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RESUMO: O propdsito deste estudo foi avaliar a quantidade e a viabilidade de foliculos pré-antrais
isolados mecanicamente de ovarios de cadelas em dois intervalos de seccao diferentes. Ovarios de
fémeas caninas (n=10) foram seccionados com o aparelho tissue chopper em intervalos de 250 e
500 um. Para quantificagéo folicular utilizou-se o microscopio invertido e para analise de viabilidade
e qualidade, optou-se pelo microscépio invertido com fluorescéncia, associando o0s corantes
fluorescentes Hoechst e iodeto de propideo ao pool de foliculos isolados. A média de foliculos pré-
antrais isolados nas espessuras testadas diferiu (P<0,05) entre os intervalos de 250 um (25200) e
500 um (11000). A viabilidade e a qualidade medidas pela integridade da membrana basal, e
presenca de células da granulosa apresentaram melhores resultados junto aos foliculos isolados na
espessura de 500 pum, concluindo que este intervalo preserva melhor os foliculos pré antrais
isolados.
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MECHANICAL ISOLATION OF BITCH PREANTRAL FOLLICLES - EFFECT OF
SECTION INTERVAL

ABSTRACT: The purpose of this study, was evaluate the quantity and viability of bitches preantral
follicles mechanically isolated on two sectioning intervals. Canine ovaries (n=10) were cut with a
tissue chopper device, programmed to 250 and 500 um. The inverted microscope was used for
follicular quantifying, and for viability and quality analysis, was chosen the sweep laser microscope,
associating fluorescent dyes, Hoechst and propidium iodide with the pool of isolated follicles. The
average of isolated follicles was different (P<0.05) between the tested thicknesses, 250 um (25200)
and 500 um (11000). Viability and quality, measured by follicular membrane integrity and granulous
cells presence, showed better results in the group of follicles isolated of 500 um thicknesses,
concluding that this interval provides better preservation on preantral follicles.
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INTRODUCAO

As Dbiotécnicas reprodutivas em
pequenos animais tém sido pouco
empregadas, sendo que um dos fatores
limitantes em cées sdo a anatomia e a
fisiologia peculiares desta espécie
(Lopes, 2001). Diferente das demais
espécies, pouco sucesso tem sido
obtido com a transferéncia de embrides,
bem como com a inducdo da
superovulacdo em cadelas (Tsutsui et
al., 1989).

O ovario mamifero contém
milhares de ovocitos inclusos em
foliculos pré-antrais (FOPA). Entretanto,
a grande maioria destes foliculos
(99,9%) ndo chega até a ovulacao,
sendo eliminada por meio do processo
de atresia folicular (Machado et al.,
2002). A manipulagdo de ovdcitos
inclusos em foliculos pré-antrais
(MOIFOPA), possibilita o resgate e o
isolamento de foliculos pré-antrais
(FOPA) a partir dos ovarios, antes que
eles se tornem atrésicos, permitindo seu
cultivo e maturacédo (Figueiredo et al.,
2002). Os FOPA sao classificados em
foliculos  primordiais, primarios e
secundarios. Os  primordiais sao
menores e possuem uma camada de
células da granulosa de forma
pavimentosa. Os foliculos primarios
apresentam uma camada de células da
granulosa de formato cubdide. Ja os
foliculos secundéarios possuem mais de
uma camada de células da granulosa
com formato cubodide (Hulshof et al.,
1994).

A manipulacéo in vitro de ovacitos
recuperados da populacdo de foliculos
ovarianos pré-antrais, além de servir de
modelo nas investigacbes sobre os
complexos mecanismos da
foliculogénese inicial, tem um grande
impacto na reproducdo assistida de
espécies em extincdo e em animais de
producdo de alto valor genético. As
possibilidades do emprego dos foliculos
ovarianos pré-antrais em sistemas de

crescimento, maturacéo e fecundacéo in

vitro abre um leque de novas
alternativas para a selecdo e
melhoramento genético animal

(Figueiredo et al., 1993; Telfer et al.,
1999). Devido a proximidade
filogenética dos cdes com diversas
espécies ameacadas de extingdo como
0 lobo Guara e o alto valor econémico

de algumas racas raras, o]
aperfeicoamento da biotécnica de
MOIFOPA constitui uma importante

ferramenta para a preservacdo destas
espécies.

Para o isolamento de FOPA
podem ser utilizados métodos
mecéanicos e/ou enzimaticos. O principio
dos métodos de isolamento folicular
consiste na dissociagdo ou separacao
dos foliculos pré-antrais dos demais
componentes do estroma ovariano,
utilizando-se para isto, instrumentos
mecanicos associados ou n&o aos
enzimaticos. Nos procedimentos
mecanicos, 0S equipamentos mais
comumente utilizados sdo o fatiador de
tecidos (tissue chopper), mixers,
tesouras cirurgicas, pequenos forceps e
agulhas dissecantes. Ja nos processos
enzimaticos, as enzimas proteoliticas
mais utilizadas sdo a colagenase,
tripsina e pronase. Os métodos
mecanicos oferecem menor risco de
danos a estrutura folicular, sendo mais
econdmicos, rapidos e de maior
facilidade de execucdo (Domingues et
al., 2003). Todavia, ndo existem dados
de literatura avaliando a melhor
espessura das fatias de ovario para o
isolamento de foliculos pré-antrais em
cadelas.

Objetivou-se com este estudo
quantificar e avaliar a viabilidade de
foliculos pré-antrais de cadelas, isolados
ap6s procedimento mecanico no
aparelho fatiador de tecidos, utilizando
dois intervalos seccionais diferentes.
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MATERIAL E METODOS

Foram utilizados 10 ovérios de
cadelas, entre 24 e 60 meses, sem raca
definida, obtidos por meio de
procedimento cirdrgico de
ovariohisterectomia,  realizados no
Hospital Veterinario - UFU e em clinicas
veterinarias no municipio de Uberlandia
- MG, seguindo padrées de ética
cirdrgica e anestésica.

ApoOs a coleta, os ovarios foram
lavados com alcool 70°, acondicionados
em frascos com solucdo tampéao
fosfatada (PBS) resfriada a 4°C e
conduzidos ao laboratorio dentro de
uma caixa de isopor no periodo maximo
de duas horas.

No procedimento de isolamento
mecanico utilizou-se o aparelho fatiador
de tecidos calibrado para espessuras de
corte de 250 pm e 500 um, distribuindo
aleatoriamente 5 ovarios de diferentes
cadelas para cada tratamento. Para
uma fragmentagdo mais eficiente, os
ovarios foram umedecidos no cortador
de tecidos com solucdo de PBS e os
cortes foram realizados nos sentidos
longitudinal e transversal. Os
fragmentos ovarianos obtidos foram
colocados em solucdo de 5 mL de PBS
e dissociados mecanicamente por
repetidos movimentos de succdo e
ejecado utilizando-se, sucessivamente,
pipetas de Pasteur calibradas a 1600
pm (20 movimentos) e 600 pm (20
movimentos) de diametro. A suspensao
obtida foi filtrada, primeiramente, em
malha de nailon de 500 pm e,
posteriormente, de 100 um de diametro,
com a finalidade de separar os FOPA
dos fragmentos de tecido ovariano com
dimensdées maiores que 100 um de
didmetro, procedimento adaptado de
Rodrigues et al. (1998).

Para estimar a quantidade de
FOPA isolados utilizou-se a metodologia
adaptada de Figueiredo et al. (1993). O
filtrado resultante (6 mL)  foi
cuidadosamente  agitado para a

dispersdo dos foliculos. Em seguida,
colocou-se em placa de Petri, uma
amostra de 50 pyL do pool processado,
sob microscopio invertido para a
contagem dos foliculos isolados, em
aumento de 120 vezes. O numero de
foliculos pré-antrais observados foi
multiplicado por 20 para adequar 0s
valores de microlitros para mililitros e,
posteriormente, pelo volume final (5
mL), estimando a quantidade total de
foliculos para cada ovario.

A avaliacdo quanto a presenca de
células da granulosa foi realizada em
microscopio invertido de fluorescéncia,
utilizando 1 pL do corante fluorescente
Hoechst 33342 em 1000 pL
(concentracao final de 10 pg/mL) do
pool de foliculos isolados. Para avaliar a
viabilidade folicular, também no mesmo
aparelho, utilizou-se 50 pL do corante
fluorescente iodeto de propideo em 50
UL (concentracao final de 10 pg/mL) do
pool folicular. Ambas as amostras
ficaram 30 minutos em estufa a 37°C ao
abrigo da luz, fornecendo uma aliquota
de 70 uL cada para analise entre lamina
e laminula.

A anadlise estatistica foi realizada
utilizando um software especifico e os
valores expressados como média e erro
padrdo. Os dados da quantificacdo
folicular e do numero de células da
granulosa presente de acordo com 0s
intervalos de corte testados foram
analisados pelo teste de Kruskal-Wallis.
A viabilidade e a classificacdo folicular
foram analisadas pelo teste Qui-
guadrado. Os  resultados  foram
considerados  significantes  quando
P<0,05.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Ambos o0s intervalos de corte
proveram uma quantidade satisfatéria
de FOPA isolados por ovario, no entanto
foram recuperadas mais estruturas
(P<0,05) quando utilizado o corte de
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250 pm (25200 + 6676) em relacdo ao
de 500 pm (11000 + 2727). Uma alta
variacdo individual de foliculos foi
observada nos dois intervalos de corte,
com valores oscilando entre 7700 e
42000 (Tabela 1). Varios estudos em
diferentes espécies (suino: Greenwald e
Moor, 1989 e Alves, 2010; canino:
Durrant et al., 1998; felinos: Jewgenow,
1996; caprinos: Rodrigues et al., 1998)
reportaram grandes variagbes na
quantidade de foliculos isolados por
ovario, independente do tipo de
procedimento adotado (enzimatico ou
mecanico).

Tabela 1 — MNimero de foliculos pré-antrais recuperados de ovérios de cadelas de
acordo com o intervalo de corte utilizado. Média e erro padrio.

Mimero de Foliculos | solados/Ovario

Repetictes

Intervalo de - - - n
Corte (um) | 2 3 4 5 Média

250 34800 11500 7700 42000 30000 25200 + BETE®

500 11300 21400 6200 7900 8200 11000 + 2727

Letras diferentes na mesma coluna diferem significativamente. P=0,05.

Essas diferencas podem estar
relacionadas com idade, peso ovariano
e fase reprodutiva. Em cadelas, Durrant
et al. (1998) ndo encontraram essa
associacdo com peso ovariano e fase
reprodutiva, no entanto isolaram menos
foliculos de fémeas jovens (< 6 meses)
em comparacédo as de meia idade (entre
7 e 48 meses).

Domingues et al. (2003) isolaram
mecanicamente foliculos pré-antrais de
ovarios de primatas (Cebus apella),
testando espessuras de corte de 250,
500, 750 e 1000 pm e reportaram que o
namero de FOPA obtidos no corte de
500 pum (300830) foi estatisticamente
superior aos demais. Estudo com
ovarios bovinos seccionados
mecanicamente em oito espessuras de
corte (25, 50, 75, 100, 125, 150, 175 e
200 pm) demonstrou que com O
intervalo de 125 um obteve-se o maior
namero (25632) de foliculos isolados
(Lucci et al., 2002). Em ovinos, Amorim
et al. (2000) evidenciaram a influéncia
da espessura de corte no total de

foliculos isolados por ovario, onde a
melhor taxa de recuperacdo foi
observada na seccao de 87,5 pm
(6368).

Para melhor identificacdo dos
FOPA isolados, utilizou-se o corante
Hoechst 33342 que por corar
componentes nucleares, permite a
visualizacdo individual de células da
granulosa além da determinacéo de seu
namero e forma (Figura 1). No presente
estudo o intervalo de 500 pum
proporcionou uma porcentagem maior
(P<0,05) de foliculos cobertos com
células da granulosa e maior numero
(P<0,05) destas estruturas por foliculo
isolado quando comparado ao intervalo
de 250 um (Tabela 2). Estes dados
indicam que o maior intervalo de corte
preserva melhor a morfologia dos
foliculos pré-antrais, resultando em
melhor qualidade dos mesmos.

Figura 1 — Avaliacdo da presenca de células da granulosa (CG) de foliculo pré-antral
de cadela marcado pelo corante Hoechst 33342 sob microscopia de fluorescéncia.
Barra corresponde 10 pm

Tabela 2 — Efetto do intervale de corte sobre a porcentagem de foliculos pré-
antrais cobertos com células da granulosa isolados de ovarios de
cadelas & nOmero de células da granulosa presentes apds o
procedimento mecanico. Média e erro padrio.
Intervalo de corte % Foliculos Pré-antrais N* células da granulosa
(umyj Cobertos

2,83£0,60%
6,06+240°

250 37,86 (39/103)°
500 60,31 (38/63)°

Letras diferentes na mesma coluna diferem significativamente. P=0,05.

Alguns pesquisadores (Nayudu et
al., 1992; Jewgenow, 1998) observaram
que foliculos que conservam sua
estrutura apresentam uma ou mais
camadas de células da granulosa
circundantes ao ovécito e aderidas a
membrana basal. A presenca da
membrana basal em foliculos isolados
pode afetar a eficiéncia do cultivo in vitro
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oferecendo uma série de vantagens,
como a preservacdo da morfologia
celular e manutencédo da adesdo aos
componentes extracelulares (Figueiredo
et al.,, 1994; Machado et al., 2002).
Vérios corantes como o azul de trypan,
calceina-AM e etidio homodimero
podem ser associados ao corante
Hoechst 33342 para testar a viabilidade,
namero de células da granulosa e
integridade de foliculos pré-antrais
caninos em diferentes meios de
preservacao (Lopes et al., 2009).

As células da granulosa séao
indispensaveis para o crescimento do
ovocito, diferenciacdo, divisdo nuclear,
maturacdo citoplasmatica e atividade
transcripcional gendémica (Van Den
Hurk, 2005). Estas células estdo ligadas
entre si e com o ovocito através de
juncdes do tipo gap nas zonas de
transposicdo  citoplasmatica, onde
ocorre comunicacao bidirecional,
permitindo a troca de nutrientes,
precursores metabdlicos (aminoacidos e
nucleotideos), moléculas informacionais
(horménios, neurotropinas e fatores de
crescimento) e sinais estimulatorios e
inibitérios da meiose. Assim, o ovocito
pode promover ativamente o]
crescimento e a diferenciacdo das
células foliculares, do mesmo modo que
as células da granulosa estimulam o
crescimento e a diferenciagdo do
ovocito (Anderson e Albertini, 1976).

As células foliculares e o ovdcito
possuem um sistema de transporte
ativo, gerando um gradiente
eletroquimico que é fundamental para o
perfeito funcionamento celular. Quando
esse sistema falha (morte celular)
ocorre a despolarizacdo da membrana
citoplasmatica e sua conseqlente
permeabilizacdo. O corante fluorescente
iodeto de propideo foi o escolhido para

testar a viabilidade dos foliculos
isolados, devido ao fato de néao
atravessar as membranas
citoplasmaticas polarizadas, corando

entdo, apenas as células mortas de
vermelho (Silva et al., 2001).

Os resultados obtidos (Tabela 3)
apontaram diferencas significantes na
viabilidade dos FOPA, entre os
intervalos de corte adotados para o
isolamento. Entretanto, a avaliagao
preditiva em funcdo do numero de
foliculos vidveis e isolados por ovario
demonstrou que ambas as seccles
propiciaram a recuperacédo de milhares
de foliculos. Alves (2010) utilizou iodeto
de propideo no pool de estruturas
foliculares isoladas mecanicamente de
ovarios suinos e constatou taxa de
viabilidade de 76%, proxima a
encontrada no intervalo de 500 pm
deste trabalho.

Lopes et al. (2009) reportaram
resultados semelhantes de taxa de
viabilidade (79 a 83%) em cadelas, apés
o isolamento de FOPA no tissue
chopper, utilizando intervalo de corte de
87,5 um. Em felinos ndo domésticos,
Jewgenow et al. (1996), observaram
taxas de integridade de membrana dos
foliculos pré-antrais, isolados
mecanicamente, entre 20 e 50%.
Machado et al. (2002) avaliando a
viabilidade de foliculos pré-antrais de
fetos caprinos, isolados pelos métodos
enzimatico e mecanico, concluiram que
ambos o0s procedimentos podem ser
usados com a mesma eficiéncia, apesar
do método enzimatico apresentar maior
porcentagem de FOPA viaveis (84%
versus 75%).

Tabela 3 —Viabilidade de foliculos pré-antrais avaliados pelo iodeto de propideo e
predicdo do nimero total de foliculos, em fungio da quantidade isolada
por ovario, em diferentes intervalos de corte.

Folculos Pré-antrais
*Predigdo do N Foliculos
Vidveis/Ovario
250 4872 (38/78)* 12277

Intervalo de corte (pm) o Vidveis

500 74,55 (41/55)° 8200

Letras d'-rferemes na mesma coluna d'-rrerem signﬁcativameme. P=0,05.
*Calculada em fungdo do ndmero de FOPA isolados e porcentagem de viabilidade.
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CONCLUSAO

O isolamento mecénico mostrou-
se eficiente em ambos os intervalos de

bY

corte quanto a quantidade de foliculos
pré-antrais viaveis isolados, no entanto
o intervalo de 500 um preservou melhor
a morfologia das estruturas foliculares,
sendo tais parametros essenciais para
posterior cultivo in vitro.
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