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RESUMO

CALIMAN, Sanely Lourengo da Costa, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa,
fevereiro de 2010. Efeito da tiroxina e do hormadnio foliculo estimulante no
desenvolvimento in vitro de foliculos pré-antrais ovinos. Orientador:
Eduardo Paulino da Costa. Co-orientadores: José Domingos Guimarées,
Laércio dos Anjos Benjamin e Jeferson Ferreira da Fonseca.

O presente experimento foi desenvolvido a fim de se verificar o efeito da
tiroxina na presencga ou auséncia do horménio foliculo estimulante (FSH) sobre
a sobrevivéncia e o crescimento de foliculos pré-antrais de ovinos. Fragmentos
de tecido ovariano foram cultivados por 1 e 7 dias em meio essencial minimo
(a-MEM+) suplementado ou ndo com diferentes concentragdes de tiroxina (10,
20, 50 ng/mL) na presenga ou auséncia de rFSH (50 ng/mL). O tecido ovariano
ndo-cultivado (controle fresco) e os fragmentos cultivados no dia 1 e 7 nos
diferentes tratamentos foram processados e analisados utilizando a técnica de
histologia classica. Quando os dias de cultivo foram comparados ao controle
nao-cultivado, somente no dia 1 foi verificado que os tratamentos contendo a-
MEM®, FSH, T20 e T50 mostraram percentuais de sobrevivéncia folicular
semelhantes ao controle. Quando os tratamentos foram comparados entre si
dentro de cada periodo de cultivo, foi observado que apenas no dia 7, o
tratamento contendo T50 apresentou um percentual de foliculos normais
superior ao tratamento T10F. Com relacdo ao diametro folicular, ndo houve
crescimento dos foliculos em cultivo, uma vez que todos os tratamentos
comportaram-se de maneira semelhante ao controle ndo-cultivado e ao a-
MEM®, exceto o tratamento T10. Ao se comparar os tratamentos, dentro de
cada periodo de cultivo, foi observado que no dia 1 os tratamentos T50, T10F e
T50F apresentaram diametro folicular superior quando comparados ao
tratamento T10. Semelhante ao crescimento folicular também n&o houve
crescimento oocitario. Para o diametro oocitario, no dia 1, foi verificada uma
redugdo para os tratamentos T10 e T20F quando comparados ao néo-
cultivado. Ja no dia 7 de cultivo os tratamentos FSH, T10F e T50F reduziram o
didmetro oocitario, com a progressao do cultivo do dia 1 para o dia 7 e ainda
quando comparados ao controle ndo-cultivado e ao a-MEM®. Concluiu-se que
altas concentragdes de T4 (50 ug/ml) proporcionaram resultados promissores

no que diz respeito a sobrevivéncia e desenvolvimento folicular in vitro. Quanto

Xiv



a associagcdo da T4 com o FSH ndo demonstrou resultados positivos na
sobrevivéncia e no desenvolvimento folicular in vitro. Embora seja conhecida a
atuacao da tiroxina na fisiologia ovariana sdo necessarias mais pesquisas que
verifiguem sua importéncia para o desenvolvimento in vitro de foliculos pré-

antrais ovinos.
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ABSTRACT

CALIMAN, Sanely Lourengo da Costa, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa,
February, 2010. Effects of thyroxin and follicle stimulating hormone on the
in vitro development of ovine preantral follicles. Adviser: Eduardo Paulino
da Costa. Co-advisers: José Domingos Guimardes, Laércio dos Anjos
Benjamin and Jeferson Ferreira da Fonseca.

This experiment has been developed in order to verify the thyroxine
effect in the presence or absence of follicle stimulating hormone (FSH) on
survival and growth of sheep preantral follicles Fragments of ovarian tissue
were grown for 1 or 7 days in a situation with a minimum essential (a-MEM )
alone or containing thyroxine (10, 20, 50 p g / mL) in the presence or absence
of rFSH (50 ng / mL). The ovarian tissue non-grown (fresh control) and grown in
different treatments were processed for analysis using the classical histology
technique. When the days of culture were compared to the non-cultivated
control, on the first day was found that the treatment with a-MEM™, FSH, T20
and T50 showed follicular survival percentages similar to control. When the
treatments have been compared between each other within the growing season
was identified that only on the 7th day, the treatment containing T50 presents a
percentage of normal follicles significantly superior to the treatment with T10F.
Related to the follicular diameter, the follicle in culture has not grown, since all
treatments have had a similar behavior when controlling non-grown and a-
MEM®*, except the T10 treatment. When comparing the treatments within each
growing season, it has been observed that on the first day, treatments T50,
T10F and T50F have showed a follicular diameter greater when compared to
T10 treatment. Similar to what happened to follicular growth, oocitario growth
has not grown either. For oocitario diameter, on the first day, there was a
reduction for T10 and T20F treatments when compared to non-grown. On the
7th day of grown, FSH, T10F and T50F treatments have reduced oocitario
diameter, with a progression of culture from the first day to the 7th one and
even when compared to control non-grown and a-MEM". It was concluded that
high T4 concentrations (50 g / ml) have provided promising about the survival
and follicular development in vitro. The association of T4 with FSH, have not

presented positive results in the survival and follicular development in vitro.
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Although it is known the thyroxine action on ovarian physiology, there is a need

to verify its importance for the in vitro development of preantral sheep follicles.
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1. INTRODUCAO

O desenvolvimento de biotécnicas relacionadas a biologia reprodutiva
tém sido extensivamente realizado nos Ultimos anos, visando um melhor
aproveitamento do material genético de animais de alto valor zootécnico ou em
vias de extingdo. Neste sentido, muitos esforgos estdo sendo empregados para
0 avango da biotécnica de Manipulagdo de Odcitos Inclusos em Foliculos Pré-
antrais (MOIFOPA), que muito tem contribuido para um melhor entendimento
da biologia ovariana e futuramente poderd contribuir para maximizar o
aproveitamento do potencial oocitario.

A biotécnica de MOIFOPA pode ser considerada uma alternativa valiosa
para a padronizacdo de outras biotécnicas como clonagem, fecundacéo in vitro
(FIV) e transgenia, uma vez que disponibilizara um grande ndmero de odcitos,
oriundos de um mesmo animal, além de reduzir substancialmente o intervalo
entre geracdes. Além disso, esta biotécnica também conhecida como Ovério
Artificial, tem avancado significativamente no contexto da elucidagdo da
foliculogénese ovariana (FIGUEIREDO et al., 2008).

Neste contexto, tendo em vista que o ovario mamifero contém milhares
de odcitos inclusos em foliculos pré-antrais e que poucos desenvolvem-se até
0 estaddio de foliculo pré-ovulatério, a biotécnica de MOIFOPA objetiva
recuperar, preservar e cultivar in vitro um maior numero de foliculos pré-antrais,
visando sua ativagdo, crescimento e maturagdo, prevenindo-os da morte
folicular ou atresia, que ocorre naturalmente in vivo (FIGUEIREDO et al., 2008).
Desta forma, é necessaria a obtencdo de um sistema de cultivo que permita o
desenvolvimento completo dos foliculos, tornando-os aptos a uma posterior FIV
com subseqlente aquisicdo de crias saudaveis. Diversos trabalhos tém
demonstrado a importancia da adicdo de inimeras substancias ao meio de
cultivo que propiciem o desenvolvimento folicular, dentre estas substancias
pode-se destacar os horménios foliculo estimulante (FSH) (MATOS et al.,
2007a; MAGALHAES et al., 2009a) e tiroxina (T4) (DICKSON, 1996;
ARUNAKUMARI et al., 2007).

Os foliculos pré-antrais representam cerca de 90% de toda a populagéo

folicular, armazenando assim a grande maioria dos 00citos presentes em



ovarios mamiferos. Entretanto, a maioria desses foliculos sofre atresia,
reduzindo significativamente o potencial reprodutivo das fémeas.

Porém, ainda existem poucos relatos na literatura sobre a utilizacdo da
tiroxina, hormonio este importante para o crescimento e desenvolvimento dos
foliculos ovarianos, no cultivo in situ de foliculos pré-antrais ovinos. Além disso,
ainda ndo foi testada a interagdo da tiroxina com o FSH para o
desenvolvimento de foliculos pré-antrais nesta espécie, podendo resultar em
efeitos benéficos sobre o desenvolvimento folicular, visto que o FSH ja
demonstrou bons resultados para o desenvolvimento de foliculos pré-antrais de
diferentes espécies e ainda, que a associacdo desses dois hormdnios teve
efeitos benéficos para foliculos secundarios isolados na espécie ovina.

Dentre as varias técnicas disponiveis para a avaliacdo morfolégica de
foliculos pré-antrais apos cultivo in vitro, foi aplicado no presente trabalho a
histologia classica, que permite a observagdo de alteracbes como picnose
nuclear, destacamento e desorganizacdo das células da granulosa e
vacuolizacdo citoplasmética. Embora essa técnica identifigue somente
alteragbes morfolégicas superficiais, é considerado de facil execugdo, baixo
custo, e revela os resultados de forma rapida, permitindo visualizar um grande
namero de foliculos.

Objetivou-se com este trabalho, verificar o efeito da tiroxina associada ou

ndo ao FSH sobre o cultivo in vitro de foliculos pré-antrais ovinos.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Ovéario dos mamiferos

O ovério dos mamiferos é um 6rgdo composto por Vvarios tipos celulares
diferenciados, os quais atuam em conjunto promovendo um ambiente ideal
para o seu perfeito funcionamento (BRISTOL-GOULD & WOODRUFF, 2006).
A gbnada feminina desempenha uma funcdo enddcrina através da produgéo e
liberacdo de horménios esteréides e diversos peptideos, bem como uma
funcdo exdcrina ou gametogénica, a qual possibilita a produgéo e liberagéo de
o6citos (HAFEZ, 1996).

Nos ruminantes, este érgao é constituido pelas regifes parenquimatosa
e vasculosa. Na regido parenquimatosa estdo presentes foliculos ovarianos em
diferentes estadios de desenvolvimento, bem como corpos luteos, albicans e
hemorrdgicos. Ja a regido vasculosa é constituida por tecido conjuntivo,
algumas células musculares lisas, nervos, artérias e veias, que se estendem
para o parénquima ovariano, sendo responsaveis pela nutricdo e sustentagéo
do ovério (HAFEZ, 1996).

2.2. Foliculogénese e caracteristicas estruturais dos foliculos ovarianos

A foliculogénese é um evento iniciado na vida intra-uterina na maioria
das espécies e pode ser definida como o processo de formacéo, crescimento e
maturacdo folicular, iniciando com a formacdo do foliculo primordial e
culminando com o estadio de foliculo pré-ovulatério (VAN DEN HURK & ZHAO,
2005).

O foliculo ovariano é considerado a unidade morfofuncional do ovario,
proporcionando um ambiente ideal para o crescimento e maturacdo do odcito
(CORTVRINDT & SMITZ, 2001), além de produzir um grande ndmero de
horménios e peptideos (ADASHI, 1994). E composto por um odcito circundado
por células somaticas (granulosa e tecais) tendo sua morfologia alterada
durante a foliculogénese, uma vez que o o00cito cresce e as células da

granulosa circundantes se multiplicam e diferenciam (BRISTOL-GOULD &



WOODRUFF, 2006), adquirindo capacidade esteroidogénica (HICKEY et al,
2005). O crescimento folicular ocorre continuamente durante a vida do animal
ou pelo menos até a reserva se exaurir.

De acordo com o grau de evolugdo, os foliculos podem ser classificados
em pré-antrais (FOPA) (primordiais, primarios e secundarios) ou antrais
(terciarios e pré-ovulatorios) (HULSHOF et al., 1995). Os foliculos primordiais
sdo constituidos por um odcito quiescente, esférico ou oval, circundado por
células da pré-granulosa de formato pavimentoso (FORTUNE et al., 1998). O
nucleo do odcito é relativamente grande e ocupa uma posi¢do central ou
excéntrica, podendo ter o nucléolo evidente. A zona pelicida (ZP) neste
estadio ainda ndo é totalmente observada, verificando-se uma justaposicdo
entre odcito e células da granulosa, sem nenhuma juncéo especifica (LUCCI et
al., 2001). No entanto, na espécie humana, Gook et al. (2008), verificaram
proteinas da ZP em foliculos desde o estadio primordial, sugerindo que estas
proteinas estdo presentes desde o inicio da foliculogénese. Tais foliculos
permanecem quiescentes até serem ativados, momento no qual entram para o
grupo de foliculos em crescimento (primarios, secundarios e terciarios) (VAN
DEN HURK & ZHAO, 2005; PEPE et al.,, 2006). O processo de ativagdo é
caracterizado pela retomada da proliferacdo das células da granulosa,
mudanca da morfologia dessas células de pavimentosa para cubica e aumento
consideravel dos volumes citoplasméticos e nuclear no odcito (VAN DEN
HURK et al., 1997).

Os foliculos primérios sdo formados por um odcito circundado por uma
Unica camada completa de células da granulosa de formato cubico. A partir
desse estadio, 0 o6cito e as células da granulosa passam a manter um estreito
contato, mediado por endocitose. A membrana plasmatica do od4cito apresenta
projecBes que penetram entre as células da granulosa adjacentes surgindo na
superficie oocitaria algumas microvilosidades (LUCCI et al., 2001), momento
em que se inicia a formagdo da ZP (RANKIN et al., 2001). Com a intensa
multiplicag@o das células da granulosa, ocorre a formagdo de novas camadas
destas células em torno do odcito, dando origem aos foliculos secundérios.
Conforme estes foliculos se desenvolvem, também aumenta o nUmero de
microvilos (LUCCI et al., 2001) e se evidencia a formagéo das células da teca
externa a partir do estroma intersticial (VAN DEN HURK & ZHAO, 2005).
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Com o crescimento dos foliculos secundérios e a organizagdo das
células da granulosa em varias camadas, ocorre a formacdo de uma cavidade
repleta de liquido folicular denominada antro. A partir deste estadio, os foliculos
passam a ser denominados antrais. Durante o desenvolvimento folicular, a
producdo de fluido antral € intensificada pelo aumento da vascularizagdo
folicular e permeabilidade dos vasos sanguineos, os quais estao relacionados
com o aumento do foliculo antral. O desenvolvimento dos foliculos antrais é
caracterizado pela continuidade da fase de crescimento, seguindo o
recrutamento, selecdo e dominancia (VAN DEN HURK & ZHAO, 2005), sendo
a formacdo de foliculos pré-ovulatérios um pré-requisito para a ovulagdo e
formacdo do corpo Iuteo, bem como para manutencdo da fertilidade
(DRUMMOND, 2006).

2.3. Populacgéo e atresia folicular

Os foliculos ovarianos pré-antrais representam cerca de 90% da
populacéo folicular (SAUMANDE, 1991) e constituem o estoque definitivo dos
gametas durante a vida reprodutiva da fémea (LIU et al., 2001). Recentemente,
alguns trabalhos tém evidenciado a formacgdo de novas células germinativas
em mulheres (BUKOVSKY et al., 2004) e camundongas adultas (JOHNSON et
al., 2005). Independente disso, a populacao folicular difere de acordo com a
espécie, podendo ser observada também uma forte variacdo individual
(KATSKA-KSIAZKIEWICZ, 2006), sendo esta populacdo estimada em
aproximadamente 1.500 em camundongas (SHAW et al., 2000), 33.000 em
ovelhas (AMORIM et al., 2000), 35.000 em cabras (LUCCI et al., 1999),
235.000 em vacas (BETTERIDGE et al.,, 1989) e 2.000.000 em mulheres
(ERICKSON, 1986).

Apesar da grande populagéo folicular presente no ovario dos mamiferos,
a maioria dos foliculos, ou seja, 99,9% ndo chegam a ovulagdo, pois séo
eliminados por um processo fisiolégico denominado atresia (CARROL et al.,
1990; MAYER et al., 2004; FIGUEIREDO et al., 2008). Este fendbmeno pode
ocorrer por via apoptética e/ou degenerativa (MIKKELSEN et al., 2001), quando
0 ambiente paracrino ou enddcrino ndo é apropriado para suportar o

crescimento folicular e/ou diferenciacdo das células da granulosa (SILVA et al.,

5



2004b). A atresia € um fenbmeno natural que leva a exaustdo do pool de
foliculos pré-antrais (MORITA & TILLY, 1999) e € comum a todas as espécies
domésticas, podendo ocorrer em qualquer estadio do desenvolvimento folicular
(GLAMOCLIJA et al, 2005), especialmente na fase antral terminal. Nos
estadios iniciais da foliculogénese, a atresia é iniciada no odcito e em seguida
acomete as células da granulosa (MORITA & TILLY, 1999), verificando-se o

processo inverso nos foliculos antrais (GLAMOCLIJA et al., 2005).
2.3.1. Atresia folicular pela via apoptoética

A apoptose € um processo fisiologicamente importante para o
desenvolvimento embrionério normal, bem como para a homeostase no tecido
adulto (AMSTERDAN et al., 2003). Sabe-se que este &€ um evento
geneticamente determinado, ou seja, depende do equilibrio entre a expresséo
de genes pro e anti-apoptoticos (DEPALO et al., 2003), sendo observada nos
foliculos ovarianos durante toda a vida fetal e adulta.

Uma caracteristica marcante da apoptose é a ativacdo de nucleases
enddgenas que quebram o DNA a cada 180-200 pares de bases (YU et al.,
2005). No ovério, uma alta taxa de apoptose folicular ocorre durante a vida
reprodutiva, porém, pouco se sabe a respeito da perda de foliculos primordiais
nas espécies mamiferas. No entanto, a morte desses foliculos pode ser um
evento significativo na determinagdo do potencial reprodutivo da fémea
(DEPALO et al., 2003).

2.3.2. Atresia folicular pela via degenerativa

Na via degenerativa, a isquemia pode ser uma das principais causas do
desencadeamento da morte folicular (FARBER, 1982), resultando em
alteracbes na permeabilidade da membrana celular, aumento de &gua
intracelular, vacuolizagdo citoplasmatica, e conseqlente morte celular
(BARROS et al., 2001).

Jennings et al. (1975) demonstraram que uma sobrecarga de ions Na* e
acimulo de fons Ca®" com concomitante mudanca na permeabilidade da

membrana celular, os quais estdo associados com modificacées no volume e
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aumento na 4gua intracelular, podem participar e levar ao processo necrotico.
Além da isquemia, outros fatores que podem levar a degeneracdo sao
estimulos toxicos, degenerativos e imunoldgicos, podendo tais fatores também
induzir a apoptose (JOHNSON, 2003)

2.4. A biotécnica de MOIFOPA e suas aplicagbes

A biotécnica de MOIFOPA, também conhecida como “Ovério Artificial” é
de grande importancia tanto para a pesquisa fundamental como para a
reproducdo animal. No tocante a pesquisa fundamental, esta biotécnica podera
contribuir para elucidacdo dos mecanismos envolvidos na foliculogénese pré-
antral. Neste caso, os foliculos pré-antrais in situ ou isolados do ambiente
ovariano poderao ser cultivados in vitro na presenca de diferentes substancias
(hormonios, fatores de crescimento, antioxidantes etc), cujo efeito individual ou
associado podera ser avaliado e controlado em diversos experimentos. Com
relacdo a reproducdo animal, a MOIFOPA poder4, no futuro, permitir o
isolamento de milhares de foliculos pré-antrais a partir de um Unico ovério e o
posterior cultivo in vitro dos odcitos neles inclusos até o estadio de maturagéo,
contribuindo assim para a multiplicagdo de animais de alto valor zootécnico,
além de reduzir a utilizacdo de animais vivos em experimentos e testes de
laboratério (FIGUEIREDO et al., 2008).

E indiscutivel que grandes progressos ja tenham sido observados no
cultivo in vitro de foliculos pré-antrais em diferentes espécies animais, uma vez
que a ativacdo de foliculos primordiais caprinos (BRUNO et al., 2008; LIMA-
VERDE et al., 2009a), ovinos (ANDRADE et al., 2005; COSTA et al., 2009),
bovinos (WANDJI et al.,, 1996; BRAW-TAL & YOSSEFI, 1997) e babuinos
(FORTUNE et al.,1998) foi alcancada com éxito ap6s cultivo de pequenos
fragmentos de cortex ovariano. Além disso, o cultivo de tecido também foi
favoravel ao desenvolvimento folicular, uma vez que Martins et al. (2008)
obtiveram aumento significativo no numero de foliculos secundarios apds
cultivo de sete dias com adigdo do Fator de Crescimento e Diferenciagcdo-9
(GDF-9).

No tocante ao desenvolvimento de foliculos primarios e secundarios
isolados, em algumas espécies como felinos (JEWGENOW & STOLTE, 1996)
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e marsupiais (BUTCHER & ULLMAN, 1996) foi observado o crescimento
folicular apds o cultivo in vitro, porém, sem a formacdo de antro. Em felinos
(JEWGENOW & PITRA, 1993), a adicdo de FSH ao meio de cultivo estimulou o
crescimento folicular, enquanto a adicdo do Fator de Crescimento Epidérmico
(EGF) e de ITS (Insulina + Transferrina + Selénio) ao meio permitiu a
manutencdo da integridade dos foliculos pré-antrais cultivados in vitro
(JEWGENOW & GORITZ, 1995). Nas espécies ovina (CECCONI et al., 1999;
ARUNAKUMARI et al., 2007), bovina (GUTIERREZ et al., 2000; McCAFFERY
et al., 2000) e caprina (HUAMIN & YONG, 2000) foliculos secundarios isolados
desenvolveram-se in vitro até o estadio antral. Além disso, Silva et al. (2010)
observaram que o06citos caprinos provenientes de foliculos secundarios
cultivados, retomaram a meiose apés maturacao in vitro. Em bubalinos, Gupta
et al. (2008) obtiveram embrides em estadio de blastocisto, a partir do cultivo in
vitro de foliculos secundérios isolados. O desenvolvimento de foliculos antrais a
partir de foliculos primarios ou secundarios foi igualmente relatado em
humanos (ROY & TREACY, 1993). Em suinos, foliculos secundarios cultivados
in vitro chegaram até a ovulacdo e tiveram seus odcitos fecundados in vitro
(HIRAO et al., 1994), com desenvolvimento até o estadio de blastocisto (WU et
al., 2001).

Apesar do grande avango no cultivo in vitro de foliculos pré-antrais
citados anteriormente, os resultados mais satisfatorios foram observados em
animais de laboratério, nos quais O Brien et al. (2003) obtiveram o nascimento
de crias saudaveis a partir de foliculos primordiais desenvolvidos, maturados e
fecundados in vitro. Desta forma, para que melhores resultados sejam
alcancados nas espécies domésticas, faz-se necessario o desenvolvimento de
um meio de cultivo in vitro capaz de promover o completo desenvolvimento

folicular.

2.5. Importancia da composi¢cdo do meio no desenvolvimento de foliculos

pré-antrais in vitro

O cultivo folicular é realizado, geralmente, em meios comerciais que sao
compostos basicamente de vitaminas, aminoacidos, fonte energética e protéica

de modo a atender as necessidades fisiologicas das células. No entanto, para
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mimetizar as condi¢des foliculares no ovério, sdo acrescidas aos meios de
cultivo comerciais, diferentes substincias como fatores de crescimento e
horménios, que atuam estimulando o desenvolvimento folicular. Dentre estas
substancias podemos citar o GDF-9 (MARTINS et al., 2008), acido 3-indol
aceético (IAA) (ANDRADE et al., 2005), EGF (CELESTINO et al., 2009), FSH
(MATOS et al., 2007a; MAGALHAES et al., 2009b) e estradiol (LIMA-VERDE et
al., 2009c).

Estudos descreveram que a sobrevivéncia in vitro de foliculos pré-antrais
bovinos foi reduzida na auséncia de hipoxantina e substratos energéticos, tais
como piruvato e glutamina (FIGUEIREDO et al.,, 1995). Foi demonstrado
também que, em caprinos, a adicdo de uma mistura de piruvato, glutamina e
hipoxantina ao meio de cultivo de base (Meio Essencial Minimo — MEM)
aumentou significativamente a percentagem de foliculos morfologicamente
normais (SILVA et al., 2004a). Jewgenow et al. (1998) também demonstraram
que a adi¢d@o de piruvato, glutamina e hipoxantina ao MEM é essencial para o
crescimento de foliculos pré-antrais felinos in vitro.

Diante dos estudos realizados, admite-se que o estabelecimento de um
meio de cultivo ideal seja de fundamental importancia para a ativagao folicular
in vitro, permitindo o desenvolvimento e contribuindo para uma melhor
compreensao dos diversos mecanismos e fatores envolvidos nos processos de
foliculogénese e atresia (FIGUEIREDO et al., 2008). Por este motivo, a procura
por protocolos que garantam o desenvolvimento folicular in vitro, tem
aumentado. Assim, inameros trabalhos tém sido realizados em diferentes
espécies, onde diferentes substancias (hormdnios, fatores de crescimento e
antioxidantes) tém sido incorporadas ao meio de cultivo visando verificar seus
efeitos sobre o desenvolvimento in vitro de foliculos pré-antrais (MARTINS et
al., 2008; MAGALHAES et al., 2009a; LIMA-VERDE et al., 2009a).

2.6. Hormonios tireoideanos

A tiroxina (T4), também chamada de tetraiodotironina, forma juntamente
com a triiodotironina (T3) os hormonios tireoidianos. A formacgéo de T4 ocorre a
partir de duas moléculas de diiodotirosina (aminoécido de tirosina com dois

atomos de iodo quimicamente ligados). Desta forma, as moléculas de T4
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recebem este nome por possuirem quatro atomos de iodo, enquanto a T3 é
uma versdo da T4 com trés atomos de iodo (PURVES et al., 2006). Estes
hormoénios tém ganhado destaque por sua grande influéncia no
desenvolvimento, proliferacdo e diferenciacdo celular (NUNES, 2003). Além
disso, os hormdnios tireoidianos participam da formacé&o e degradacdo de
varios hormodnios e fatores de crescimento, como o fator de crescimento do
nervo (NGF) e o fator de crescimento semelhante & insulina | (IGF-1) (NUNES,
2003).

A sintese dos hormobnios tireoidianos ocorre quando o horménio
liberador de tireotrofina (TRH), no hipotalamo, é liberado estimulando a hipofise
a liberar o horménio estimulante da tiredide (TSH). O TSH, por sua vez, se liga
a um receptor na membrana da célula tireoidiana ativando a adenilciclase que
desencadeara as etapas de biossintese de T3 e T4 na glandula tiredide
(ALMEIDA, 2004). A secrecao do T4 ocorre a partir da iodacdo do aminoacido
tirosina nas células foliculares tireoidianas. O iodo se fixa a tirosina, ocorrendo
aumento na protedlise da tireoglobulina, ou seja, da grande molécula que a
tirosina faz parte e que se encontra armazenada nas ceélulas foliculares
tireoidianas, sendo T3 e T4 posteriormente liberados na circulagdo sanguinea
(ALMEIDA, 2004). Entretanto, a maior parte da formagédo de T3 ocorre nos
tecidos periféricos, por meio da desiodacdo de T4 promovida pelas desiodases
(YEN, 2001). A T4 emrelagdo a T3 apresenta menor atividade biolégica, sendo
de extrema importédncia a T3 estar em niveis adequados no organismo, de
maneira a manter todas as fungdes e, consequentemente, a qualidade de vida
(LOPES, 2002; NUNES, 2003). Esta sintese e a posterior liberagcdo ou
secrecdo de T3 e T4 sao reguladas por processos do tipo feedback negativo
(YEN, 2001), capazes de manter constante a sintese, o0 armazenamento e 0S
niveis dos horménios no sangue.

Vérios fatores estdo sob a influéncia direta ou indireta dos horménios
tireoideanos, uma vez que a utilizagdo da tiroxina afeta a responsividade dos
ovarios a este horménio, como observado no estudo conduzido em ratas por
Serakides et al. (2001). Desta forma, quaisquer disfungdes tireoidianas podem
provocar falhas no desempenho reprodutivo das fémeas, alterando a
ciclicidade e, ainda, prolongando ou encurtando as fases do ciclo estral

(MATTHELJ et al., 1995). Em mulheres, o hipertireoidismo, por exemplo, pode
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provocar redugdo nas taxas de fertiidade (KOUTRAS, 1997), exceto na sua
forma branda ou moderada, onde poderd haver ovulacdo e gestagdo normal
(LARSEN & INGBAR, 1998).

Apesar de j& ter sido comprovada a influéncia dos hormonios
tireoidianos na foliculogénese de ratas por meio da diferenciacéo das células
da granulosa e estimulacdo da ovulagcdo, o mecanismo pelo qual as disfungdes
tireoidianas alteram a fung&o ovariana ainda né&o foi elucidado (DIJKSTRA et
al.; 1996; MARUO et al.; 1992a).

Em um estudo realizado em camundongas com hipotireoidismo por
Jiang et al. (2000), foi observado que o tratamento com tiroxina aumentou
significativamente o peso corporal e a massa ovariana destas fémeas, porém,
ndo foi capaz de aumentar a concentragdo de estradiol. Entretanto, quando
combinados os tratamentos de tiroxina com gonadotrofina coridnica equina
(eCG), houve aumento significativo tanto da massa ovariana, quanto da
concentracdo plasmatica de estradiol nestes animais, promovendo assim
maiores beneficios a foliculogénese na presenca de eCG. Contudo, apesar do
tratamento com tiroxina em ratas com hipotireoidismo né&o ter prejudicado a
foliculogénese e ter aumentado a secregao de estradiol, notou-se que a falha
da onda pré-ovulatéria de LH nédo foi revertida pelo tratamento com tiroxina
mesmo na presenca de eCG.

Serakides et al. (2001) verificaram que ratas tratadas com T4 livre
apresentaram manutencdo da viabilidade folicular. Neste caso, esta
manutencdo pode ser explicada pela atividade metabdlica dos hormbnios da
tireGide que, quando presentes em grandes quantidades (hipertireoidismo), séo
capazes de aumentar a producdo de radicais livres de oxigénio e nitrogénio,
podendo levar a danos oxidativos nos tecidos-alvo (VENDITTI & DIMEO,
2006). Por outro lado, nota-se que o crescimento folicular é estimulado pelo
hipertireoidismo, possivelmente pelos efeitos dos hormoénios tireoideanos que
atuam na diferenciacdo das células foliculares como descrito por Dijkstra et al.
(1996) e Serakides et al. (2001). Além desses achados, Serakides et al. (2001)
observaram uma correlacdo positiva entre os foliculos primarios e as
concentragdes plasméticas de T4, comprovando desta maneira que ha
participagdo eficaz dos hormonios tireoideanos no desenvolvimento dos

foliculos primordiais, com consequente formacao de foliculos primarios. Desta

11



forma, a participacdo dos hormbnios da tiredide para o recrutamento de
foliculos primordiais ndo deve ser descartada.

Algumas pesquisas realizadas in vitro, mostraram que a tiroxina sozinha
ndo estimula a diferenciacéo das células da granulosa (MARUO et al., 1992b)
bem como a esteroidogénese (GREGORASZCZUK & SKALKA, 1996), sendo
indispensavel sua associacdo com o FSH. Nestes estudos, quando associados
0s horménios da tiredide com o FSH, estes atuam em sinergismo e causam um
aumento da fungédo esteroidogénica. Entretanto, a presenga de receptores de
T3 nas células da granulosa de humanos (WAKIM et al., 1993; WAKIN et al.,
1996) e suinos (WAKIN et al., 1987), e o desenvolvimento destas células in
vitro em resposta a T3 (GOLDMAN et al., 1993), sugere uma acao direta desse
hormonio sobre a fungcéo ovariana. Fitko & Szlezyngier, (1994) observaram que
em ovérios de ratas com hipertireoidismo, a hiperfuncédo tireoidiana induz a
menor responsividade do ovario as gonadotrofinas, devido a reducdo dos
receptores para FSH e LH, apresentando assim resultados contraditorios aos
obtidos in vitro. Além disso, em ovinos, recentemente Arunakumari et al. (2007)
verificaram que a adigéo de tiroxina isoladamente ou em associagdo com FSH
no meio de cultivo de foliculos secundarios aumenta as taxas de crescimento,

formacao de antro, bem como, maturacao oocitaria.

2.7. Horménio foliculo-estimulante (FSH)

O horménio gonadotrofico FSH é uma glicoproteina heterodimérica
produzida na adenohipdfise e que, em fémeas, age exclusivamente no foliculo
ovariano. A acdo do FSH ocorre diretamente nas células somaticas ovarianas
por meio de receptores especificos (RFSH) presentes na superficie dessas
células. Os receptores para o FSH se expressam nas células da granulosa
(ULLOA-AGUIRRE et al., 1995; O’'SHAUGHNESSY et al.,, 1996) a partir do
estadio de foliculos primarios (OKTAY et al., 1997). Apesar dos receptores de
FSH ndo estarem presentes em foliculos primordiais, parece que esta
gonadotrofina exerce um efeito indireto sobre o desenvolvimento folicular inicial
atraveés da liberacdo de fatores paracrinos produzidos por foliculos maiores ou
pelas células do estroma ovariano (VAN DEN HURK & ZHAO, 2005). Alguns

estudos demonstraram que o FSH regula a expressdo de vérios fatores de
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crescimento, tais como kit ligand (KL), GDF-9 e proteina morfogenética 6ssea
15 (BMP-15), que tém um papel importante na ativacdo e no posterior
crescimento folicular (JOYCE et al., 1999, THOMAS et al., 2005).

O FSH parece estar envolvido na proliferacdo e diferenciacdo das
células da granulosa in vitro. Aparentemente, niveis basais de FSH sé&o
necessarios para o desenvolvimento de pequenos foliculos (VAN DEN HURK
et al., 1997). Existem hipoteses de que o numero de foliculos primordiais que
deixa o pool de foliculos quiescentes € predeterminado, e que o FSH age sobre
0 processo de ativagcao folicular (MATOS et al., 2007a; MAGALHAES et al.,
2009b). A ligagcdo do FSH é restrita as células da granulosa e resulta em uma
variedade de reagdes, tais como a estimulagéo da proliferagcéo e diferenciagao
destas células e a sintese de esterdides (DEMEESTERE et al., 2005). O FSH
também regula a conexao transzonal entre o odcito e as células da granulosa
(ALBERTINI et al., 2001).

Véarios estudos in vitro tém mostrado que o FSH pode promover o
desenvolvimento de foliculos pré-antrais e a formacao de antro (camundongas:
SPEARS et al., 1998; ratas: McGEE et al., 1997; mulheres: WRIGHT et al.,
1999; vacas: GUTIERREZ et al., 2000; cabras: MATOS et al., 2007a; ZHOU &
ZHANG, 2005; ovelhas: CECCONI et al., 1999; porcas: MAO et al.,, 2002).
Além disso, o FSH inibe a apoptose em foliculos pré-antrais cultivados in vitro
(mulheres: ROY & TREACY, 1993; camundongos: BAKER & SPEARS, 1997,
ratas: McGEE et al., 1997). Em caprinos, a adigdo de 50 ng/mL de FSH ao
meio de cultivo de foliculos pré-antrais inclusos em tecido ovariano foi
responsavel pela manutencdo da integridade ultra-estrutural dos foliculos e
pelo aumento do diametro oocitario (MATOS et al., 2007a; MAGALHAES et al.,
2009b). Por outro lado, Nuttinck et al. (1996) cultivaram pequenos foliculos pré-
antrais bovinos por sete dias e observaram que o FSH aumentou a
degeneracgdo oocitaria. Além disso, estudos tém mostrado que os foliculos pré-
antrais conseguem se desenvolver, independentemente da agcédo do FSH. Este
fato foi observado em camundongas com deficiéncia nos genes FSH3 e RFSH
(KUMAR et al., 1997; DIETRICH et al., 1998) e também em pacientes com
mutagdes que suprimiam a fungdo do receptor para FSH (BEAU et al., 1998;
TOURAINE et al, 1999). Os resultados contraditérios podem estar

relacionados as diferencas entre espécies, metodologias e meios de cultivo in
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vitro (por exemplo, substancias adicionadas ao meio de cultivo e concentragdes

de FSH utilizadas nos experimentos).
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Coleta de ovérios

A pesquisa foi desenvolvida no periodo de Outubro de 2008 & Novembro
de 2009 no Laboratério de Manipulacéo de Odcitos e Foliculos Ovarianos Pré-
Antrais (LAMOFOPA), localizado na Universidade Estadual do Ceara (UECE).
Foram utilizados 12 ovarios provenientes de 6 ovelhas adultas (1 a 3 anos de
idade) sem padréao racial definido, coletado do abatedouro multicarnes em
fortaleza. Imediatamente ap6s o abate dos animais, os ovarios foram lavados
em éalcool 70% por 10 segundos e em seguida foram realizadas duas lavagens
em Meio Essencial Minimo (MEM) tamponado com N-(2-hidroxietil)piperazina-
N'-(2-acido etanosulfénico) (HEPES) suplementado com 100 pg/mL de
penicilina e 100 pg/mL estreptomicina. Os ovarios foram transportados ao
laboratdrio no prazo maximo de 1 h em MEM a 4 °C (CHAVES et al., 2008).

3.2. Protocolo experimental

O sistema de cultivo utilizado neste trabalho foi descrito anteriormente
por MATOS et al. (2007b). Ao chegar ao laboratorio, os ovérios de cada animal,
eram imediatamente submetidos a um processo denominado fragmentacéo,
utilizando 1aminas de bisturi e pincas em condi¢des estéreis. Este processo de
fragmentacgéo é realizado através de cortes mais superficiais possiveis de toda
a regido parenquimatosa onde se encontram a maioria dos foliculos em todos
os estadios de desenvolvimento. As amostras de tecido ovariano foram em
seguida divididas em 17 fragmentos (9 mm°®). Um desses fragmentos era
tomado aleatoriamente e imediatamente fixado (pinga estéril) para andlise
histolégica (controle fresco) e os demais fragmentos eram cultivados in vitro por
1 e 7 dias em placas de 24 pogos contendo 1 mL de meio de cultivo em cada
poco. O cultivo in vitro foi realizado a 39 °C e 5% de CO, em incubadora
umidificada. O meio de cultivo base (meio controle) consistiu em a-MEM (pH
7,2-7,4) suplementado com ITS (10 pg/mL de insulina, 5,5 pg/mL de
transferrina e 5 ng/mL de selénio), 2 mM de glutamina, 2 mM de hipoxantina e

1,25 mg/mL de BSA (albumina sérica bovina), denominado a-MEM®. Para as
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condicbes experimentais testadas neste trabalho, o a-MEM™ foi suplementado
com tiroxina (T4), nas concentragdes de 10, 20 e 50 pg/mL, FSH recombinante
na concentracdo de 50 ng/mL, ou as combinacdes das concentragbes de
tiroxina e FSH (Tabela 1). Cada tratamento foi repetido 6 vezes e o meio de
cultivo foi totalmente substituido a cada dois dias. As concentragfes de tiroxina
e FSH utilizadas neste estudo foram escolhidas baseadas em estudos prévios
(THOMAS et al., 2001; ARUNAKUMARI et al., 2007; MAGALHAES et al.,
2009a). Todos os reagentes mencionados foram obtidos da Sigma Chemical
Co. (St Louis, USA), com exce¢édo do FSH recombinante bovino (rFSH®) que

foi obtido da Nanocore, Brasil.

Tabela 1. Diferentes meios de cultivo de foliculos pré-antrais ovinos utilizando
tiroxina e/ou FSH

Meio de Cultivo Abreviagdo
a-MEM” a-MEM”
a-MEM™ + rFSH (50 ng/mL) rFSH
a-MEM" + Tiroxina (10 pg/mL) T10
a-MEM" + Tiroxina (10 pyg/mL) + FSH T10F
a-MEM" + Tiroxina (20 pg/mL) T20
a-MEM™ + Tiroxina (20 ug/mL) + FSH T20F
a-MEM™ + Tiroxina (50 ug/mL) T50
a-MEM™ + Tiroxina (50 ug/mL) + FSH T50F

3.3. Analise morfologica

Antes do cultivo (controle fresco) e depois de 1 ou 7 dias, todos os
fragmentos foram fixados em solugdo de Carnoy por 4 h, e entdo desidratados
em concentracbes crescentes de etanol e diafanizados em xilol.
Posteriormente, foram embebidos em parafina (Synth, S&o Paulo, Brasil) e
cortados em secg¢des de 5 um, as quais foram montadas em laminas de vidro e
coradas com Acido Periddico de Schiff — Hematoxilina (PAS-Hematoxilina). O
estadio e a sobrevivéncia folicular foram analisados sob microscopia Otica

(Nikon, Japao) com aumento de 400X.
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Com relacdo a sobrevivéncia, os foliculos foram classificados como
histologicamente normais (odcito intacto circundado por células da granulosa
bem organizadas em uma ou mais camadas e sem nudcleo picnético) ou
degenerados (presenca de retracdo oocitéria, nucleo picnético e/ou células da
granulosa desorganizadas) (SILVA et al., 2004a). De cada tratamento foram
avaliados 180 foliculos (30 foliculos por tratamento para cada repeticéo).

Para avaliar o diametro folicular, foi feita uma mensuragdo com o auxilio
de uma ocular micrométrica, a distancia entre uma extremidade da camada de
células da granulosa a outra. O diametro oocitério foi mensurado pela distancia
de uma extremidade da membrana do odcito a outra. Duas mensuracdes
perpendiculares foram realizadas para cada didmetro e a média desses dois
valores foi relatada como sendo o diametro folicular e oocitario (MATOS et al.,

2007a,b). Vale ressaltar que cada foliculo foi contado uma Gnica vez.

3.4. Andlise estatistica

Os dados foram inicialmente submetidos aos testes de Shapiro-Wilk e
Bartlett para confirmagdo da distribuicdo normal e homocedasticidade,
respectivamente. Confirmadas as exigéncias para realizacdo da Analise de
Variancia, esta foi executada por meio do Procedimento GLM do Programa
SAS (1999) e o teste de Dunnett foi utilizado para comparacéo entre as médias
dos tratamentos experimentais e cada um dos grupos controle (ndo cultivado e
a-MEM®). O teste de Student-Newman-Keels (SNK) foi aplicado para as
comparacdes de médias entre os tratamentos com Tiroxina em diferentes
concentragdes, combinada ou ndo com FSH, dias de cultivo e diametros dos
foliculos e odcitos. Diferencas foram consideradas significativas quando P<0,05

e os resultados foram expressos como média + desvio padréo.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Frente a importancia comprovada da tiroxina (T4) no desenvolvimento
dos foliculos pré-antrais, o presente trabalho avaliou a influéncia da tiroxina,
associada ou ndo ao horménio foliculo-estimulante (FSH), na sobrevivéncia e

no crescimento de foliculos pré-antrais ovinos cultivados in vitro.

4.1. Sobrevivéncia folicular

Neste trabalho, um total de 3.060 foliculos pré-antrais foram analisados.
Na andlise morfolégica por meio de histologia classica (Tabela 2) foi possivel
observar a presenca de foliculos normais e degenerados (Fig.1) em todos os
tratamentos (controle ndo-cultivado e apés 1 ou 7 dias de cultivo). Os foliculos
degenerados (fig.1B) foram evidenciados e caracterizados pela presenca de
areas de retracdo citoplasmatica, picnose nuclear e desorganizacdo das
células da granulosa (SILVA et al., 2002).
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Figura 1. Seccéao histolégica de tecido ndo-cultivado de foliculo normal (A) e
degenerado (B) apo6s coloragdo PAS-Hematoxilina (o: oécito; n: ndcleo do
obcito; CG: célula da granulosa) (=) retracdo citoplasmatica; (™)
desorganizacdo das células da granulosa; (™ ) nucleo picnético, escala 10
pm.
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Tabela 2. Percentagens (MédiatDP) de foliculos pré-antrais morfologicamente
normais em tecido n&o-cultivado ou cultivado por 1 e 7 dias em a-
MEM® suplementado ou ndo com diferentes concentracdes de
tiroxina e/ou FSH

Controle 87,22 +6,11

Tratamentos Dia 1 Dia 7
a-MEM* 73,33 + 24,0434 30,55 + 24,80 "B
FSH 56,67 + 33,79 ®A 44,44 + 15,30 “3A
T10 45,56 + 35,38 "&A 31,11 + 15,59 @A
T20 60,55 + 31,93 A 43,89 + 18,31 “%A
T50 52,22 +32,713* 49,44 + 9,05 "~
T10F 50,00 + 27,33 &~ 23,89 + 9,98 "PA
T20F 44,44 + 28,26 A 27,99 + 10,25 “3A
T50F 46,67 + 20,00 “2A 33,33 + 16,87 @A

* difere em relagéo ao controle ndo-cultivado (P<0,05)

(a,b) letras diferentes na mesma coluna demonstram diferencas entre os tratamentos no
mesmo periodo de cultivo (P<0.05)

(A,B) letras diferentes na mesma linha demonstram diferengas entre os periodos de cultivo em
um mesmo tratamento (P<0.05)

Quando comparados os diferentes dias de cultivo (1 e 7) com o controle
ndo-cultivado, foi verificado que apenas os tratamentos a-MEM®, FSH, T20 e
T50 mostraram percentuais de sobrevivéncia folicular semelhantes ao controle,
no dia 1 de cultivo. Os demais tratamentos reduziram o percentual de foliculos
normais em ambos os periodos de cultivo. Estes resultados apontam que 10
pug/mL de T4 (T10) pode nao ter sido suficiente para manter a sobrevivéncia
folicular. Tais resultados corroboram com os observados por DIJKSTRA et al.
(1996), JIANG et al. (2000) e SILVA et al. (2004c) em que baixos niveis de T4
podem afetar negativamente a foliculogénese levando a um maior nimero de
foliculos atrésicos.

A ineficiéncia dos resultados em associagdo com o FSH observada no
presente estudo confronta os resultados de ARUNAKUMARI et al. (2007).
Neste caso, 0s autores observaram que para o cultivo, por 6 dias, de foliculos
pré-antrais ovinos isolados, a tiroxina associada ao FSH foi fundamental para o
desenvolvimento desses foliculos e aquisicAo de od6citos meioticamente
competentes. Os resultados obtidos neste estudo ainda divergem de alguns
estudos onde se demonstrou que o FSH possui importante participagcdo na

manutenc¢do da sobrevivéncia de foliculos pré-antrais caprinos (YU et al. 2003;
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MATOS et al., 2007a; MAGALHAES et al., 2009b), ovinos (ANDRADE et al.,
2005) murinos (CORTVRINDT et al., 1997; CECCONI et al. 2004) e bubalinos
(GUPTA et al. 2008). Entretanto, no presente estudo, o FSH néo foi capaz de
manter a sobrevivéncia folicular apés 7 dias de cultivo, quando comparado ao
controle nao-cultivado. Resultados semelhantes foram observados por
SARAIVA et al. (2008) e LIMA-VERDE et al. (2009b), sendo este fato
possivelmente ocasionado por algum fator que possa alterar a constituicdo
bioquimica do meio de cultivo. Uma das hipéteses é que haja liberagdo de
produtos da secregéo folicular que interrompa o desenvolvimento folicular. Para
se detectar se essa secrecdo é prejudicial para o cultivo se faz necessério a
utilizagdo de andlises das concentracdes de RNAm indicando a expresséo
génica ou imunohistoquimica com o uso de anticorpos para proteinas
especificas (HARTSHORNE, 1997).

Quando os tratamentos foram comparados entre si dentro de cada
periodo de cultivo (dia 1 e 7), foi observada diferenca significativa apenas no
dia 7, onde o tratamento T50 apresentou um percentual de foliculos normais
superior (P<0,05) ao tratamento T1O0F. Este fato esti associado as baixas
concentracbes de T4 associadas ao FSH utilizadas neste experimento,
contrariando o descrito por Arunakumari et al. (2007) que observaram que a
associacdo do FSH com o horménio da tireéide suporta melhor o crescimento,
promove o desenvolvimento de antro, e ainda, a subsequente maturagao in
vitro de odcitos oriundos de foliculos pré-antrais. Outra condi¢do que pode
explicar tais resultados esta no tratamento T50 em que altas concentragfes de
T4, podem evidenciar efeitos deste horménio no cultivo in vitro de foliculos pré-
antrais. Semelhante ao observado em nosso trabalho, Serakides et al. (2001)
verificaram que altos niveis de T4 estimulam a foliculogénese ovariana e
diminuem a atresia folicular em ratas sexualmente maduras.

A avaliagédo da progressao do cultivo do dia 1 para o dia 7 apontou que
todos os tratamentos testados foram capazes de manter a sobrevivéncia
folicular, exceto o tratamento a-MEM'. Este resultado aponta que, nesta
situacdo, o meio ndo foi capaz de fornecer um ambiente adequado para o
desenvolvimento de foliculos pré-antrais ovinos, discordando dos resultados
obtidos por outros autores que utilizaram uma composi¢ao semelhante do MEM

e comprovaram sua eficiéncia em ovinos (ANDRADE et al., 2005) e caprinos
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(BRUNO et al., 2009a, CELESTINO et al., 2009 e LIMA-VERDE et al., 2009b).
Esta divergéncia pode apontar que fatores como: mudangas de temperatura de
transporte e manipulagdo dos ovarios, bem como o pH e osmolaridade durante
o cultivo in vitro e/ou trocas de meio além de outros fatores podem ter
interferido na qualidade do cultivo. Além disso, ao longo do periodo de cultivo
ocorre a variagdo na quantidade de receptores para a T4 e FSH nos odcitos, e
nas células da granulosa e do cumulus (ZHANG et al., 1997). Entretanto, os
mecanismos que desencadeiam essas diferencas ainda devem ser

investigados.

4.2. Crescimento folicular e oocitario

Na Tabela 3, estdo apresentados o0s resultados referentes ao
crescimento de foliculos e od6citos em todos os tratamentos testados neste

trabalho.

Tabela 3. Didametro folicular e oocitario (Média + DP) em tecido ndo-cultivado
ou cultivado por 1 e 7 dias em o-MEM® suplementado ou ndo com
diferentes concentragdes de tiroxina e/ou FSH

Diametro folicular (um) Didmetro oocitério (um)
Controle 28.7+4.6 21.5+4.2
Tratamentos Dia 1l Dia 7 Dia 1 Dia 7
a-MEM* 29.3+7.6% 28.1+86" 19.7+42" 18.1+4.2"
FSH 26.7+6.1P% 220+4.4"8 185+40%®" 153+23"1C¢B
T10 23.6+2.1""PB 266 +4.7%" 17.4+2.0"P" 18.6 +4.6%4
T20 26.1+3.8%% 26.1+3.6% 186+3.2%" 19.4+3.0%A
T50 28.8+57%  262+50% 19.7+4.1%®" 190+3.8%A
T10F 30.2+9.0* 23.0+4.7%®B 207+6.3%" 157+3.0""¢B
T20F 26.2+57%* 267+5.7% 17.4+3.8™"* 19.8+45%"
T50F 29.8+49% 230+53%8 219+51% 16.4+4.1 "B

* difere em relagéo ao controle ndo-cultivado (P<0,05)

t difere em relacdo ao a-MEM™ (P<0,05)

(a,b) letras diferentes na mesma coluna demonstram diferencas entre os tratamentos no
mesmo periodo de cultivo (P<0,05)

(A,B) letras diferentes na mesma linha demonstram diferencas entre os periodos de cultivo em
um mesmo tratamento (P<0,05)
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Com relagdo ao diametro folicular (Tabela 3), ndo houve crescimento
dos foliculos em cultivo, uma vez que todos os tratamentos comportaram-se de
maneira semelhante ao controle n&o-cultivado e ao o-MEM®, exceto o
tratamento T10. Neste caso, o tratamento T10 reduziu o didmetro folicular no
dia 1 de cultivo. Acredita-se que este resultado seja consequéncia da baixa
concentracdo do horménio tireoidiano utilizada neste tratamento. O que néo é
tdo evidente no tratamento T10F devido a presenca do FSH que pode ter
produzido algum efeito benéfico corroborando com os resultados de
MAGALHAES et al. (2009b).

Além disso, ao comparar os tratamentos dentro de cada periodo de
cultivo, o tratamento T10 também foi observado por reduzir o diametro folicular
no dia 1 em relagdo aos tratamentos T50, T10F e T50F (P<0,05). Estes
resultados podem sugerir que tais tratamentos com associa¢éo do FSH e T4 no
dia 1 de cultivo conseguiram manter a estrutura folicular, mas sem que
houvesse desenvolvimento dos foliculos pré-antrais. Além disso, altas
concentragdes de tiroxina (T50) podem ser capazes de suprir a auséncia de
FSH em foliculos pré-antrais ovinos cultivados in vitro (TAMILMANI et al.,
2005). Acredita-se que a diminuicdo ou o aumento da secrecéo tireoidiana atue
indiretamente sobre o ovério, alterando suas respostas as gonadotrofinas e
desta forma influenciando os diversos aspectos da fisiologia reprodutiva
(MARUO et al.; 1992b; WAKIM et al., 1993; WAKIM et al.; 1994). Jiang et al.
(2000) verificaram que a associagdo do FSH e T4 pouco influenciou no
desenvolvimento de foliculos antrais de ratas. A ac¢do dos hormdnios
tireoidianos j& foi comprovada na foliculogénese de ratas por meio da
diferenciac@o das células da granulosa e estimulacdo da ovulacdo (WAKIM et
al.; 1994; SERAKIDES et al.; 2001).

Outro resultado importante observado no presente estudo, foi com
relacdo a progresséo do cultivo do dia 1 para o dia 7, onde o tratamento T10,
que foi ruim em quase todas as andlises, apresentou um aumento no diametro
folicular (P<0,05). Segundo Matos et al. (2006), isso pode ser devido ao
intumescimento das células da granulosa que aumentaram a quantidade de
dgua intracelular resultando no aumento do foliculo. Entretanto, para
evidenciarmos tais observacdes, se faz necessario a utilizacdo de uma técnica

mais acurada, como microscopia eletrdnica de transmissdo, que é uma técnica
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extremamente importante para avaliar a densidade das organelas celulares,
bem como, as condi¢cGes ultra-estruturais dos foliculos cultivados in vitro
(MATOS et al., 2006).

Semelhante ao crescimento folicular também n&o houve crescimento
oocitario. Ja foi comprovado que durante o crescimento dos odcitos ocorre
reparo do DNA (DOWNEY et al, 1990) e intensa transcricio de RNAm
(LINTERN-MOORE & MOORE, 1979). Etapas que séo de extrema importancia
para o o0cito e necessitam de uma série de nutrientes, horménios e/ou fatores
de crescimento (WANDJI et al., 1997).

No dia 1 de cultivo, os tratamentos T10 e T20F reduziram (P<0,05) o
didmetro oocitario quando comparados ao controle ndo-cultivado. Nesta
situacao, acredita-se que as baixas concentragdes de T4 n&o foram suficientes
para promover um crescimento oocitario eficiente. J4 no dia 7 de cultivo, os
tratamentos FSH, T10F e T50F reduziram o didametro oocitario (P<0,05) com a
progresséo do cultivo do dia 1 para o dia 7 e ainda quando comparados ao
controle n&o-cultivado e ao o-MEM®. Estes resultados apontam que as
condi¢cbes de cultivo aqui testadas, ou seja, na presenca de FSH ou sua
combinagdo com T4, ndo produziram efeitos satisfatérios para o crescimento

oocitario.
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5. CONCLUSAO

O presente trabalho demonstrou a importancia da tiroxina para o cultivo
de foliculos pré-antrais ovinos. Concluiu-se que altas concentragfes de T4 (50
pg/ml) proporcionaram resultados promissores no que diz respeito a
sobrevivéncia e desenvolvimento folicular in vitro. Quanto & associacao da T4
com o FSH, ndo demonstrou resultados positivos na sobrevivéncia e no
desenvolvimento folicular in vitro. Embora seja conhecida a atuacédo da
tiroxina na fisiologia ovariana sdo necessarias mais pesquisas que verifiquem
sua importancia para o desenvolvimento in vitro de foliculos pré-antrais

ovinos.
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