura 1). Por esse motivo,
acredita-se que o fato dos foliculos primordiais se-
rem resgatados em maior nimero, nos trés periodos
enzimdticos (Figura 2), seja devido a sua maior
concentragdo no ovdrio e a menor quantidade de
coldgeno que envolve este estidgio folicular
(ERICKSON, 1966b).

Além da quantidade de foliculos pré-
antrais isolados, foi investigada a integridade mor-
folégica do complexo formado pela membrana ba-
sal, células da granulosa e odécito. Nos diferentes
periodos de incubagdo enzimatica, foram observadas
a presenca de membrana basal e integridade do
complexo folicular nas estruturas examinadas. Con-
tudo, antes de se fazer a indicagdo de qualquer um
dos perfodos de digestio enzimadtica, testados neste
experimento, para o resgate de foliculos pré-antrais
que serdo destinados ao cultivo in vitro, avaliagoes
mais apuradas da integridade destes foliculos, com o
uso da microscopia eletronica, deverdo ser realiza-
das.

Além da idade fetal, o tamanho dos ovri-
os foi avaliado quanto a eficdcia dos periodos de
digestdo enzimadtica no isolamento de foliculos pré-
antrais. Os ovdrios coletados foram distribuidos em
classes, de acordo com os seus respectivos didme-
tros, que oscilaram entre 0,6 e 1,9cm (Tabela 1). Na
classe onde os ovdrios tinham didmetro entre 0,60 e
0,79cm, foram coletados seis ovarios, dos quais
quatro foram de fetos com 150 dias de gestacdo e
dois de fetos com 180 dias. Os ovdrios, que mediam
entre 0,80 e 0,99cm de didmetro, foram coletados de
fetos com 150 (seis ovarios), 180 (trés ovérios) e
240 dias de gestac@o (trés ovirios). A classe onde
houve a ocorréncia de maior variabilidade, em rela-
¢do as diferentes idades fetais utilizadas, foi a que
inclufa ovdrios com didmetros entre 1,00 e 1,19cm.
Nessa classe, foram coletados trés ovarios de fetos
com 180 dias de gestacdo, quatro ovérios de fetos
com 210 dias de gestacdo, um ovdrio de feto com
240 dias de gestacdo e um ovério de feto com 270
dias, perfazendo um total de nove ovirios. Outra
classe que teve um total de nove ovdrios, foi a classe
composta por ovdrios com didmetros superiores a
1,19cm, sendo que dois oviérios foram de fetos com
210 dias de gestacdo, dois de fetos com 240 dias de
gestacdo e cinco de fetos com 270 dias de gestag@o.
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Tabela 1 - Relagdo entre os diferentes tamanhos c i
. quantidade de foliculos. pré-an ais iso

TAMANHO DOS N“ DE

C én de f;:tos bﬁ

preantral follicles to undergo embryogenesis
and development to live young after growth,
maturation and fertilization in vitro. Biol
Reprod, v. 41, p. 268-276, 1989.

ERICKSON, B.H. Development and senescence
of the posnatal bovine ovary. J Anim Sci, v. 25,
p. 800-805, 1966a.

OVARIOS (cm) REPLICACOES

ERICKSON, B.H. Development and
radioresponse of the prenatal bovine ovary. J

Reprod Fert, v. 10, p. 97-105, 1966b.

FIGUEIREDO, J.R., HULSHOF, S.C.J.,, VAN
DEN HURK, R. et al. Development of a
combined new mechanical and enzymatic
method for the isolation of intact preantral

Nio foi observada diferenga estatistica con‘siﬂew_ldogahnasjg lmhas (p=0 407)&5

Analisando a Tabela 1, verificou-se que o
numero de foliculos isolados independe do tamanho
do ovario, ou seja, nenhuma interacdo foi verificada
entre os diferentes tamanhos de ovdrios e os dife-
rentes periodos de digestdo enzimdtica empregados
neste experimento (P=0,3407). O didametro dos ové-
rios de fetos bovinos oscilaram entre 0,6 ¢ 1,9cm,
permitindo supor que a acdo dos diferentes tempos
de digestdo enzimatica nao fosse similar em todos os
tamanhos de ovarios utilizados (Tabela 1). Entre-
tanto, verificou-se que o numero de foliculos pré-
antrais isolados nas diferentes classes de tamanho
estabelecidas foi similar, tanto aos 20, 30 ou 40
minutos, indicando que a variacdo de tamanho exis-
tente entre os ovdrios de fetos bovinos nao € sufici-
ente para influenciar a eficiéncia dos diferentes peri-
odos de incubagdo empregados. Apesar da diferenca
numérica observada na Tabela 1, a recuperacdo de
foliculos pré-antrais nos diferentes tempos de incu-
bacdo enzimatica foi estatisticamente similar, de-
monstrando que, em caso de aumentar a amostra-
gem, hd uma tendéncia de aproximacdo desses nu-
meros obtidos em cada grupo de ovarios.

Os resultados permitiram concluir que os
periodos de 20, 30 e 40 minutos podem ser empre-
gados na digestdo enzimadtica de fragmentos ovaria-
nos, para a recuperacdo de foliculos pré-antrais de
fetos bovinos, com a mesma eficdcia. As diferengas
encontradas no tamanho dos ovdrios nao interferem
no nimero de foliculos pré-antrais obtidos.
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