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ISOLAMENTO, QUANTIFICACAO E CLASSIFICAGAO DE FOLICULOS PRE-
ANTRAIS DE SUINOS

RESUMO - Objetivou-se neste estudo verificar se os foliculos pré-antrais de fémeas
suinas podem ser isolados por procedimento mecanico, com intuito de se obter um
expressivo numero de foliculos viaveis. Ovarios de fémeas suinas pré-puberes
(n=20) foram seccionados longitudinalmente em duas partes. Uma metade foi
utilizada para o procedimento mecanico simples e a outra no processamento
histolégico. O numero médio de foliculos recuperados por ovario no procedimento
mecanico foi de 599160,00 variando entre 30400,00 e 1200800,00 havendo relacéo
(P<0,05) entre as variaveis peso ovariano e numero de foliculos recuperados. Com
relacdo a qualidade 76,44% estavam viaveis apos o isolamento mecéanico. Quanto a
presenga de células da granulosa ao redor do ovaocito 35,67% e 60,27% estavam
desnudos e parcialmente cobertos e 4,06% totalmente cobertos. O total de foliculos
pré-antrais estimados in situ foi de 131937,78, variando entre 67599,04 e 291897,51.
A distribuicdo da populagdo, o diametro e o numero de células da granulosa,
observados in situ, foram de 89,41%, 33,04um e 5,88 para os foliculos primordiais,
2,61%, 47,59um e 16,45 para os primarios e de 7,98%, 79,11um e 46,27 para 0s
secundarios. Conclui-se que o procedimento mecanico pode ser utilizado com
sucesso no isolamento de foliculos pré-antrais viaveis de fémeas suinas pré-

puberes.

Palavras-chave: ovario, ovacito, foliculo primario, foliculo primordial, tissue chopper
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ISOLATION, QUANTIFICATION AND CLASSIFICATION OF PORCINE
PREANTRAL FOLLICLES

ABSTRACT — The aim of this study was verify the possibility of isolate of porcine
preantral follicles by mechanical procedure, in order to obtain an expressive number
of viable follicles. Porcine prepubertal female ovaries (n=20) were longitudinally
seccionated in two parts. One half was used for simple mechanical procedure and
the other half for histological procedure. The average of recovered follicles per ovary
by mechanical procedure was 599,160 ranging from 30,400 and 1,200,800 with a
direct relationship (P<0.05) between ovarian weight and recovered follicles. In
relation of quality 76.44% were viable after mechanical isolation. The presence of
granulosa cells around the oocyte 35.67% and 60.27% were denuded and partially
covered with granulosa cells and 4.06% was totally covered. The preantral follicles
estimated in situ was 131,937,78 ranging on 67,599,04 and 291,897,51. The
population distribution, diameter and number of granulosa cells, observed in situ,
were 89.41%, 33.04um and 5.88 on primordial follicles, 2.61%, 47.59um and 16.45
on primary follicles and 7.98%, 79.11um and 46,27 on secondary follicles. In
conclusion, the mechanical procedure can be used with success on isolation of viable

preantral follicles of porcine prepubertal females.

Key words: ovary, oocyte, primary follicle, primordial follicle, tissue chopper
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1. INTRODUCAO

A utilizacdo e o desenvolvimento de biotécnicas ligadas a reprodug¢ao animal
tém como finalidade o aumento da eficiéncia reprodutiva. Neste contexto, o ovario de
mamiferos possui milhares de ovdcitos inclusos em sua maioria (cerca de 90%) nos
foliculos pré-antrais. Apesar deste enorme capital ovocitario, uma infima proporcao
destes (0,1%) sera ovulada e, consequentemente, podera ter alguma possibilidade
de ser fecundada (GONCALVES et al., 2001). Tendo em vista essa grande perda
folicular, o isolamento e cultivo de foliculos pré-antrais in vitro tém sido tema de
estudo (RODRIGUES et al., 1998).

De acordo com Figueiredo et al. (1993) e Telfer et al. (1999) a manipulagéo in
vitro de ovocitos recuperados da populacdo de foliculos ovarianos pré-antrais
(FOPA), além de servir de modelo nas investigacbes sobre os complexos
mecanismos da foliculogénese, tem um grande impacto na reprodugéo assistida de
espécies em extingdo. As possibilidades de emprego dos FOPA em sistemas de
crescimento, maturacao e fecundacéo in vitro abrem um leque de novas alternativas
para a selecdo e melhoramento genético animal.

O fornecimento de uma populacdo homogénea de ovocitos oriundos de um
mesmo animal proporcionado pela biotécnica de manipulagdo de ovadcitos inclusos
em foliculos pré-antrais (MOIFOPA) contribuira também para a padronizacdo de
técnicas, como a clonagem, FIV e transgénese, uma vez que sera utilizada uma
populagdo de ovocitos num mesmo estadio de desenvolvimento e de mesma origem.
Outra consequéncia imediata desta biotecnologia € a possibilidade de congelagéo
de FOPA isolados ou in situ (no interior de tecido ovariano) a qual poderia ter uma
importancia capital na constituicido de bancos de germoplasma animal, visando a
conservagao de ovocitos de animais de alto valor zootécnico e/ou em perigo de
extingdo (AMORIM et al., 2003; FIGUEIREDO et al., 2007).

Estudos in vitro ttm mostrado resultados bastante satisfatérios com animais
de laboratério. Eppig e O’ Brien (1996) obtiveram o nascimento de um camundongo
a partir de foliculos primordiais crescidos, maturados e fecundados in vitro. Mais
recentemente, esta mesma equipe, aperfeicoando o protocolo utilizado

anteriormente, relatou a produ¢do de embrides e o nascimento de 59 camundongos
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saudaveis a partir de foliculos pré-antrais cultivados, maturados e fecundados in vitro
(O’'BRIEN et al., 2003). Com relagao aos estudos com espécies domésticas, os
resultados mais satisfatérios foram com suinos e caprinos onde se chegou até o
estadio de blastocisto apds cultivo, maturacéo e fecundacao de foliculos secundarios
in vitro (WU et al., 2001; FIGUEIREDO, 2009a). Anteriormente, Hirao et al. (1994)
obtiveram a ovulagao in vitro a partir de foliculos pré-antrais isolados de suinos que
cresceram e maturaram em sistema de cultivo. No caso das outras espécies
mamiferas, como por exemplo: bovino, caprino e ovino foi obtida a formagao de
antro a partir de foliculos secundarios isolados e cultivados in vitro (CECCONI et al.,
1999; GUTIERREZ et al., 2000; HUANMIN e YONG, 2000).

Apesar do desenvolvimento de foliculos antrais ter sido amplamente descrito,
principalmente em bovinos, informagdes referentes a fisiologia dos FOPA,
necessitam de mais pesquisas. E sabido, por estudos histoldgicos, que os foliculos
primordiais sao ativados e transformam-se, sucessivamente, em foliculos
intermediarios, primarios e secundarios. Contudo, ndo sdo conhecidos com exatidao
os fatores que promovem ou inibem a ativagao dos foliculos primordiais, bem como
aqueles implicados no controle do crescimento de foliculos primarios e secundarios.
Em resumo, a fase pré-antral compreende um periodo obscuro e pouco conhecido
da foliculogénese sendo, portanto, um vasto campo para investigagcdes cientificas
(FIGUEIREDO et al., 2007).

Nesse sentido, diversas pesquisas (TELFER et al., 2000; EPPIG, 2001; MAO
et al., 2002; SHUTTLEWORTH et al.,, 2002; FORTUNE, 2003; MAO et al., 2004;
ANDRADE et al., 2005) estdo atualmente priorizando o desenvolvimento de meios
de cultivo eficientes que promovam a maturagcdo de milhares de ovécitos oriundos
dos foliculos pré-antrais, o que possibilitaria a produgdo em larga escala de animais
de alta produtividade.

Objetivou-se neste estudo verificar se os foliculos pré-antrais de fémeas
suinas podem ser isolados por procedimento mecanico, quantificando e
classificando-os quanto a qualidade. Também se pretendeu avaliar histologicamente

os ovarios para determinar a eficiéncia do procedimento de isolamento mecanico.
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2. REVISAO DE LITERATURA

Pensando em maximizar o aproveitamento do potencial reprodutivo,
principalmente de fémeas domésticas, € importante obter maior conhecimento sobre

0S mecanismos que controlam os processos de formacao e atresia de foliculos.

2.1 Ovario de mamiferos

E um 6rgdo composto por varios tipos celulares diferenciados e pode ser
dividido em duas regides: uma medular, que na maioria das espécies, consiste na
porcao interna do ovario e é constituida por tecido conjuntivo, nervos, artérias e
veias e uma regiao cortical que contém corpos luteos, albicans e foliculos ovarianos
em diferentes estagios de desenvolvimento. Além dos nutrientes e horménios
provenientes da corrente sanguinea, fatores produzidos pelos diferentes tipos
celulares contribuem para a formacgao de um sistema bastante complexo que regula
as fungbes do ovario, ou seja, a produgdo de gametas e horménios (LEITAO et al.,
2009).

No ovario cada ovadcito associado a um foliculo possui o potencial de gerar
um novo individuo e, assim, perpetuar a espécie. Para que tal potencial seja
realizado, uma sequéncia de eventos complexos e altamente controlados deve
ocorrer de forma dinamica e ordenada. Tais eventos incluem a formagao do conjunto
de foliculos que estara presente nos ovarios ainda durante a fase fetal, a ativagao de
foliculos para iniciarem o crescimento e o correto funcionamento de forma a
maximizar a chance do ovécito ser fertilizado, desenvolver uma gestagao de sucesso

e gerar um novo individuo apto a reproducgao (BINELLI et al., 2009).
2.2 Ovogénese
Pode ser definida como o conjunto de processos que compreende o

desenvolvimento e diferenciagcdo das células germinativas primordiais (CGP) da
fémea até a formagdo do ovdcito hapléide apto a ser fecundado. Antes de ser



16

incluso no foliculo ovariano, a célula ovocitaria € precedida da evolugcao de dois tipos
celulares, as CGP e as ovogoOnias (MARTINS et al., 2008).

As CGP tem origem extragonadal e sdo formadas durante o periodo
embrionario nessa ordem: apds a fecundagao do ovdcito pelo espermatozoide é
formado o zigoto que evoluira ao estadio de blastocisto. Este por sua vez, é
constituido por duas estruturas, o trofectoderma ou trofoblasto e o botdo embrionario
ou embrioblasto. A partir do botdo embrionario, trés folhetos serao originados: o
ectoderma, o mesoderma e o endoderma. Deste ultimo sera formado, dentre varias
estruturas, o saco vitelinico, do qual serdo originadas as CGP, as quais se
caracterizam por serem moveis e altamente invasivas. Ainda na vida fetal, nas
espécies bovina e ovina, as CGP migram para o mesénquima da crista genital e
colonizam a gbénada indiferenciada. Neste momento as células perdem sua
caracteristica movel e iniciam mitose e apos este processo de proliferacdo celular,
as CGP no ovario, diferenciam-se em ovogébnias. Estas passardo por sucessivas
mitoses e entrardo na primeira divisao meiodtica sendo denominadas de ovdcitos
primarios ou imaturos. O processo de meiose sera interrompido (primeira parada) no
estadio de dipldteno ou dictioteno ou de vesicula germinativa (VG), ficando assim até
que o animal atinja a puberdade. Apos o inicio da liberagdo pré-ovulatérias de
hormoénio luteinizante (LH) na puberdade, horas antes da ovulagdo, a meiose é
retomada e o nucleo ovocitario entra em diacinese, ocorrendo rompimento da VG e
expulsdo do primeiro corpusculo polar, resultando na formagdo do ovécito
secundario que progredira até a metafase Il, ocorrendo a segunda parada da meiose
que sera retomada somente apos a fecundacdo do espermatozoide seguido da
expulsdo do segundo corpusculo polar e formagdo do o6vulo fecundado
(GONCALVES et al., 2001; VAN DEN HURK e ZHAO, 2005).

2.3 Foliculogénese

E o processo de formacéo, crescimento e maturacao folicular, iniciando com a
formacao do foliculo primordial e terminando com o estadio de foliculo maduro,
também conhecido como foliculo De Graaf ou pré-ovulatorio. A foliculogénese pode

ser dividida em duas fases: a) fase pré-antral, que é subdividida em ativagdo dos
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foliculos primordiais e crescimento dos foliculos primarios e secundarios; b) fase
antral, subdividida em crescimento inicial e terminal dos foliculos terciarios (LEITAO
et al., 2009).

A funcao do foliculo ovariano €& proporcionar um ambiente ideal para a
manutengdo da viabilidade, bem como, o crescimento e maturagcdo do ovdcito
(GONCALVES et al., 2001). Sao classificados de acordo com o grau de evolugao em
pré-antrais, compreendendo os primordiais, primarios e secundarios, e em antrais,
caracterizados pela presenca de uma area preenchida por fluido folicular, em que, a
partir de entdo, passam a ser subclassificados como terciarios e pré-ovulatérios
(LEITAO et al., 2009). Os foliculos pré-antrais representam cerca de 90 a 95% de
toda a populagao folicular (MACHADO et al., 2002).

2.3.1 Foliculos primordiais

Os foliculos primordiais sao unidades compartimentais que alojam células
germinativas € um numero variado de células somaticas. Estes pequenos foliculos
representam a unidade de desenvolvimento fundamental do ovario de mamiferos, e
como tal irdo suprir as necessidades de toda a vida reprodutiva. Consistem em um
ovacito imaturo localizado no centro do foliculo, circundado por uma unica camada
de células da pré-granulosa de forma pavimentosa demarcada por uma lamina basal
que os separa do estroma ovariano (PICTON, 2000). Estdo localizados na regiao
periférica do cortex ovariano, constituindo o pool de reserva de foliculos quiescentes
e compreendem 90% de toda a populacdo folicular do ovario de mamiferos
(GREENWALD e MOOR, 1989).

2.3.2 Foliculos primarios

Conforme reportado por Van Den Hurk e Zhao (2005) os foliculos primordiais
permanecem “adormecidos” até o seu recrutamento. Todos os dias um grupo de
foliculos primordiais sdo recrutados e estudos morfométricos sugerem que esses
foliculos iniciam o crescimento com base na ordem em que eles sdo formados.

Consequentemente, foliculos primordiais transformam-se em primarios apds alguns
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dias ou até um ano em roedores, e nas mulheres podem demorar até cinco décadas.
Sao chamados de foliculos primarios quando a unica camada de células da
granulosa em torno do ovécito se torna cubica. Nesta transicao a taxa de maturagao
€ a mais lenta do processo de crescimento, com pouca alteragcdo no diametro do

ovacito.

2.3.3 Foliculos secundarios

A multiplicagdo das células da granulosa dos foliculos primarios leva a
formacéo de varias camadas dessas células ao redor do ovécito, formando o foliculo
secundario (LEITAO et al., 2009). Nestes foliculos, em estadios mais avangados, as
fibras de tecido conjuntivo organizam-se paralelamente a lamina basal para formar a
camada de células tecais e a zona pelucida pode ser identificada (GONCALVES et
al., 2001). Eles atingem um diametro de aproximadamente 150 (bovino), 200
(roedores, humanos) e 300 um (suinos) enquanto os ovdcitos apresentam diametro
maximo de 60 (bovino), 70 (roedores), 80 (humanos) e 90 (suinos) um (VAN DEN
HURK e ZHAO, 2005).

2.3.4 Foliculos terciarios

Com a intensa proliferagdo das células da granulosa, ocorre a formagao de
uma cavidade repleta de liquido folicular, denominada antro. A partir deste estadio,
os foliculos passam a ser denominados terciarios ou antrais. O fluido antral pode
servir como uma importante fonte de substancias regulatérias derivadas do sangue
ou de secregdes das células foliculares, ou seja, gonadotrofinas, esterdides, fatores
de crescimento, enzimas e lipoproteinas. Durante o desenvolvimento folicular, a
producao de fluido antral € intensificada pelo aumento da vascularizagao folicular e
permeabilidade dos vasos sanglineos, os quais estdo fortemente relacionados com
o0 aumento do foliculo antral (VAN DEN HURK e ZHAO, 2005).

Segundo Fortune (1994), a formacdo da cavidade antral em mamiferos é
observada quando o foliculo atinge 200 a 400 ym de didametro. Mao et al. (2002)

analisaram a formacdo de antro, em fémeas suinas pré-puberes, baseados no
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didametro folicular e observaram uma maior proporc¢éo (46,2%) de formagéo de antro

naqueles foliculos acima de 250 ym de diametro.

2.4 Ativacao folicular

Entende-se por ativacido folicular o processo irreversivel pelo qual foliculos
primordiais entram em crescimento. Com a ativagdo ocorre aumento gradual no
diametro do ovdcito, proliferagdo e mudanga na conformagdo das células da
granulosa de achatadas para cubdides. A ativacdo de foliculos ocorre
continuamente, de forma que a taxa de ativagao esta negativamente relacionada ao
numero de foliculos quiescentes (nao ativados) remanescentes no ovario, que esta
por sua vez relacionado ao potencial reprodutivo vitalicio da fémea. Os mecanismos
que controlam a ativacao de foliculos permanecem pouco elucidados, principalmente
em animais de interesse zootécnico (BINELLI et al., 2009). Entretanto, acredita-se
que a ativacgao inicial € pouco dependente de gonadotrofinas, sendo provavelmente
influenciado por fatores intraovarianos (LEITAO et al., 2009), como a ativina, EGF
(Epidermal Growth Factor), FGF (Fibroblast Growth Factor), TGF-a (Transforming
Growth Factor-alfa), TGF-p (Transforming Growth Factor-beta) e IGF-1 (Insulin-like
Growth Factor).

Alguns estudos tém mostrado que a comunicagéo paracrina entre o ovocito e
as ceélulas da granulosa € mediada por varios fatores de crescimento dentre eles o
fator de células tronco KL (Kit ligante) e membros da familia dos TGF-f,
particularmente o fator de crescimento diferencial-9 (GDF-9) e a proteina
morfogenética 6ssea-15 (BMP-15) também conhecida como GDF-9B (McNATTY, et
al., 1999; SAHA et al., 2000; BURATINI Jr, 2007).

O ovdcito participa ativamente na inducao da proliferagao e diferenciagao das
células da granulosa. Para tanto, a comunicagéo intercelular € proporcionada por
processos citoplasmaticos transzonais (TZP) além da secre¢cdo de mediadores
paracrinos. Os TZP sao extensbes das células da granulosa que penetram através
da zona pelucida e atingem a membrana do ovécito, onde jungdes do tipo gap

permitem transporte bidirecional de moléculas reguladoras (ALBERTINI et al., 2001).
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Em resumo, as pesquisas atuais tém focalizado na identificacdo dos fatores e
condigdes fisioldgicas que causam a ativagao gradual dos foliculos ao longo da vida
da fémea. A manipulagdo desse processo visando o controle da dinamica de
ativagcdo pode aumentar a eficiéncia reprodutiva das espécies domésticas e

contribuir para a preservacao da fauna ameacgada de extingao (BINELLI et al., 2009).

2.5 Aplicagoes da biotécnica da MOIFOPA

No laboratério a utilizagcdo de FOPA para cultivo in vitro e/ou criopreservagao
no ambito das pesquisas fundamental e aplicada é precedida do emprego de
métodos eficazes que permitam o isolamento de um grande numero de FOPA a
partir dos ovarios. Na literatura, os primeiros registros de estudos de FOPA isolados,
respectivamente, em animais de laboratorio (GROB, 1964; camundongo) e
domésticos (FIGUEIREDO et al., 1993; bovinos) ocorreram nas décadas de 60 e 90
utilizando-se procedimentos enzimaticos e mecanicos, respectivamente. O principio
dos métodos de isolamento folicular consiste na dissociagcdo ou separagao dos
foliculos pré-antrais dos demais componentes do estroma ovariano (fibroblastos,
fibras colagenas e elasticas, fibronectina, etc.) utilizando-se para isto, instrumentos
mecanicos associados ou ndo aos quimicos ou enzimaticos. Nos procedimentos
mecanicos, 0s equipamentos mais comumente utilizados sao o tissue chopper,
mixer, tesouras cirurgicas, pequenos forceps e agulhas dissecantes. Referente aos
processos enzimaticos, as enzimas proteoliticas mais utilizadas sdo a colagenase,
tripsina e pronase, sendo a primeira empregada na maioria dos trabalhos
(FIGUEIREDO et al., 2007).

Métodos enzimaticos de isolamento de foliculos pré-antrais foram descritos
nao apenas em animais de laboratério (camundongo: CARROL et al.,, 1991; rato:
DANIEL et al., 1989; hamster: ROY e GREENWALD, 1985), mas também em suinos
(GREENWALD e MOOR, 1989; HIRAO et al., 1994; TELFER, 1996; TELFER et al.,
2000; KERONG et al., 2007), gatos (JEWGENOW e PITRA, 1993), fetos bovinos
(CARAMBULA et al., 1996a), fetos ovinos (CARAMBULA et al., 1996b), galinhas
domésticas (DU et al., 2006), cadelas (DURRANT et al., 1998) e humanos (ROY e

TREACY, 1993). Em contraste aos procedimentos enzimaticos, métodos mecanicos
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tém sido mais comumente usados para o isolamento de foliculos pré-antrais de
ovarios bovinos (HULSHOF et al.,, 1994; LUCCI et al., 2002; BASSO e ESPER,
2002; BASSO et al., 2007), caprinos (RODRIGUES et al., 1998; LUCCI et al., 1999)
e ovinos (CECCONI et al., 1999; AMORIM et al., 2000).

Tendo em vista a grande perda folicular que ocorre naturalmente nos ovarios,
a biotécnica de MOIFOPA (ovario artificial) visa simular in vitro as condi¢des
necessarias para que pequenos FOPA recuperados dos ovarios possam sobreviver,
crescer, maturar e posteriormente serem fecundados in vitro, minimizando o impacto
da perda folicular originada pelo processo de atresia que ocorre largamente nos
ovarios. Assim a biotécnica de MOIFOPA tem importantes aplicagbes nas seguintes
areas (FIGUEIREDO et al., 2009b):
1. Pesquisa fundamental ou basica. Possibilita o estudo in vitro do efeito de
diferentes substancias sobre os FOPA visando elucidar os mecanismos envolvidos
na regulagao da foliculogénese inicial,
2. Biologia molecular. Assegura as condi¢gdes necessarias para identificar e
quantificar, nos diferentes compartimentos foliculares, a expressao dos genes que
sao responsaveis pelo controle do crescimento de foliculos pré-antrais e antrais;
3. Industria farmacéutica. Permite a realizagao de testes in vitro da acéo de farmacos
sobre os foliculos preliminarmente ao seu emprego em experimentos envolvendo
animais e seres humanos;
4. Nanotecnologia. Oferece um importante modelo para testar a inocuidade de
nanoparticulas utilizadas no carreamento de drogas de interesse meédico;
5. Biosseguranga. Ferramenta importante para se avaliar o efeito da radioatividade
sobre a sobrevivéncia e a capacidade de desenvolvimento folicular;
6. Formacéao de bancos genéticos. Constituicdo de bancos de germoplasma tanto na
especie humana como em animais de interesse zootécnico ou em vias de extingao
visando posterior producéo in vitro de embrides ou xenotransplante;
7. Reproducdo humana assistida. Alternativa futura para o aprimoramento de meios
de cultura visando a maturagcédo ovocitaria e a produgcdo de embrides humanos in
vitro. Outra aplicacdo seria a preservacdo da fertilidade feminina nos casos de

mulheres que se submeteram a tratamentos de radio ou quimioterapias (casos de
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cancer) e que necessitam ter seus ovarios previamente removidos e criopreservados
para posterior autotransplante ou cultivo in vitro;

8. Multiplicacdo de animais. No futuro possibilitara a producao in vitro de embrides
em larga escala a partir de ovdcitos inclusos em foliculos pré-antrais, recuperados
de ovarios inteiros ou de fragmentos ovarianos (biopsia), que seriam submetidos aos
procedimentos de crescimento, maturagao e fecundacao in vitro;

9. Bem-estar animal. Por se tratar de um modelo exclusivamente in vitro para a
produgao de embrides;

10. Desenvolvimento de vacinas. Modelo in vitro importante para avaliagdo da
eficiéncia de anticorpos na destruicdo/eliminacao folicular como etapa preliminar a
realizagcao de testes em animais vivos. Este procedimento minimiza o numero de
animais necessarios nos experimentos. As referidas vacinas poderao ser utilizadas
em procedimentos e imunoesterilizacdo visando notadamente o controle

populacional de caninos e felinos, por exemplo.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Local

O experimento foi realizado nos laboratérios de Reproducdo Animal da
Faculdade de Medicina Veterinaria e no setor de Citologia, Histologia e Embriologia
do Instituto de Ciéncias Biomédicas da Universidade Federal de Uberlandia, no

periodo de junho a dezembro de 2009.

3.2 Animais

Foram utilizados 20 ovarios de fémeas suinas pré-puberes SRD, entre 4 e 6
meses de idade e peso médio de 90,0 Kg, abatidas em frigorifico localizado no

municipio de Uberlandia — MG.

3.3 Coleta do material e procedimentos

ApOs o abate os ovarios foram coletados, lavados com tampé&o fosfato salino
(PBS) e armazenados em tubos plasticos (Corning®) com 50 mL de PBS a uma
temperatura de 4°C (CHAVES et al., 2008) e conduzidos ao laboratério dentro de

uma caixa térmica.

3.4 Morfometria ovariana, isolamento mecanico folicular e quantificagao de
FOPA

Antes de iniciar o processo de isolamento mecanico folicular os ovarios foram
avaliados morfometricamente quanto ao comprimento (cm), largura (cm), espessura
(cm) e peso (g) utilizando-se um paquimetro e uma balanga de precisdo com
sensibilidade de 0,01 cm e 0,01 g, respectivamente. Apos a obtengcdo dos dados
morfométricos os foliculos antrais superficiais foram puncionados para a eliminagao

do liquido folicular e com uma lamina de bisturi cada ovario foi seccionado
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longitudinalmente em duas partes (Figura 1). Uma metade foi utilizada no
procedimento mecénico de isolamento e a outra no processamento histolégico para
quantificacao folicular e avaliagdo morfométrica in situ.

O procedimento mecanico de isolamento folicular foi realizado com o aparelho
denominado tissue chopper (Figura 2; The Mickle Laboratory Enginnering CO.,
Gomshal, Surrey, England, FIGUEIREDO et al., 1993; RODRIGUES et al., 1998)
previamente regulado para execugao de cortes seriados em intervalos de 200 uym
(ALVES et al., 2009). Para se obter uma fragmentacdo eficiente durante o
processamento, o ovario no cortador de tecidos foi umedecido com solugdo de PBS
e os cortes foram realizados nos eixos longitudinal, transversal e obliquo da regido
externa para a interna do cértex ovariano (BASSO e ESPER, 2002; LUCCI et al,,
2002).

Os fragmentos ovarianos obtidos foram lavados com 20 mL de PBS e
armazenados em tubos plasticos de 50 mL (Corning®). Em seguida a suspenséo foi
dissociada mecanicamente por repetidos movimentos de succdo e ejegao,
utilizando-se sucessivamente pipetas de Pasteur de 1600 um (40 movimentos) e 600
um (40 movimentos) de didametro. Posteriormente, a suspensado foi filtrada em
malhas de nailon de 500 um e 100 um de diametro, com a finalidade de separar os
fragmentos de tecido ovariano com dimensdes maiores que 100 uym que ficaram
retidos nas malhas, os FOPA.

Para estimar a quantidade de FOPA, o filtrado resultante de 20 mL foi
cuidadosamente agitado para a dispersao dos foliculos, depois 2 amostras de 100
ML foram retiradas e colocadas em placa de Petri 60x15 mm (Nutricell®) sob
microscoépio invertido (Motic® AE21 Trino) para a quantificagdo dos foliculos com
objetiva de 20x. Para estimar o numero total de FOPA em cada ovario adotou-se a
seguinte férmula (AMORIM et al., 2000):

N° de FOPA Amostra 1 + N° de FOPA Amostra 2
Total FOPA/Ovario = x 400*
2

*A média encontrada nas amostras 1 e 2 que correspondem a metade ovariana, foi multiplicada por
10 para calcular o valor em 1 mL. O resultado foi multiplicado pela suspensao final de 20 mL. Para
estimar o valor total por ovéario multiplicou-se por 2, portanto: 10 x 20 x 2 = 400



25

Isolamento Mecanico - -
Tissue Chopper — 200 pm

Dissociagao Mecanica Processamento
Pipetas de Pasteur — 1600 e 600 pm Histolégico
* 1
Malhas Nylon - 500 e 100 pm
Contagem, classificagdo e morfometria
Contagem dos populagéo de foliculos

foliculos isolados
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Primordial — Primario — Secundario - Terciario
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l
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Figura 1 — Metodologia para isolamento, quantificacdo, classificagcdo e analise qualitativa de
FOPA de suinos.

Figura 2 — Tissue chopper utilizado na fragmentagao do tecido ovariano.
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3.5 Analise qualitativa de FOPA isolados pelo procedimento mecéanico

Para analisar as células da granulosa dos FOPA isolados a fresco, utilizou-se
o corante bisbenzimidine Hoechst 33342 (Invitrogen® H1399). Uma aliquota de 1 yL
do corante foi adicionada em 1000 uL (concentracgéao final de 10 pg/mL) do pool de
FOPA isolado e, em seguida, armazenado em tubos plasticos (Eppendorf® 3810) de
1,5 mL, protegido da luz durante 30 minutos a 37°C em estufa. Apds incubagao
foram retirados 30 pL e colocados em lamina e laminula para leitura em microscopio
de varredura a laser confocal (Laser Scanning Microscope® — LSM 510 Meta)
acoplado com microscépio invertido (Axiovert® 200 M) com objetivas de 10x, 20x,
40x e 63x. Os foliculos foram classificados de acordo com a presenca de células da
granulosa em torno do ovocito em totalmente cobertos, parcialmente cobertos e
desnudos. Simultaneamente, para analisar a integridade da membrana dos ovadcitos
dos FOPA isolados a fresco, utilizou-se o corante nuclear iodeto de propideo
(Invitrogen® P3566). Uma aliquota de 60 uL do corante foi adicionada em 60 pL
(concentragao final de 10 pg/mL) do pool de FOPA isolado e, posteriormente,
armazenado em tubos plasticos de 1,5 mL, protegido da luz durante 30 minutos a
37°C em estufa. Apds incubacao o mesmo procedimento de leitura foi adotado para
a microscopia de varredura a laser confocal. O iodeto de propideo n&o penetra na
membrana de células viaveis (MATOS et al., 2007), portanto os foliculos foram

classificados em viaveis (ndo corados) e nao viaveis (corados).

3.6 Processamento histolégico, morfometria e quantificagao folicular

O processo de histologia classica compreende as seguintes etapas: fixagao,
desidratacdo, diafanizacdo ou clarificagao, infiltracdo, inclusdo, microtomia e
coloracao de laminas. Para estimar a populagcdo de FOPA in situ e comparar os
resultados com o procedimento de isolamento mecanico simples, metade de cada
ovario foi fixado em formol tamponado por 24 horas. Apds inclusdo em parafina, o
ovario foi dividido em 5 blocos, seccionados serialmente na espessura de 6 um,

retirando-se 2 laminas por bloco em intervalos de 1000 um, totalizando 200 laminas
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que foram coradas com hematoxilina e eosina. Realizou-se a leitura por microscopia
de luz convencional com objetiva de 10x e 40x. A quantificacdo e as mensuragoes
foram feitas por meio do software HL Image® 97, o qual foi utilizado na avaliagao
das imagens digitalizadas obtidas em microscépio (Olympus® Triocular BX40) com
camera OLY-200 acoplada, ligada a um computador com placa digitalizadora Data
Translation 3153. Para mensuracdo dos ovocitos a lamina basal foi considerada
como limite exterior e o didmetro foi tomado como a média dos eixos maiores e
menores em angulo reto nas secgdes onde o nucleo e o nucléolo foram observados.
Para estimar o diametro do nucleo o mesmo processo foi adotado.

A classificagdo dos foliculos pré-antrais de acordo com o estagio de
desenvolvimento foi realizada segundo Hulshof et al. (1994) em:

a) Primordiais: ovocitos circundados por uma camada de células da granulosa
de forma pavimentosa;

b) Primarios: ovocitos circundados por uma camada de células da granulosa
de forma cubica;

c) Secundarios: ovocitos circundados por mais de uma camada de células da
granulosa de forma cubica e;

d) Terciarios: multiplas camadas de células da granulosa em forma cubdide,
formacgao do antro e presencga de células da teca interna e externa (PICTON, 2000).

O numero de FOPA in situ para cada ovario foi estimado segundo a formula

modificada de Gougeon e Chainy (1987):

NT =No x Cp
So xdo

Onde:

NT = Numero total calculado de um tipo de foliculo;
No = Numero de foliculos contados;

Cp = Comprimento do ovario;

So = Numero total de cortes observados;

do = didmetro médio do ovdcito de cada tipo de foliculo.
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Para avaliar a taxa de recuperacdo (TR) de foliculos, pelo método de
isolamento mecéanico em relagdo a quantificacdo in situ, a seguinte formula foi
empregada (LUCCI et al., 2002):

N° de FOPA Isolados procedimento mecanico simples
TR = x 100

N° de FOPA observados processamento histolégico

3.7 Analise estatistica

Os valores da média, desvio padrdao e erro padrdo das medidas
morfométricas ovarianas e foliculares foram calculados com auxilio do software
Bioestat® 5.0. Para analisar o diametro dos foliculos, ovécitos e nucleos e compara-
los entre as classes foliculares utilizou-se o teste paramétrico de Tukey. Os dados
referentes a distribuicdo da populagéo folicular, viabilidade e classificagdo quanto a
presenga de células da granulosa foram submetidos ao teste Kolmogorov-Smirnov
para analise da normalidade e, em seguida avaliados pelo teste ndo paramétrico de
Mann-Whitney. O coeficiente de correlagdo de Pearson analisou as variaveis peso
ovariano e numero de foliculos isolados mecanicamente por ovario. Os testes foram

considerados significativos quando P<0,05.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Durante o periodo pré-pubere, os ovarios (Figura 3) contém numerosos
pequenos foliculos (2 a 4 mm de diametro) e varios (8 a 15) de tamanho médio (6 a
8 mm). Em marrds pré-puberes a medida que estes foliculos ovarianos se
desenvolvem da-se um aumento correspondente no peso dos ovarios (HAFEZ,
1995). Dentre as caracteristicas avaliadas (Tabela 1), o peso médio dos ovarios de
3,33 g é semelhante ao reportado por Kerong et al. (2007) que observaram 3,43 g
para fémeas suinas pré-puberes. Por outro lado, os valores encontrados estédo
abaixo dos relatados por Moreira et al. (2006) que avaliando matrizes descartadas
por performance reprodutiva, reportaram valores médios de 13,30 g. Tal fato se
justifica pela idade das fémeas observadas e pela presenga de estruturas como o
corpo luteo (Figura 4), uma glandula altamente vascularizada e bastante densa em
funcdo da invasdo de células do estroma e deposicdo de fibras reticulares, ao
contrario dos foliculos que s&o estruturas compostas por pequenas lacunas
intercelulares preenchidas por fluido folicular, sendo estas menos densas e, portanto
mais leves (BANKS, 1991).

Tabela 1 — Caracteristicas morfométricas dos ovarios de marras pré-puberes segundo o
comprimento, largura, espessura, peso e volume. Valores médios e desvio padréo.

N° Ovarios  Comp. (cm) Larg. (cm) Esp. (cm) Peso (9) Vol. (cm?)

20 2,50 + 0,32 1,55 + 0,22 093+0,19 3,33+0,66 3,55+ 0,96
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Figura 3 — Ovario de fémea suina pré-pubere com presencga de foliculos antrais.

Figura 4 — Ovario de matriz suina com presenga de foliculos antrais e corpo luteo.

O numero médio de FOPA isolados (Figura 5) pelo procedimento mecanico foi
de 599160 foliculos por ovario com uma variacado entre as amostras de 30400 a
1200800, havendo relagcado (P<0,05) entre as variaveis peso e numeros de foliculos
isolados. Greenwald e Moor (1989) e Kerong et al. (2007) isolaram FOPA pelo
procedimento enzimatico utilizando um gradiente de Percoll e um citémetro de fluxo
para separar os foliculos das células somaticas, obtendo valores médios de 419000
e 779000 foliculos primordiais por ovario de marras pré-puberes, respectivamente.
Com relagao ao isolamento de FOPA, independentemente do tipo de procedimento
adotado (enzimatico ou mecénico), pode-se separar de centenas a milhares destas
estruturas por ovario, como demonstrado por varios autores (Tabela 2). Nota-se uma
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eficiéncia do procedimento enzimatico em isolar FOPA, principalmente na espécie
suina (GREENWALD e MOOR, 1989; KERONG et al., 2007), porém a utilizacdo de
enzimas pode causar danos a lamina basal e ruptura das jungdes entre as células
foliculares, prejudicando a viabilidade folicular em cultivo (WANDJI et al., 1996; DU
et al., 2006).

Tabela 2 — Niumero médio de FOPA isolados em varias espécies utilizando procedimentos
enzimaticos e mecanicos segundo diferentes autores.

N° de FOPA
Espécie Procedimento Autor
Isolados/Ovario

Bovino Mecanico 52100,00 Lucci et al. (2002)
Caprino Mecanico 1126,00 Rodrigues et al. (1998)
Felinos Nao

o Mecanico 12500,00 Jewgenow e Stolte (1996)
Domésticos
Galinha

o Enzimatico 400,00 Du et al. (2006)
Doméstica
Humanos Enzimatico 760,00 Roy e Treacy (1993)
Macaca-prego Mecanico 45625,00 Domingues et al. (2003)
Ovino Mecanico 2842,00 Amorim et al. (2000)
Suino Enzimatico 419000,00 Greenwald e Moor (1989)
Suino Enzimatico 779000,00 Kerong et al. (2007)

Uma observacédo relatada por Kerong et al. (2007) foi a dificuldade em
identificar, apds a dissociacdo enzimatica, os foliculos primordiais de células
somaticas (Figura 6), apesar de os primeiros apresentarem-se mais escuros e de
maior tamanho. As amostras, apds serem processadas em citdbmetro de fluxo,
apresentaram uma pureza de foliculos primordiais de 82,43%.

Apos o procedimento de isolamento observamos que durante a avaliagdo em
gotas de 100 yL no microscépio invertido havia um grande numero de estruturas
(Figura 7) que dificultavam a contagem, o que justifica a grande variagao e os altos

valores médios de FOPA recuperados em nossa pesquisa. Segundo Telfer (1996) a
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fémea suina, por ser uma espécie poliovulatéria com a presencga de varios foliculos
antrais, implica uma grande contaminagdo das amostras preparadas com elevada

presencga de células do estroma.
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Figura 5 — Relagdo entre o peso do ovario (g) e o numero de FOPA, isolados pelo

procedimento mecanico, de ovarios de fémeas suinas pré-puberes.

Figura 6 — Foliculos primordiais (seta), apds digestao enzimatica, maiores e mais escuros do
que as células somaticas (KERONG et al., 2007).
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Figura 7 — Foliculos pré-antrais (setas) isolados de ovarios de fémeas suinas apos

processamento mecanico observados em microscopio invertido 200x.

Imediatamente apds o processamento mecanico avaliou-se a condigao
morfolégica dos foliculos pré-antrais isolados (Figuras 8, 9 e 10) utilizando o corante
Hoechst 33342 o que possibilitou a visualizagdo, por meio da microscopia de
fluorescéncia, de células da granulosa individualmente, determinando a classificagao

apresentada na tabela 3.

Tabela 3 — Classificagao de foliculos pré-antrais de marras pré-puberes quanto a presenca
de células da granulosa ap6s isolamento mecénico.

Total de Foliculos
Pré-antrais Avaliados

443 4,06 (18/443)° 60,27 (267/443) 35,67 (158/443)7

T/Cob: Foliculos pré-antrais totalmente cobertos com células da granulosa

P/Cob: Foliculos pré-antrais parcialmente cobertos com células da granulosa

Desnudos: Foliculos pré-antrais sem a cobertura de células da granulosa

Valores com letras diferentes na mesma linha diferem significativamente.(*** P<0,05) Teste de Mann-Whitney.

T/Cob (%) P/Cob (%) Desnudos (%)

Do total de 443 FOPA avaliados, 4,06% foram classificados como totalmente
cobertos, 60,27% parcialmente cobertos e 35,67% desnudos.

Jewgenow (1998), avaliando o cultivo in vitro de foliculos pré-antrais de
felinos domésticos, apds isolamento mecénico, observou que antes do cultivo in vitro
53,7% dos foliculos possuiam entre 31 e 50 células da granulosa e apés 5 dias de

cultivo 43,2% dos foliculos estavam cercados com menos de 20 células da
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granulosa. Eppig (1992) relatou em seu estudo uma dispersdo das células da
granulosa durante o cultivo in vitro de foliculos isolados enzimaticamente. Tal fato foi
observado por Kerong et al. (2007), que verificaram a presencga parcial de células da
granulosa apos utilizagdo da colagenase. Du et al. (2006) reportaram um indice de
38,7% de desnudamento dos foliculos primarios apds isolamento enzimatico e
cultivo in vitro de 5 dias.

Comparando a eficiéncia dos procedimentos mecanico e enzimatico no
isolamento de foliculos pré-antrais de fetos caprinos, Machado et al. (2002) notaram
que a porcentagem de ovécitos desnudos foi superior quando adotado o sistema
enzimatico. Entretanto, o procedimento mecanico apresentou menor indice de

foliculos pré-antrais viaveis (75,0% versus 85,6%) em relagado ao enzimatico.

Figura 8 — Classificagao de foliculos pré-antrais quanto a cobertura de células da granulosa.
(A) foliculo primordial (seta) em contraste de fase. (B) foliculo primordial desnudo (seta)
marcado com Hoechst 33342. Nota-se a auséncia de células da granulosa circundando o
ovocito e presenga de células somaticas dispersas (*). Microscopia de fluorescéncia (A/B —
Barra corresponde 20 um)
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Figura 9 — Classificacao de foliculos pré-antrais quanto a cobertura de células da granulosa.
(C) foliculo primordial (seta) em contraste de fase. (D) foliculo primordial marcado com
Hoechst 33342, parcialmente coberto com células da granulosa (*) circundando o ovécito
(seta). Microscopia de fluorescéncia (C/D — Barra corresponde 20 pm)

o

Figura 10 — Classificagdo de foliculos pré-antrais quanto a cobertura de células da
granulosa. (E) foliculo primordial (seta) em contraste de fase. (F) foliculo primordial marcado
com Hoechst 33342, totalmente coberto com células da granulosa (*) circundando o ovdcito.
Microscopia de fluorescéncia (E/F — Barra corresponde 20 um)

Diversas pesquisas (felinos: JEWGENOW e STOLTE, 1996; ovinos:
CECCONI et al., 1999; caprinos: MACHADO et al., 2002; suinos: KERONG et al.,,
2007; bovinos: SILVA e LUNA, 2009) empregaram o corante vital azul de Trypan
para analisar a viabilidade dos FOPA isolados e/ou cultivados in vitro, apesar de
Kerong et al. (2007) reportarem que o método ndo proporciona uma analise precisa

ao verificar a viabilidade dos foliculos isolados. Sendo assim, neste estudo,
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utilizamos o marcador fluorescente iodeto de propideo (Tabela 4), um corante de

acidos nucléicos que ndo penetra na membrana de células viaveis (Figuras 11 e 12).

Tabela 4 — Classificacao de foliculos pré-antrais de marras pré-puberes avaliados quanto a
viabilidade apés procedimento mecanico de isolamento.

Total de Foliculos
Pré-antrais Avaliados

556 76,44 (425/556)" 23,56 (131/556)"

Viaveis (%) N&o Viaveis (%)

Valores com letras diferentes na mesma linha diferem significativamente.
(*Y P<0,05) Teste de Mann-Whitney.

A taxa de viabilidade, apds o isolamento mecéanico, foi de 76,44% (P<0,05).
Resultados inferiores foram reportados por Jewgenow e Stolte (1996), em felinos
nao domeésticos e Santos et al. (2006), com fetos bubalinos, que obtiveram apds
procedimento mecanico taxas de viabilidade de 50 e 60%, respectivamente. A
viabilidade folicular esta relacionada com a integridade da membrana basal. Du et al.
(2006) observaram que grupos de foliculos primarios que preservaram a integridade
da membrana basal apos digestdo enzimatica, apresentaram menores taxas de
desnudamento (1,0% versus 38,7%), maior preservagao das células da granulosa
durante o cultivo (46,7% versus 22,5%) e menor taxa de degeneragdo de ovocitos
(27,9% versus 91,6%). No caso de isolamentos enzimaticos a adigdo de 5% de soro
fetal, como fonte de substrato para a enzima, pode diminuir sua agao deletéria sobre
as membranas celulares (NICOSIA et al., 1975).

Segundo Figueiredo et al. (1994) a preservagao da membrana basal oferece
uma série de vantagens, dentre elas, a preservacdo da morfologia folicular e a
manutencdo da adesdao aos componentes extracelulares. Em recente estudo
BRUNO et al. (2008), sugeriram correlagao positiva entre a concentragcédo de nitrito,
produto do metabolismo do 6xido nitrico (NO), e a porcentagem de foliculos pré-
antrais viaveis em cultivo. O NO é um mensageiro intracelular de produgéo
enddgena que previne a apoptose de células foliculares e uma das enzimas, a 6xido
nitrico sintetase indutora, responsavel por sua sintese tem sido predominantemente
localizada nas células da granulosa de grande parte de foliculos antrais imaturos
normais (MATSUMI et al., 2000).



Figura 11 — Avaliacido da viabilidade de foliculos pré-antrais isolados de fémeas suinas pré-
puberes. (A) Foliculos primordiais (seta) e células somaticas dispersas (*) em contraste de
fase. (B) Foliculos primordiais ndo viaveis com nucleos marcados com iodeto de propideo
(seta), foliculos primordiais viaveis (circulo) e células somaéticas viaveis (*) e néo viaveis (").
Microscopia confocal (A/B — Barra corresponde 20 um).
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Figura 12 — Avaliacédo da viabilidade de foliculos pré-antrais isolados de fémeas suinas pré-
puberes. (C) Foliculos primordiais (seta) e células somaticas dispersas (*) em contraste de
fase. (D) Foliculo primordial ndo viavel com nucleo marcado pelo iodeto de propideo (seta),
foliculo primordial viavel ndo marcado (circulo) e células somaticas dispersas nao viaveis (*).
Microscopia de fluorescéncia (C/D — Barra corresponde 20 um).

Na avaliagdo histolégica (Figuras 13, 14 e 15) a propor¢cdo de foliculos
primordiais, primarios e secundarios foi de 89,41%, 2,61% e 7,98%, respectivamente
(Tabela 5). Verificou-se um menor porcentual de foliculos primarios em relagéo aos

secundarios (P<0,05). Tal fato é justificavel pelo critério de avaliagdo morfoldgica
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adotado (HULSHOF et al, 1994), pois somente eram considerados foliculos
primordiais aqueles que apresentavam uma camada de células da granulosa de
forma cubdide, assim foliculos com uma segunda linha incompleta de células da

granulosa foram classificados como secundarios.

Figura 13 — Corte histolégico (HE). Foliculo primordial de marra pré-pubere. Ovécito (0)
circundado por células da granulosa de forma pavimentosa (p) e cubdide (c). (Barra
corresponde a 20 ym)

Figura 14 — Corte histolégico (HE). Foliculo primario de marra pré-pubere. Ovocito (0)
circundado por uma camada de células da granulosa de forma cubdide (c). (Barra
corresponde a 20 ym)
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Figura 15 — Corte histolégico (HE). Foliculo secundario de marra pré-pubere. Ovécito (0)
circundado por mais de uma camada de células da granulosa de forma cubdide (c). (Barra
corresponde a 20 um)

O didmetro médio dos foliculos primordiais, primarios e secundarios foi de
33,04, 47,59 e 79,113 um, respectivamente. Telfer (1996) reportou uma variagao
entre 35 e 100 um de didametro para foliculos primordiais e primarios de suinos.
Lucci et al. (1999) observaram valores médios menores de 20,05 e 24,42 um para
foliculos primordiais e primarios e de 44,24 um para foliculos secundarios de
caprinos. Essa divergéncia de valores pode ocorrer devido a diferenga entre
espécies e por causa do processamento histolégico que causa retracéo de até 25%
em tecidos (BANKS, 1991). Contudo, estes dados s&o importantes para definir qual
o intervalo de corte devera ser adotado antes de se utilizar o procedimento mecanico
de isolamento com o tissue chopper, pois de acordo com a secgao estabelecida os
danos a estrutura folicular podem contribuir para menor viabilidade dos foliculos pré-
antrais isolados.

O numero médio de células da granulosa (Tabela 5) observado nas diferentes
classes foliculares foi semelhante aos obtidos por Luna e Munhoz (2008) e Munhoz
e Luna (2008) que relataram valores médios de células para os foliculos primordiais

e primarios de 6,35 e 12,15, respectivamente.
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Tabela 5 — Morfometria e porcentagem de foliculos pré-antrais de fémeas suinas pré-
puberes avaliados histologicamente (média e erro padrado).

Classe @ Diametro (um) N° Células Populacao

Folicular @ Foliculo @ Ovocito @ Nucleo Granulosa (%)

Primordial 33,04 £ 1,64° 2424+1,15° 15,09+0,76° 5,88 +0,53" 89,412

Primario 47,59 +2,70 33,02+ 1,59 17,35+1,43"Y 16,45+ 1,72’ 2,61°

Secundario 79,11 +£575° 41,88+251° 19,44+1,01 46,27 +6,58° 7,98°

Valores com letras diferentes na mesma coluna diferem significativamente (P<0,05).
“Y2Teste de Tukey. **“Teste Mann-Whitney.

Com relagdo a determinacdo da populagéao folicular in situ, estimada segundo
a formula proposta por Gougeon e Chainy (1987), o numero médio de FOPA
isolados histologicamente por ovario foi de 131937,78. A quantidade média de FOPA
por ovario recuperado a fresco, apos isolamento mecanico de acordo com a
metodologia de Lucci et al. (2002), foi de 599160,00. Os dois procedimentos
apresentaram uma alta taxa de variagao individual na contagem de foliculos pré-
antrais e coeficientes de variagdo para o procedimento mecanico e a contagem in
situ de 55,30% e 52,08%, respectivamente. A divergéncia dos resultados pode ser
explicada pela contaminagdo de células somaticas observadas durante o
processamento mecanico do ovario suino, caracteristica singular desta espécie
(GREENWALD e MOOR, 1989; TELFER, 1996). Alguns pesquisadores
(JEWGENOW e STOLTE 1996; MACHADO et al., 2002; LUCCI et al., 2002; DU et
al., 2006) observaram este comportamento em outras espécies, que pode ser

justificado pela metodologia de isolamento adotada e a fase reprodutiva avaliada.
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5. CONCLUSAO

Foliculos pré-antrais, de fémeas suinas pré-puberes, podem ser isolados
mecanicamente.

O numero de foliculos isolados € influenciado pelo peso ovariano e apresenta
alta taxa de variagao individual.

O isolamento mecanico mostrou-se eficiente quanto a taxa de recuperagao de
foliculos viaveis, podendo ser utilizados, posteriormente, para o cultivo in vitro,
apesar de apresentar uma proporgao de foliculos pré-antrais sem a presenca de
células da granulosa.

O numero de foliculos pré-antrais isolados mecanicamente foi diferente do
estimado in situ, demonstrando que as duas técnicas, na espécie suina, nao
apresentam correlacdo quanto ao numero total de foliculos pré-antrais isolados por

ovario.
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