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RESUMO

Com o objetivo de isolar mecanicamente foliculos
pré-antrais caprinos, 52 ovdrios de cabras sem raca definida
(SRD) foram coletados em matadouros ou extraidos por ovariec-
tomia. O protocolo utilizado para o isolamento dos foliculos,
denominado procedimento mecdnico direto (PMD), consistiu no
corte do tecido ovariano em pequenos fragmentos, utilizando-se
um cortador de tecidos. Em seguida, os fragmentos obtidos foram
dissociados mecanicamente com pipetas de pasteur (1600um e
600um de diametro) e a suspensdo resultante, contendo os frag-
mentos ovarianos, foi sucessivamente filtrada em malhas de
ndilon (500um e 100um). A realizacdo deste procedimento per-
mitiu isolar um niimero médio (+ EP) de 1.067 + 160 foliculos
por ovdrio. Com a finalidade de aumentar o niimero de foliculos
pré-antrais isolados por ovdrio, foi utilizado um procedimento
mecdnico complementar (PMC), que consistiu em submeter os
fragmentos retidos nas malhas de 500um e 100um as etapas
descritas no PMD. A utilizagcdo desses fragmentos resultou em um
incremento médio de 5,2% no total de foliculos isolados por
ovdrio. O nimero médio (+ EP) de foliculos isolados por ovdrio,
utilizando-se o procedimento mecdnico (PMD + PMC), foi 1.126
1+ 163. Independentemente do procedimento utilizado, observou-
se uma grande variacdo individual no niimero de foliculos isola-
dos por ovdrio. Os limites minimo e mdximo desta variacdo
foram 53 e 7.482 foliculos, respectivamente. O tamanho dos
foliculos isolados variou de 15,0um a 92,7um. E vidvel a utiliza-
¢do do procedimento mecdnico, descrito pela primeira vez, para
o isolamento de foliculos ovarianos pré-antrais caprinos.

Palavras-chave: foliculos pré-antrais, isolamento, ovdrio, capri-
no.

SUMMARY

For mechanical isolation of caprine preantral folli-
cles, ovaries from 52 undefinined breed type goats were collected
at a local slaughterhouse or cirurgically extracted. The method
used for preantral follicle isolation was a direct mechanical
procedure (DMP). Briefly, ovaries were cut into small fragments
using a tissue chopper adjusted to 500um. The ovarian fragments
were suspended 80 times with a pasteur pipette and then, the
suspension was filtered successively through 500 and 100um
nylon mesh filters. The DMP resulted in a large number of iso-
lated preantral follicles. On average, 1,067 £ 160 (mean number
* SEM) preantral follicles were isolated per ovary. To increase
the number of preantral follicles recovered per ovary, the ovarian
fragments remaining in the 500 and 100um nylon mesh filters
were transferred to the tissue chopper, and the procedure was
repeated (complementary mechanical procedure - CMP). The use
of CMP resulted in a mean increment of 5.2% of the total prean-
tral follicles isolated per ovary. The mean number (mean £ SEM)
of follicles isolated per ovary using the mechanical procedure
(DPM + CPM) was 1,126 £ 163. Irrespective of the procedure
used. the number of preantral follicles isolated was characterized
by extreme individual variation. The limits minimum and maxi-
mum of this variation were 53 and 7,482, respectively. The di-
ameter of follicles isolated showed a range from 15.0um to
92.7um. In conclusion, these results showed, for the first time,
that preantral follicles can be successfully isolated from caprine
ovary by applying a mechanical procedure.
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INTRODUCAO

Ao nascimento, o ovario mamifero con-
tém milhares de foliculos pré-antrais (CARROLL et
al., 1990), constituindo o “pool” de reserva folicular
(DOWNS, 1993). No entanto, apenas uma pequena
parte (0,01%) pode ser usada durante a vida repro-
dutiva da fémea (NUTTINCK et al., 1993), pois a
grande maioria desses foliculos torna-se atrésica
durante as fases de crescimento e maturagio
(CARROLL et al., 1990). Tendo em vista essa gran-
de perda folicular, o isolamento e cultivo de folicu-
los pré-antrais in vitro tém sido tema de estudo de
muitos pesquisadores em diferentes pafses do mun-
do, incluindo o Brasil.

Para o isolamento de foliculos pré-antrais,
vérios protocolos enzimaticos e mecanicos tém sido
descritos na literatura. Os procedimentos enzimdti-
cos foram desenvolvidos, basicamente, para animais
de laboratério  (EPPIG, 1976; ROY &
GREENWALD, 1985; EPPIG & DOWNS, 1987;
DANIEL et al., 1989; EPPIG & SCHOEDER, 1989;
CARROLL et al, 1991; NAYUDU & OSBORN,
1992) e coelho (NICOSIA et al., 1975). Protocolos
enzimdticos também foram empregados em ovirios
de suinos (GREENWALD & MOOR, 1989;
LAZZARI et al., 1992; MORBECK et al., 1993), de
humanos (ROY & TREACY, 1993) e, mais recen-
temente, de bovinos e ovinos (CARAMBULA et al.,
1996abc). Jd os procedimentos mecénicos foram
desenvolvidos, principalmente, para o isolamento de
foliculos pré-antrais de animais domésticos, como a
gata JEWGENOW & PITRA, 1991) e a vaca
(FIGUEIREDO et al., 1993; NUTTINCK et al.,
1993; HULSHOF et al., 1994). Estes procedimentos
permitiram isolar um grande ndmero de foliculos
pré-antrais, tanto de animais jovens como de adultos.
Embora métodos enzimidticos e mecanicos tenham
sido desenvolvidos para isolar foliculos pré-antrais
em varias espécies de mamiferos, nio existem tra-
balhos na literatura concernentes ao isolamento de
foliculos pré-antrais caprinos.

Os objetivos do presente estudo foram ve-
rificar se os foliculos pré-antrais caprinos podem ser
isolados mecanicamente in vitro, utilizando o proce-
dimento mecanico simples, previamente desenvolvi-
do para isolar foliculos pré-antrais bovinos
(FIGUEIREDO et al., 1993) e descrever, com o
auxilio de microscépio invertido, as caracteristicas
morfoldgicas dos foliculos pré-antrais caprinos iso-
lados mecanicamente.

MATERIAIS E METODOS

Para a realizagdo deste estudo, foi utiliza-
do um total de 52 ovérios de fémeas caprinas SRD

oriundas de matadouros locais (cabras de descarte)
ou extraidos cirurgicamente no laboratério. Imedia-
tamente apds a morte do animal ou ovariectomia, os
ovérios foram lavados com é&lcool a 70% por 10
segundos e, em seguida, com solugdo fisiolGgica a
0,9%. Apds a lavagem, os ovirios foram transferidos
para recipientes, contendo solugdo fisioldgica a
0,9% a uma temperatura de 37°C e transportados ao
laboratério dentro de uma hora.

Os foliculos pré-antrais foram isolados,
utilizando-se como método de referéncia o procedi-
mento descrito por FIGUEIREDO et al. (1993),
modificado. As modificagdes realizadas no proce-
dimento para isolar foliculos pré-antrais caprinos
envolveram, basicamente, a nio remogio da regido
medular do ovdrio, a utilizagdo de pipetas de pasteur
de diferentes didmetros (1600um e 600um) e niime-
ro de aspiragdo e ejecdo da suspensdo. O método de
isolamento de foliculos pré-antrais caprinos, desen-
volvido no presente estudo, pode ser dividido em: 1)
procedimento mecénico direto (PMD) e 2) procedi-
mento mecanico complementar (PMC).

No procedimento mecénico direto (PMD),
os foliculos antrais superficiais (FAS) presentes nos
ovidrios foram puncionados para a eliminacdo do
fluido folicular. Em seguida, os ovérios foram secci-
onados com uma lamina de bisturi, de modo a obter
duas por¢des do ovério ndo completamente separa-
das. Apos este procedimento, as duas porgdes de
cada ovdrio, devidamente unidas em uma das bor-
das, foram seccionadas (sentido cortico-medular) em
pequenos fragmentos, utilizando-se o cortador de
tecidos (The Mickle Laboratory Enginnering CO,
Gomshal, Surrey, England) previamente regulado
para a realizacdo de cortes seriados em intervalos de
500um. Para se obter uma fragmentacio mais efici-
ente, 0 ovério no cortador de tecidos foi umidificado
com solu¢do de PBS, acrescido de 5% de soro capri-
no (PBS”) e cortado nos sentidos longitudinal, trans-
versal e obliquo. Os fragmentos ovarianos obtidos
foram dissociados mecanicamente, através de repe-
tidos movimentos de sucgdo e ejecdo, utilizando-se,
sucessivamente, pipetas de pasteur calibradas a
1600um (40 movimentos) ¢ 600um (40 movimen-
tos) de didmetro. A suspensio obtida foi sucessiva-
mente filtrada em malhas de ndilon de 500pm e
100um de didmetro, com a finalidade de separar os
foliculos pré-antrais isolados dos fragmentos de
tecido ovariano com dimensdes maiores que 100gm
de didmetro, que ficariam retidos nas malhas. No
sentido de se tentar aumentar o nimero de foliculos
pré-antrais isolados por ovirio, foi realizado o pro-
cedimento mecanico complementar (PMC). Para
implementar este procedimento, os fragmentos ova-
rianos que ficaram retidos nas malhas de 500um e
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100um foram colocados no cortador de tecidos e o
procedimento foi repetido.

Os filtrados 1 e 2, oriundos, respectiva-
mente, dos procedimentos mecanico direto e com-
plementar foram colocados, separadamente, em
placas de Petri (Steri-Gamma-Plate) e levadas ao
microscopio invertido (Zeiss) para a andlise dos
foliculos isolados, a um aumento de 120 vezes. Apds
o isolamento mecanico, foram quantificados os foli-
culos isolados completamente, bem como aqueles
separados incompletamente, circundados por células
do estroma ovariano (complexo foliculo-estroma -
CFE). Para mensuracdo do didmetro folicular foi
utilizada uma ocular micrométrica acoplada ao mi-
croscépio. Apds o isolamento, os foliculos foram
classificados conforme HULSHOF et al. (1994) em
primordiais, primdrios e secundérios.

O niimero médio de foliculos pré-antrais
isolados, bem como o didmetro folicular médio
foram comparados entre si, usando o teste Whitney-
Mann, considerando-se que os dados ndo obedece-
ram a uma distribuicdo normal, € o teste-t, respecti-
vamente. Os resultados foram considerados estatisti-
camente significativos quando P<0,05. Os resultados
serdo apresentados sob a forma de média t erro
padrdo da média (EP).

RESULTADOS

Os filtrados resultantes dos procedimentos
mecanicos direto (PMD) e complementar (PMC)
continham células do estroma ovariano, um grande
nimero de foliculos pré-antrais intactos, fragmentos
de ovdrio, e uma pequena percentagem de comple-
xo-foliculo-estroma - CFE. Do total de foliculos
presentes nos filtrados, somente 0,8% (9/1.126) se
encontraram na forma de CFE.

O niimero médio de foliculos pré-antrais
(primordiais, primdrios e secunddrios) isolados nos
procedimentos mecéanico direto (PMD), comple-
mentar (PMC) e total (PMD + PMC) é mostrado na
Tabela 1. Foi verificado que do total de foliculos
isolados 85% (956/1126), 12% (132/1126) e 3%
(38/1126) corresponderam aos foliculos primordiais,
primdrios e secunddrios, respectivamente.

No tocante a morfologia, os foliculos
primordiais continham um odcito claramente visivel,
circundado por uma camada de células somaticas de
forma pavimentosa e/ou cubica. Os foliculos primé-
rios eram constituidos por um odcito, circundado por
uma camada de células da granulosa somente de
forma ciibica. Os foliculos secundarios apresenta-
vam um odcito circundado por uma ou mais cama-
das de células da granulosa, também de forma cubi-
ca. Em alguns foliculos primdrios ¢ na maioria dos

foliculos secunddarios, o odcito ndo foi visualizado
devido ao grande ntimero de c€lulas da granulosa
presente em torno do odcito. Os foliculos primordi-
ais, primdrios ¢ secunddrios isolados apresentaram
um didmetro médio (+ EP) de 20,1 £0,5; 49,7 £ 0,6
e 72,7 £ 1,6um, respectivamente. O didmetro foli-
cular médio foi significativamente (P<0,0001) dife-
rente entre as trés classes de foliculos estudadas.
Considerando as trés classes foliculares em conjun-
to, os foliculos presentes nos filtrados mediram em
média 38,2 + 1,7um de didmetro, sendo que o menor
e o maior tamanho folicular observados foram de
15,0 € 92,7um de didmetro, respectivamente.

DISCUSSAO

Os resultados deste estudo mostraram que
um grande nimero de foliculos ovarianos pré-antrais
caprinos pode ser isolado, com sucesso, utilizando
exclusivamente um procedimento mecénico. A etapa
limitante para o estudo dos foliculos pré-antrais
caprinos in vitro € o seu isolamento a partir do ova-
rio. Neste estudo, utilizando-se um procedimento
mecinico de isolamento folicular, uma média de
1.126 foliculos foram isolados por ovdrio. Este tra-
balho mostrou também que a tentativa de se aumen-
tar o mimero de foliculos pré-antrais isolados, sub-
metendo os fragmentos remanescentes nas malhas
de 500um e 100um a fragmenta¢io no cortador de
tecidos, dissociagdo mecéanica e filtracdo simples
(PMC), resultou em um incremento médio de 5,2%
no total de foliculos isolados por ovdrio. Neste caso,
a utilizagdo do PMC seria recomendada, no futuro,
somente no caso de ovdrios provenientes de animais
de elevado padrdo genético, ou ainda de animais em
risco de extin¢do, onde a recuperacdo folicular ne-
cessitaria ser otimizada.

Comparando os resultados disponiveis na
literatura, concernentes ao isolamento enzimatico de
foliculos ovarianos pré-antrais, pode-se constatar
que o mimero de foliculos pré-antrais recuperados
por ovdrio, neste estudo, foi superior ao descrito por
ROY & TREACY (1993) em humanos (544 ¢ 760
foliculos/ovirio provenientes de mulheres de 35 e 16
anos de idade, respectivamente) e ROY &
GREENWALD (1985) em hamster (125 folicu-
los/ovdrio). Ao contrario, os resultados deste estudo
foram inferiores aos relatados por GREENWALD &
MOOR (1989), utilizando digestdo enzimdtica para
o isolamento de foliculos pré-antrais em suinos
(180.000 foliculos/ovario). Apesar da eficiéncia do
procedimento enzimdtico em isolar foliculos pré-
antrais mostrada por esses autores, a utilizacio de
enzimas pode representar alguns riscos para o foli-
culo, como por exemplo, danos a membrana basal,
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:Tabcla 1 - Ndmero médio (+ EP) de foli‘:culb‘;}pré—antrais‘(pdmb
‘ isolados, utilizando-se o procedimento mecénico direto (PMD), o procedimento mecé-
nico complementar (PMC) e a associagdo de ambos (PMD+PMC). ram

ais, primarios e secundarios)

resultados superiores aos
obtidos neste trabalho fo-
descritos por
JEWGENOW & STOLTE

(1996) em felideos domés-
ticos (2.892 folicu-

los/ovario) e nao-
domésticos (1.867 folicu-
los/ovirio), os quais podem
ser devido as diferencas

Classe folicular PMD PMC PMD + PMC

Primordial 927+ 159° (7-6955)  29%7" (0-238) 956 + 161° (7-7156)

Primdrio 109+£19° (0-742)  2346° (0-201)  132+24° (0-943)

Secundério 31+5° (0-186) 7£1° (0-60) 38+ 6° (0-212)

Total 1067+ 160 (53-7176) 5910 (0-306) 1126+ 163 (53-7482)
(94,8%)* - oy

existentes entre as espécies,
bem como a metodologia
(100%)* empregada no isolamento.

~' FIGUEIREDO et al. (1993)

Valores com letras diferentes na mesma coluna diferem significativamente (* > P<0,01).

Valores entre parénteses representam a variagao individual.
* Porcentagem de foliculos isolados.

ruptura das juncdes entre as células foliculares
(NICOSIA et al., 1975) e comprometimento da
viabilidade folicular em cultivo (WANDIJI et al.,
1996). Além disso, ao contrdrio dos procedimentos
mecanicos, a utilizacdo de enzimas para o isola-
mento de foliculos pré-antrais requer um maior con-
trole, principalmente no que concerne ao tempo de
exposicdo do tecido ovariano a enzima (GROB,
1969), a concentracao da enzima e ao tipo de tecido
submetido ao tratamento enzimdtico, os quais sdo
fatores que interferem no grau de danos causados
pela digestdo enzimdtica (ROY & GREENWALD,
1985).

No tocante aos procedimentos mecanicos
de isolamento de foliculos ovarianos pré-antrais,
varios métodos utilizando diferentes equipamentos
como o mixer (JEWGENOW & PITRA, 1991;
NUTTINCK et al., 1993), o cortador de tecidos
(FIGUEIREDO et al., 1993) e o férceps (HULSHOF
et al., 1994) foram desenvolvidos, principalmente
para ovdrios de grandes animais. O nimero de foli-
culos pré-antrais recuperados neste estudo foi supe-
rior aos observados em bovinos (JEWGENOW &
PITRA, 1991; NUTTINCK et al, 1993 e
FIGUEIREDO et al., 1993). JEWGENOW &
PITRA (1991) isolaram de 300 a 500 foliculos pré-
antrais por ovdrio de vacas. Em outro experimento,
também realizado em vacas, uma média de 90 foli-
culos foram isolados por ovario (NUTTINCK et al.,
1993). FIGUEIREDO et al. (1993) obtiveram uma
média de 512 e 298 foliculos pré-antrais, a partir de
ovérios de novilhas e vacas, respectivamente. O
resultado inferior ao de caprinos mostrado por estes
iltimos autores, pode ser devido ao fato de que so-
mente duas classes (primdrio e secunddrio) de foli-
culos pré-antrais foram consideradas. Por outro lado,

e HULSHOF et al. (1994)
isolaram, respectivamente,
uma média de 2.142 e
2.918 foliculos por ovirio
de feto bovino, mostrando
que esscs resultados também foram superiores aos
observados em caprinos. Essas diferengas podem ser
atribuidas a0 menor contetido fibroso presente no
ovdrio fetal, o que facilitaria o isolamento mecénico
dos foliculos ovarianos pré-antrais (HULSHOF et
al., 1994).

Apesar do grande nuimero de foliculos
pré-antrais isolados no presente experimento, obser-
vou-se uma grande variacao individual. Esses resul-
tados sdo consistentes com as observacoes de
ERICKSON (1966). Baseado em exames histoldgi-
cos, este autor mostrou que a populacao folicular no
ovdrio bovino € caracterizada por uma extrema vari-
acao individual (0 a 720.000 foliculos/ovario).
CAHILL et al. (1979) mostraram, por meio de estu-
dos histolégicos, que a populagio de foliculos ovari-
anos na ovelha também € marcada por uma grande
variagdo individual. Essas variacdes se devem ao
fato de que a populac@o folicular do ovério mamife-
ro pode ser influenciada por varios fatores como,
genético, racial (CAHILL et al., 1979), etério
(PETERS, 1976; RUSSE, 1983) e relativo a espécie
(CAHILL et al., 1979) e ao estado reprodutivo do
animal (ERICKSON et al., 1976). Varia¢des simila-
res foram verificadas em estudos de isolamento de
foliculos  pré-antrais realizados em  bovinos
(FIGUEIREDO et al., 1993; NUTTINCK et al.,
1993 ¢ HULSHOF et al., 1994) e felideos
(JEWGENOW & GORITZ, 1995).

O diametro dos foliculos pré-antrais ca-
prinos, isolados neste estudo, variou de 15,0um a
92,7um. No tocante ao limite inferior desta variagdo,
dados  semelhantes foram encontrados  por
GREENWALD & MOOR (1989) em porcas (11pym
de didmetro). Quanto ao didmetro do maior foliculo
isolado em caprinos, este difere daqueles descritos
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na literatura, sendo inferior ao observado por ROY
& GREENWALD (1985) em hamster (370pm),
MORBECK et al. (1993) em porcas (300um) e
NUTTINCK et al. (1993) em vacas (230um). Essas
diferengas podem ser atribuidas ao uso do filtro de
100pm no processo de isolamento folicular caprino.

Do total de foliculos isolados, 85%, 12%
e 3% corresponderam aos foliculos primordiais,
primérios e secunddrios, respectivamente. Estes
resultados estdo de acordo com as observagdes de
CARROLL et al. (1990; 1991), os quais afirmaram
que os foliculos primordiais representam a maior
parte da populacdo folicular pré-antral existente no
ovério mamifero. Entretanto, os resultados do pre-
sente trabalho diferem dos observados por
HULSHOF et al. (1994) em fetos bovinos. Esses
autores relataram que do total de foliculos isolados,
somente 12,4% eram foliculos primordiais. No en-
tanto, este resultado pode ser explicado pelo fato de
que o tratamento mecénico utilizado por HULSHOF
et al. (1994) pode ndo ser adequado para isolar foli-
culos primordiais a partir de fetos bovinos.

Concluindo, este estudo descreve, pela
primeira vez, as caracteristicas morfométricas de
foliculos pré-antrais caprinos isolados in vitro. Além
disso, os resultados deste estudo revelam que um
grande nimero de foliculos pré-antrais caprinos
pode ser isolado, com sucesso, utilizando um proce-
dimento semelhante ao empregado para isolar foli-
culos pré-antrais bovinos.
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