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(Albert Einstein)
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SANTOS, J.M.S. EXPRESSAO DO FATOR DE CRESCIMENTO
FIBROBLASTICO-2 (FGF-2) EM OVARIOS OVINOS E SEU EFEITO SOBRE
A APOPTOSE E O CRESCIMENTO IN VITRO DE FOLICULOS PRE-
ANTRAIS. 2013. 94 f. Dissertacdao (Mestrado em Ciéncia Animal),
Universidade Federal do Vale do Sao Francisco, Petrolina. Orientadora:
Maria Helena Tavares de Matos.

RESUMO

Os objetivos deste estudo foram avaliar a expressdao do FGF-2 nas diferentes
categorias (foliculo primordial, primario, secundario e antral) e compartimentos
foliculares (oé6cito, células da granulosa e da teca) e os efeitos do FGF-2 sobre
a apoptose e o desenvolvimento in vitro de foliculos pré-antrais ovinos.
Ovarios ovinos (n=12) foram coletados em abatedouro local e destinados a
técnica de imunohistoquimica, na qual foi utilizado anticorpo policlonal anti-
FGF-2 humano (1:40). A imunocoloracao foi classificada como ausente, fraca,
moderada ou forte. Para o cultivo in vitro, 6 pares adicionais foram coletados,
divididos em oito fragmentos de 3x3x1 mm. Um fragmento foi destinado a
histologia (controle fresco) e os fragmentos restantes cultivados por 7 dias em
meio de cultivo de base (controle - a-MEM") adicionado de suplementos. Para
testar o efeito do FGF-2, os fragmentos ovarianos foram cultivados em meio
controle (a-MEM™) sozinho ou adicionado de diferentes concentragdes de FGF-
2 (1, 10, 50, 100 ou 200 ng/mL). A técnica de TUNEL foi realizada utilizando-se
um kit de deteccdo in situ de morte celular. As percentagens de foliculos
morfologicamente normais, primordiais e em crescimento, bem como a
percentagem de células apoptoticas foram submetidas ao Teste de Tukey e
qui-guadrado, respectivamente (P<0,05). Os resultados mostraram que a
expressdo da proteina do FGF-2 foi considerada moderada em odcitos de
foliculos primordiais, primarios e secundarios e fraca em células da granulosa
de foliculos secundarios, antrais iniciais e avancados. A percentagem de
foliculos normais foi similar (P>0,05) entre os tratamentos a-MEM®, 1 e 10
ng/mL de FGF-2 e significativamente maior (P<0,05) do que os demais
tratamentos. Houve ativacdo folicular em todos os tratamentos comparados ao
controle fresco. Adicionalmente, tecidos tratados com 10 ng/mL de FGF-2,
apresentaram diametro folicular significativamente superior ao controle fresco,
ao meio controle e 1 ng/mL de FGF-2, além de reduzirem (P<0,05) a taxa de
apoptose das células foliculares, comparado aos foliculos cultivados nos
demais tratamentos. Em concluséo, odcitos de foliculos pré-antrais e células da
granulosa de foliculos secundarios e antrais ovinos apresentaram expressao
para a proteina do FGF-2. Além disso, a concentracdo de 10 ng/mL de FGF-2
reduziu a apoptose e estimulou o crescimento de foliculos pré-antrais ovinos.

Palavras-chave: Ovério, o6cito, FGF-2, imunohistoquimica, cultivo.
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SANTOS, J.M.S. EXPRESSION OF FIBROBLAST GROWTH FACTOR-2
(FGF-2) IN OVINE OVARIES AND ITS EFFECT ON PREANTRAL FOLLICLE
APOPTOSIS AND GROWTH IN VITRO. 2013. 94 f. Dissertacdo (Mestrado
em Ciéncia Animal), Universidade Federal do Vale do S&o Francisco,
Petrolina. Orientadora: Maria Helena Tavares de Matos.

ABSTRACT

The aims of this study were to evaluate FGF-2 expression in different
categories (primordial, primary, secondary and antral follicles) and follicular
compartments (oocyte, granulosa and theca cells) and its effects on ovine
preantral follicle apoptosis and development in vitro. Ovine ovaries (n=12) were
collected at a local slaughterhouse and destined to immunohistochemistry
technique, in which human FGF-2 polyclonal antibody was used (1:40).
Immunostaining was classified as absent, weak, moderate or strong. For in vitro
culture, 6 additional pairs of ovaries were collected, divided into eight fragments
of 3x3x1 mm. One fragment was destined to histology (fresh control) and the
remaining fragments were cultured for 7 days in basic culture medium (control -
a-MEM") with supplements. For testing the effect of FGF-2, ovarian fragments
were cultured in the control medium (a-MEM®) alone or with FGF-2
concentrations (1, 10, 50, 100 or 200 ng/mL). TUNEL technique was performed
using a kit for in situ death cell detection. The percentage of morphologically
normal follicles, primordial and growing follicles, as well as the percentage of
apoptotic cells, were submitte to Tukey’'s test and Qui-square, respectively
(P<0.05). The results showed that FGF-2 protein expression was moderate in
oocytes of primordial, primary and secondary follicles, and weak in granulosa
cells of secondary and antral follicles. The percentage of normal follicles was
similar (P>0.05) among a-MEM®, 1 and 10 ng/mL FGF-2 and significantly higher
(P<0,05) than other treatments. There was follicular activation in all treatments
compared with the fresh control. Moreover, tissues cultured with 10 ng/mL FGF-
2 showed a significantly higher follicular diameter that control medium and 1
ng/mL FGF-2. In addition, 10 ng/mL FGF-2 reduced (P<0.05) the apoptosis rate
of follicular cells compared with the follicles cultured in other treatments. In
conclusion, oocytes from ovine preantral follicles and granulosa cells from
secondary and antral follicles showed expression for FGF-2 protein.
Furthermore, at 10 ng/mL, FGF-2 reduced follicular apoptosis and stimulated
ovine preantral follicle growth.
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primordial (odcito circundado por uma camada de células da granulosa
pavimentosas), (B) transicdo (odécito circundado por uma camada de
células da granulosa pavimentosas e cubicas), (C) primario (odécito
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secundério (odcito circundado por duas ou mais camadas de células da
granulosa cubicas). O: odcito; N: nucleo; G: células da granulosa.
Barras: A,Be C=12,5um e D =25 ym. Fonte: Silva et al. (2004).

Capitulo 1.

Figure 1. Immunolocalization of FGF-2 protein in ovine ovarian follicles.
Primordial (A), primary (B), secondary (C), early antral (E and F) and
large antral follicle (G and H). Note that negative control did not show
immunostaining for FGF-2 (D and I). O: oocyte; GC: granulosa cell; CC:

cumulus cell; TC: theca cell.
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10 ng/mL (C) and 200 ng/mL de FGF-2 (D); Negative control (E). Note
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granulosa cells (arrows) in figure D. O: oocyte; GC: granulosa cells.
Scale bar: 25 pm (400x).
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Figure 5. Percentage of TUNEL positive cells in fresh tissues (fresh 79

control) and after in vitro culture in different concentrations of FGF-2.
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1. INTRODUCAO

O Brasil possui um rebanho ovino estimado em aproximadamente 17,3
milhdes de animais dos quais, em média, 57% encontram-se na regido do
Nordeste (IBGE, 2012). Como a ovinocultura exerce um importante papel
sécio-econdmico por se tratar de importante fonte de alimento e renda, o
desenvolvimento de biotécnicas que possibilitem uma rapida multiplicacédo de
animais geneticamente superiores além de contribuirem intrinsecamente para a
ampliacdo do conhecimento béasico em fisiologia reprodutiva (CASTILHO et al.,
2013), pode melhorar significativamente a qualidade de vida da populacéo rural
da regido Nordeste, especialmente da regido do Vale do Séao Francisco, onde
se encontra o municipio de Petrolina (PE).

Nesse sentido, estudos sobre a fisiologia reprodutiva de ovinos
demonstram que ao nascimento, o ovario das ovelhas contém milhares de
oocitos inclusos em sua maioria (cerca de 90%) nos foliculos pré-antrais.
Entretanto, a grande maioria desses od0citos (aproximadamente 99,9%) nao
ovula e morre por atresia durante as fases de crescimento e maturacdo in vivo
(MATSUDA et al., 2012). Considerando-se esta alta taxa de atresia folicular, a
biotécnica de Manipulacdo de Odcitos Inclusos em Foliculos Ovarianos Pré-
antrais (MOIFOPA), também conhecida como “ovario artificial’, visa
criarartificialmente in vitro as condi¢cdes necessarias para que pequenos 00citos
inclusos em foliculos pré-antrais recuperados dos ovarios possam sobreviver,
crescer, maturar e posteriormente serem fecundados in vitro, reduzindo-se o
processo de atresia que ocorre largamente nos ovarios.

Estudos mostram que € possivel produzir animais viaveis a partir do
crescimento e da maturacao in vitro de odcitos oriundos de foliculos pré-antrais
de animais de laboratorio (EPPIG & O’'BRIEN 2003), demonstrando assim, a
exequibilidade da biotécnica de MOIFOPA. Porém, a obtencdo de produtos
viaveis a partir de foliculos pré-antrais em animais domeésticos ainda néo foi
alcancada. Nesse sentido, uma ferramenta importante para o fornecimento de
elevado numero de od6citos competentes (ALVES et al., 2012) € o cultivo in vitro

de foliculos pré-antrais.
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Recentemente, diversos peptideos ovarianos de acao local tém sido
descritos por participarem do controle de todas as fases do desenvolvimento
folicular. Dentre esses peptideos, destaca-se a familia dos fatores de
crescimento fibroblastico (FGF; CASTILHO et al., 2013), sendo o fator de
crescimento fibroblastico-2 (FGF-2) um dos mais estudados nesse contexto.
Estudos mostraram que esse fator promove a ativacdo e o crescimento de
foliculos primordiais de cabras (MATOS et al., 2007b), aumenta a taxa de
crescimento diario de foliculos isolados, 0 RNAmM do FGF-2 esta presente em
pequenos e grandes foliculos antrais e a proteina do FGF-2 é expressa em
foliculos pré-antrais e antrais dessa mesma espécie (ALMEIDA et al., 2012).
Entretanto, em ovinos, ndo existem dados sobre a localizacdo da proteina do
FGF-2, além de n&o ser conhecido o efeito deste fator sobre o desenvolvimento
in vitro de foliculos pré-antrais.

Para uma melhor compreensdo dessa dissertacdo, foi realizada uma
breve revisdo de literatura, abordando o0s temas: ovario mamifero,
foliculogénese, atresia folicular, apoptose x necrose, biotécnica de MOIFOPA,
fator de crescimento fibroblastico-2 e técnicas de avaliacdo da qualidade dos

foliculos.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. O ovario mamifero

O ovario mamifero € o principal 6rgéo do sistema reprodutivo de fémeas,
sendo composto de varios tipos de células diferenciadas que trabalham em
conjunto para promover suas func¢des endocrina e exdcrina (BRISTOL-GOULD
E WOODRUFF, 2006). Com relacdo a funcdo endocrina, o ovario é
responsavel pela sintese e secrecdo de horménios que sdo essenciais para o
desenvolvimento folicular, ciclicidade estral/menstrual e manutencao do trato
reprodutivo e suas fungdes, enquanto a funcéo exdcrina ou gametogénica visa
a diferenciacéo e a liberacdo de um odcito maturo para fertilizacdo (MCGEE E
HSUEH, 2000).

Em todas as espécies mamiferas, o ovario € composto de duas regides
distintas (Figura 1), uma medular e outra cortical (BAILLET et al., 2012),
circundada pelo epitélio germinativo. Na maioria das espécies, a medula
ovariana esta localizada mais internamente e consiste de um arranjo irregular
de tecido conjuntivo fibroelastico e um extensivo tecido nervoso e vascular que
chega ao ovario através do hilo. O cortex ovariano, localizado mais
externamente, consiste na regido funcional do 6rgdo, sendo composto de
tecido conjuntivo (fibroblastos, colageno e fibras reticulares), foliculos ovarianos
em varios estadios de desenvolvimento ou em regressao, bem como corpos
luteos, albicans e hemorragicos (SILVA, 2005). A funcionabilidade deste 6rgao
durante a vida reprodutiva das fémeas depende da perfeita interacdo entre
fatores intraovarianos de acdo local: autdcrinos, paracrinos e enddcrinos
(ALVES et al., 2012), que atuam coordenando o processo da foliculogénese

ovariana.
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Figura 1. Representacdo esquematica do ovario mamifero. Adaptado de

http://www.tarleton.edu/Departments/anatomy/ovary.html.

2.2. Classificacédo dos foliculos ovarianos e foliculogénese

A foliculogénese, evento iniciado na vida pré-natal na maioria das
espécies, pode ser definida como o processo de formacdo, crescimento e
maturacdo folicular, iniciando-se com a formacdo do foliculo primordial e
culminando com o estadio de foliculo de DeGraaf ou pré-ovulatério (VAN DEN
HURK & ZHAO, 2005). Neste sentido, a foliculogénese é um processo continuo
de crescimento dos foliculos ovarianos, que se inicia na vida fetal, passa pela
puberdade e continua na vida reprodutiva até a senilidade (NILSSON E
SKINNER, 2001).

O foliculo ovariano é a unidade morfofuncional do ovario e € formado por
um odcito circundado por células da granulosa e/ou tecais (MATSUDA et al.,
2012), que proporcionam as condicdes ideais para a manutencdo da
viabilidade, crescimento e liberacdo de um odcito maturo no processo de
ovulagdo (KNIGHT; GLISTER, 2006; NILSSON et al., 2011). Assim, um mau
funcionamento de qualquer etapa deste processo complexo pode comprometer
a fertilidade (CONTI et al., 2012).

A capacidade reprodutiva de uma fémea mamifera é iniciada durante a
vida fetal, momento em que ocorre a formacéao folicular (BAILLET et al., 2012).

Nesse sentido, de acordo com o grau de evolucdo, os foliculos podem ser
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divididos em: 1) foliculos pré-antrais ou ndo cavitarios, que abrangem o0s
foliculos primordiais, transicéo, primarios e secundarios e 2) foliculos antrais ou
cavitarios, compreendendo os foliculos terciarios, de DeGraaf ou pré-ovulatério
(Figura 2; Adaptado de SILVA et al., 2004).

Figura 2. Classificacdo dos foliculos pré-antrais e antrais. Foliculo primordial
(A), transicao (B), priméario (C), secundario (D) terciario (E) e pré-ovulatério (F).
N: Ndcleo, O: odcito, G: células da granulosa, ZP: zona pellucida, CT: células
da teca, A: antro. (Adaptado de Silva et al., 2004).

Ao longo do desenvolvimento folicular, a morfologia dos foliculos é
alterada, sendo verificado o crescimento do oécito, a multiplicacdo e a
diferenciacao das células da granulosa, bem como o aparecimento das células
tecais (BRISTOL-GOULD; WOODRUFF, 2006). Quando o odécito completa a
maturacdo e as principais alteracdes fenotipicas ocorrem nas células da
granulosa murais e nas células do cumulus, ocorre ruptura do foliculo e
liberacdo do odcito. Assim, uma melhor compreensao dos eventos celulares,
neste processo, €é de suma importancia para fornecer ferramentas

fundamentais para maximizar o uso de biotecnologias na reproducédo animal
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(CASTILHO et al.,, 2013) e no tocante a reproducdo humana melhorar a
reproducao assistida, bem como desenvolver novas estratégias para o controle
da fertilidade (CONTI et al., 2012).

2.2.1. Formagéao de foliculos primordiais

Os foliculos primordiais consistem de um odcito que se encontra na fase
de dipléteno da meiose |, que é circundado por uma Unica camada de células
da pré-granulosa de morfologia pavimentosa (ADHIKARI, 2009). Em
ruminantes e primatas, a formacdo de foliculos primordiais, os quais
representam 95% do total de foliculos pré-antrais presentes no ovario, comeca
durante o desenvolvimento fetal e, mais especificamente em ovinos, ocorre
apos 100 dias de gestacdo (FORTUNE et al.,, 2000; SMITZ; CORTVRINDT,
2002).

Nesse contexto, os principais eventos do desenvolvimento ovariano
como a migracdo de células germinativas primordiais (CGP), a diferenciacédo
sexual gonadal, a mitose das CGP, a atresia e a primeira divisdo da meiose
sao iniciados também durante a vida fetal (BAILLET et al., 2012). Sendo assim,
0 processo que leva a formacdo do foliculo primordial € caracterizado pela
formacdo e migracdo das CGP, pela colonizacdo ovariana por células
mesonéfricas, pela formacdo e proliferacdo das oogbnias que iniciam o
processo de meiose com interrupcdo na fase de dipléteno da profase |
(CASTILHO et al., 2013). Tal migracdo € controlada por sinais quimiotaticos
produzidos pela prépria crista gonadal em desenvolvimento (OKTEM; OKTAY,
2008). A medida que as CGP atingem as gbénadas, estas sdo incorporadas em
corddes sexuais (SMITZ; CORTVRINDT, 2002), e multiplicam-se ativamente
por mitose, diferenciando-se em oogodnias. As oogbnias adquirem entdo um
maior numero de organelas intracelulares (ABIR et al., 2006) e dividem-se
sucessivamente por mitose, formando ninhos de oogoénias interligados por
pontes intercelulares (PEPLING, 2006).

ApOs a parada da mitose, as oogbnias entram na primeira divisdo
meidtica e diferenciam-se em od6citos primarios (SUH; SONNTAG; ERICKSON,
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2002). Em seguida, os odcitos perdem suas pontes intercelulares e sdo
circundados por uma camada de células somaticas planas, também
conhecidas como células da pré-granulosa (MCNATTY et al., 2000; JUENGEL
et al., 2002), formando assim, os foliculos primordiais e iniciando o processo de
foliculogénese. Apos a formacgéo dos foliculos primordiais, as células da pré-
granulosa param de se multiplicar e entram num periodo de quiescéncia (VAN
DEN HURK & ZHAO, 2005).

2.2.2. Passagem de foliculos primordiais para transicao ou primarios

O inicio do crescimento folicular, também conhecido como ativacédo,
(AERTS et al., 2010) é um processo que se d& pela passagem dos foliculos do
pool de reserva ou foliculos quiescentes para o pool de foliculos em
crescimento (transicdo, primario, secundario, terciario e/ou pré-ovulatério. O
primeiro sinal de ativacdo dos foliculos primordiais é a retomada da proliferacéo
das células da granulosa, seguida do aumento do diametro oocitario
(CAMPBELL, 2009), o que pode acontecer dias, meses ou anos ap0s a sua
formacdo. Além da mudanca na morfologia das células da granulosa, o volume
citoplasmatico e nuclear do oécito aumenta consideravelmente (HIRSHFIELD,
1991). Os fatores e mecanismos responsaveis pela ativacdo de foliculos
primordiais ainda n&o s&o totalmente conhecidos.

Apoés a ativacao, os foliculos primordiais gradualmente adquirem células
da granulosa com morfologia pavimentosa e cubica, tornam-se foliculos de
transicdo e, em seguida, foliculos primarios, quando séo circundados por uma
camada de células da granulosa cubicas (SILVA et al., 2004). Nesse tipo de
foliculo, as células da granulosa aumentam em nUumero e tornam-se mais
volumosas, passando a manter um estreito contato com o odcito mediado por
endocitose (VAN DEN HURK; BEVERS, 1997).

Acredita-se que os foliculos primordiais sdo estimulados a iniciar o
crescimento por fatores intraovarianos paracrinos e autocrinos (FORTUNE,
2003; WEBB e CAMPBELL, 2010). A literatura tem relatado alguns

estimuladores iniciais, que sdo sintetizados tanto pelas células foliculares
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quanto pelos oécitos (FORTUNE, 2003). Nesse sentido, varios estudos tém
demonstrado varios fatores de crescimento envolvidos na ativacao folicular.
Dentre estes, pode-se citar o FGF-2 (NILSSON et al., 2001), o KL (Kit-ligand)
(CELESTINO et al., 2010), o FGF-2 em associacdo com o KL (NILSSON e
SKINNER, 2004), o EGF (ANDRADE et al., 2005) e o fator de crescimento e
diferenciacéo-9 (GDF-9) (MOORE; SHIMASAKI, 2005). Entretanto, na espécie
ovina, ainda ha poucos estudos demonstrando a acdo de diferentes

substéancias sobre a ativagao folicular in vitro.

2.2.3. Crescimento de foliculos primarios para secundarios

A multiplicac@o das células da granulosa dos foliculos primérios leva a
formacdo de varias camadas de ceélulas ao redor do odcito, formando os
foliculos secundéarios. Estes foliculos sdo caracterizados pela presenca de duas
ou mais camadas de células da granulosa cubicas localizadas em torno do
odcito, bem como pela formacado de uma camada de células tecais envolvendo
a membrana basal folicular (VAN DEN HURK; ZHAO, 2005). Nestes, a zona
pellucida é claramente identificada ao redor do odcito (LUCCI, et al., 2001).
Nessa fase, inicia-se a formacdo das camadas de células da teca a partir de
células do estroma intersticial (VAN DEN HURK & ZHAO, 2005). Sendo assim,
a camada de células tecais se estratifica e se diferencia em duas partes
distintas: teca externa e teca interna. A parte mais periférica, denominada teca
externa, é composta de células ndo diferenciadas e a parte mais interna,
denominada de teca interna, contém algumas células precursoras de
fibroblastos, capazes de se diferenciar e secretar esterdides (GOUGEON,
2010). As células da teca interna correspondem a porcdo vascularizada do
foliculo e sdo definidas quando ha a formacdo de quatro ou mais camadas de
células da granulosa no foliculo secundario (LUCCI et al., 2001).

Nestes foliculos, as células da granulosa apresentam uma extensiva
rede de juncgdes do tipo gap ou jungdes intercomunicantes, que correspondem
a canais membranarios que permitem a passagem de nutrientes, ions

inorganicos, segundos mensageiros e pequenos metabdlitos entre as células
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(GOUGEON, 2010). Além do expressivo aumento no numero de ribossomos,
mitocondrias e outras organelas, 0s o00citos em crescimento acumulam
granulos glicogénicos, proteinas e lipidios, e sofrem ainda um incremento na
sintese de RNA mensageiro e proteinas, considerados importantes para
garantir a futura competéncia meidtica. Nesse sentido, muitas organelas
mudam sua aparéncia e se movem para a periferia do odcito. Tal fato parece
ser controlado, tanto por peptideos e horménios esterdides, bem como por
fatores de crescimento intraovarianos (VAN DEN HURK; ZHAO, 2005), como o
GDF-9 (HREISSON et al, 2002; MARTINS et al., 2008), a proteina
morfogenética 6ssea-15 (BMP-15; CELESTINO et al., 2011), fator de
crescimento endotélio vascular (VEGF; YANG, 2007).

2.2.4. Progressdo de foliculo secundario para antral

Com o crescimento dos foliculos secundarios e a organizacao das células
da granulosa em varias camadas, ocorre a formacdo de uma cavidade repleta
de liquido folicular, entre as camadas de células granulosa, denominada antro.
A partir deste estadio, os foliculos passam a ser denominados terciarios ou
antrais. O didametro dos foliculos aumenta acentuadamente devido ao
crescimento do odcito, multiplicacdo das células da granulosa, da teca e
aumento do fluido antral (VAN DEN HURCK; ZHAO, 2005). Tal fluido pode
servir como uma importante fonte de substancias reguladoras derivadas do
sangue ou secrecdes das células foliculares, isto €, gonadotrofinas, esterdéides,
fatores de crescimento, enzimas, proteoglicanos e lipoproteinas (WU et al.,
2007).

A formacéo do foliculo pré-ovulatério € um pré-requisito para a ovulacao e
a formagdo do corpo lateo, bem como para manutencdo da fertilidade
(DRUMMOND, 2006). A fase antral final é dependente das gonadotrofinas,
horménio foliculo estimulante (FSH) e hormdnio luteinizante (LH), que induzem
0 recrutamento e o crescimento sincronizado de foliculos antrais em ondas
foliculares (FORTUNE et al., 2001). Além das gonadotrofinas, peptideos
sintetizados localmente desempenham papel-chave na regulacdo da fase
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antral, tanto por meio de mecanismos paracrinos como endocrinos (WEBB et
al., 2003; FORTUNE, 2004). Merece importante destaque, dentre outros, um
membro da familia FGF, o FGF-2 (YANG, 2011). Estudos mostraram que esse
fator promove o crescimento de foliculos secundarios bovinos isolados
cultivados in vitro (WANDJI et al., 1996). Além disso, o FGF-2 atua como um
fator mitogénico para as células da granulosa de bovinos. Isso foi confirmado
por Van Wezel et al. (1995) que observaram que o FGF-2 promove o
crescimento folicular através da estimulacdo da proliferacdo de células da
granulosa. Além disso, Sharma et al. (2010) mostraram que o FGF-2 aumenta
a taxa de formacao de antro de foliculos de bufalas. Outro estudo mostrou que
o FGF-2 é principalmente envolvido na proliferacdo de células da granulosa e
no controle do crescimento final de foliculos antrais (BERISHA et al., 2004).

No ultimo estadio do desenvolvimento folicular, o foliculo pré-ovulatério é
caracterizado por um od6cito circundado por células da granulosa
especializadas que sdo denominadas de células do cumulus. As células da
granulosa de foliculos pré-ovulatorios param de se multiplicar em resposta ao
LH e iniciam a etapa final de diferenciagdo. Desta forma, nessa fase, ocorre
uma diminuicdo dos niveis circulantes de FSH em resposta ao alto nivel de
estradiol e inibina produzidos pelo foliculo. Nesse momento, o LH passa a
acelerar o desenvolvimento folicular e determina uma reducdo nas exigéncias
de FSH pelos foliculos (FILICORI et al., 2001). Com o pico pré-ovulatério de
LH durante a puberdade, o o6cito retoma a meiose e progride da profase | para

a metafase Il, proporcionando a ovulacdo de um odcito maturo (AERTS, 2010).

2.3. Populacgéo e atresia folicular

Os foliculos pré-antrais representam 90% do total de foliculos presentes
no ovario e constituem o estoque de gametas femininos (FIGUEIREDO et al.,
2008). Nesse sentido, a populacéo folicular difere entre as espécies, além de
ser observada uma forte variacdo individual (KATSKA-KSIAZKIEWICZ, 2006),
sendo de aproximadamente 1.500 na camundonga (SHAW et al., 2000), 35.000
na cabra (LUCCI et al., 1999), 160.000 na ovelha (DRIANCOURT et al., 1991)
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e aproximadamente 2.000.000 na mulher (ERICKSON, 1986). No entanto,
alguns autores sugerem que essa populacao folicular pode ser renovada na
fémea adulta. Nesse sentido, surge a teoria de neo-ogénese através dos
estudos realizados por Johnson et al. (2004) que demonstraram a ocorréncia
de proteinas especificas do inicio da meiose em ovarios de camundongas
adultas, as quais deveriam ser expressas apenas durante a vida fetal.
Adicionalmente, Johnson et al. (2005) sugerem a hipotese de que a medula
O0ssea e/ou sangue periférico poderiam servir como reservatorio de células
germinativas para o ovario de ratas adultas. Em trabalho subsequente
Bukovsky, (2005) demonstraram que a renovagédo folicular pds-natal ocorre
regularmente em mulheres, mas a origem das células-tronco para tal ndo seria
a medula 6ssea, e sim células germinativas presentes na superficie do epitélio
ovariano. Por outro lado, a relevancia destes resultados ainda depende de
investigagbes, pois existem muitas duvidas inerentes a essa possivel
renovacao folicular na fémea adulta.

Apesar desta grande populacéo folicular presente no ovario mamifero, a
quase totalidade dos foliculos, ou seja, 99,9%, ndo chegam a ovulacdo, pois
morrem por um processo fisioldégico denominado atresia, o qual ocorre por via
apoptética (LIN et al., 2012) ou pelo processo degenerativo de necrose
(FIGUEIREDO et al., 2008).

Muitas caracteristicas morfoldgicas da apoptose tém sido demonstradas
em odcitos e células da granulosa de foliculos atrésicos. O processo de atresia
usualmente difere entre foliculos pré-antrais e antrais. Em foliculos pré-antrais,
as primeiras alteracfes indicativas de atresia ocorrem no o6cito, como por
exemplo, retracdo da cromatina nuclear e fragmentacdo oocitaria, 0 que
desencadeia o processo de eliminagéo irreversivel dos foliculos ovarianos
neste estagio de desenvolvimento (MORITA & TILLY, 1999). Nestes foliculos,
alteracdes nas células da granulosa séo raramente observadas (JORIO et al.,
1991).

E importante ressaltar que apos a formacéo da cavidade antral, ocorre
uma alteracdo na sensibilidade do odcito e das células da granulosa. A partir
deste estagio, 0 odcito torna-se altamente resistente e as primeiras alteracdes

indicativas de atresia sdo observadas nas células da granulosa. O
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aparecimento de células da granulosa com nucleos picnéticos onde se observa
condensacéao da cromatina e retracdo nuclear, podem ser considerados como
0s primeiros sinais morfolégicos de atresia ou morte folicular, que sao
observados predominantemente em células da granulosa em proximidade da
cavidade antral. Posteriormente, fragmentos de ndcleos picnéticos ou corpos
apoptoéticos sdo observados na cavidade antral (HUGHES & GOROSPE,1991;
TILLY, 1996).

Em ratas, foliculos pré-antrais atrésicos sédo raros, sendo a atresia
predominante em foliculos antrais (HIRSHFIELD, 1988). No entanto, em
ovelhas, Driancourt et al. (1985) demonstraram que aproximadamente 50% dos
foliculos presentes nos ovarios desaparecem durante a fase pré-antral da
foliculogénese. Outro dado relevante, é que a morte folicular que ocorre pelo
processo fisioldgico de atresia, pode ocorrer por via degenerativa necrotica
(BRAS et al., 2005) e/ou apoptotica (HUSSEIN, 2005). Nés tépicos abaixo, 0s

processos de apoptose e necrose serao detalhados.

2.4. Apoptose x necrose

O processo de morte celular pode ser iniciado em diferentes
compartimentos intracelulares (ORRENIUS et al., 2013). Todavia, a apoptose
refere-se a um padrdo de morte celular com caracteristicas morfologicas
distintas da necrose (DESAGHER & MARTINOU, 2000). Nesse sentido, a
apoptose refere-se a um processo fisiologico altamente regulado de morte
celular programada e desempenha um papel relevante na homeostase de
diferentes tecidos em resposta a numerosos estimulos. Esse processo €
caracterizado por diversas alteragdes morfologicas e bioquimicas das células e
€ de crucial importancia para o desenvolvimento embrionario, maturagdo do
sistema imune, defesa contra infec¢cbes virais e eliminacdo de tumores
(BERGANTINI et al., 2005; BRAS et al, 2005). E caracterizada por
alteracdes/modificacbes no citoesqueleto (ORRENIUS et al., 2013) que
induzem contracdo celular, fragmentacdo do DNA (acido desoxirribonucléico),

condensacdo da cromatina levando a aparéncia de nucleos picnéticos,
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formacao de vesiculas sem perda de integridade da membrana e sem resposta
inflamatoria (LAVIN, 1993; LIAO et. al., 2005; YASUHARA et al., 2003).

De acordo com o estimulo inicial, a apoptose pode ocorrer por
intermédio de receptores de superficie celular (receptores de morte),
constituindo a via extrinseca, ou ainda por meio da mitocdndria, constituindo
esta a via intrinseca (JOZA et al., 2002; ELMORE, 2007). Independente da via,
duas familias importantes regulam o0 processo apoptoético: a familia das
caspases, consideradas as executoras principais da via apoptética e a familia
Bcl-2, a qual compreende tanto membros antiapoptéticos (Bcl-2, Bcl-xL) quanto
membros pré-apoptoticos (Bax, Bid, Bik)(HUSSEIN, 2005; GREENFELD et al.,
2007).

E bem sabido que proteinas da familia Bcl-2 s&o anti-apoptoticas. Além
disso, estudos mostraram que a apoptose pode ser regulada por
transglutaminase-2 (TG-2). Esta enzima apresenta quatro atividades cataliticas
distintas: proteina de ligacdo cruzada via transamidacéo, atividade GTPase,
atividade de proteina quinase e atividade dissulfetoisomerase (ORRENIUS et
al., 2013).

A necrose, por sua vez, € uma forma de morte celular iniciada por
estimulos ambientais que resultam em rapida desregulacdo da homeostasia
(BRAS et al., 2005). Durante a necrose, ocorre condensacdo da cromatina e a
célula aumenta de volume, as mitocondrias dilatam-se e, dessa forma, séo
danificadas juntamente com o reticulo endoplasmatico, e ha desagregacédo dos
ribossomos (UCHIYAMA, 1995; ORRENIUS et al., 2013). H4 alteracdo na
permeabilidade da membrana, por diminuicdo nos niveis de ATP, que tem
como consequéncia comprometimento da bomba de Na'/K* e de outros
fendbmenos que sao ATP-dependentes. Isso resulta no rompimento de
organelas e da membrana plasmatica e liberagdo de componentes
intracelulares, ocasionando uma reacéo inflamatoéria local (BOUJRAD et al.,
2007, KERR et al., 1995).

Ademais, durante a necrose, ndo ha evidéncia de remodelamento da
cromatina e a célula entra em citélise imediata, com digestéo aleatéria do DNA,

cariblise e perda da integridade da membrana plasmatica. A citolise é o estagio
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final da decadéncia celular, evidente no processo de necrose (SARASTE &
PULKKI, 2000; JEFFREY, 2000; HAIL et al., 2006).

De forma geral, tanto na apoptose quanto na necrose (Figura 3) ocorre
condensacdo e subsequente fragmentacdo do nucleo. Além disso, as
mitocondrias podem ser parcialmente ou totalmente modificadas/danificadas, e
a estrutura do citoesqueleto € comprometida (ORRENIUS et al., 2013).

APOPTOSE 4
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membrana plasmatica e o ale
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Figura 3. Caracteristicas morfolégicas de apoptose e necrose. (Adaptado de
HAIL et al., 2006).

O processo de atresia tem como caracteristica marcante, a
fragmentacdo do DNA a cada 180 a 200 pares de base (HUSSEIN, 2005). No
gue se refere ao processo degenerativo de necrose, ap0s analise histoldgica e
ultra-estrutural de foliculos primordiais e primarios degenerados, foram
observados odcitos retraidos, com nucleos picnoéticos e numerosos vacuolos no
citoplama (SILVA et al., 2002).
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A atresia folicular e os fatores que influenciam este processo tém sido
extensivamente estudados. Sabe-se que muitos horménios e fatores de
crescimento estdo envolvidos na reducdo dos niveis de atresia, dos quais,
dentre outros, cita-se o FGF-2 (PELUSO et al., 2003), o EGF (ANDRADE et al.,
2005), o FGF-17 e FGF-18 (MACHADO et al., 2009; PORTELA et al., 2010), a
BMP-15 (HUSSEIN et al., 2005; YOSHINO et al., 2006) e o FSH (VAN DEN
HURK et al., 2000). A elucidagdo dos mecanismos que regulam a
foliculogénese inicial € o pré-requisito basico para o uso de foliculos pré-antrais
no melhoramento da eficiéncia reprodutiva em animais domésticos, humanos, e
de todas as outras espécies. Dessa forma, com o objetivo de evitar a enorme
perda folicular que ocorre naturalmente in vivo, nas ultimas décadas, tém sido
desenvolvidos, varios modelos que possibilitam o estudo dos fatores que
controlam a atresia e o desenvolvimento de foliculos ovarianos.

Sendo assim, visando maximizar a utilizagdo do potencial reprodutivo de
fémeas, varios estudos relacionados a biotécnica de manipulacdo de odcitos
inclusos em foliculos pré-antrais (MOIFOPA) tém contribuido bastante no
sentido de desenvolver um meio de cultivo que evite a atresia e assegure o
crescimento e a posterior maturacdo in vitro de odcitos oriundos desses
foliculos (CASTILHO et al., 2013)

2.5. A biotécnica de MOIFOPA

A MOIFOPA ou ovario artificial € uma biotécnica da reproducdo que tem
como principal objetivo resgatar odcitos oriundos de foliculos pré-antrais, a
partir do ambiente ovariano e posteriormente cultivA-los in vitro até a
maturacdo, prevenindo-os da atresia e possibilitando sua utilizacdo em outras
biotécnicas como FIV, transgénese e clonagem (FIGUEIREDO et al., 2008).
Para alcancar esse objetivo, é necessario o desenvolvimento de um sistema de
cultivo in vitro ideal que permita o crescimento folicular, mantendo a viabilidade
dos foliculos.

O cultivo in vitro de foliculos pré-antrais € uma técnica que vem sendo

largamente empregada com o intuito de avaliar o efeito de diferentes
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substancias, em diferentes concentracdes e em diferentes fases do
desenvolvimento folicular (FORTUNE, 2003). Além disso, o desenvolvimento
pleno de um adequado sistema de cultivo in vitro para foliculos pré-antrais, alvo
maior dessa biotécnica, sera bastante atil para compreender o complexo
mecanismo que regula a foliculogénese inicial, além de disponibilizar
ferramentas essenciais para a multiplicacdo de animais domésticos e para o
tratamento da infertilidade em humanos (FIGUEIREDO et al., 2011).

Com isso, varios sistemas de cultivo in vitro foram desenvolvidos nas
Ultimas décadas e os resultados tém se mostrado dependentes do tipo de
meio, concentracdo da substancia (hormodnio, fator de crescimento,
antioxidantes, etc.), protocolo, sistema de cultivo utilizado e da espécie animal
investigada (FORTUNE, 2003; PICTON et al., 2008).

2.6. Sistemas de cultivo in vitro para o desenvolvimento de foliculos pré-

antrais

Para o cultivo in vitro de foliculos pré-antrais, diferentes métodos tém
sido realizados. Em roedores, a pequena dimensdo dos ovarios possibilita o
cultivo do 6rgado inteiro, o que tem sido bastante util para o estudo da
foliculogénese inicial em pequenos mamiferos (O’'BRIEN; EPPIG, 2003). Por
outro lado, em animais domésticos de médio e grande porte, devido as grandes
dimensdes dos ovarios, este modelo torna-se inviavel. Nestes animais, o cultivo
de pequenos fragmentos do cértex ovariano tem sido realizado para o estudo
da ativacdo e crescimento folicular em diferentes espécies, incluindo caprinos
(LIMA et al., 2013), bovinos (ANDRADE et al., 2012), babuinos (WANDJI et al.,
1997) e humanos (GAROR et al., 2009). Ambos os métodos de cultivo in vitro
supracitados (ovario inteiro e fragmentos ovarianos) sdo caracterizados pelo
cultivo de foliculos inclusos no proprio tecido ovariano, sendo, desta forma,
classificados como sistemas de cultivo in situ. Além da praticidade, o cultivo in
situ tem a vantagem de manter o contato celular (ABIR et al., 2006) e a
integridade tridimensional dos foliculos, fornecendo um complexo sistema de

suporte que se assemelha ao ovario in vivo (PICTON et al., 2008). No entanto,
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neste tipo de sistema, embora haja uma significativa ativagao folicular, poucos
foliculos primarios cultivados progridem até o estagio de foliculo secundario
(FORTUNE, 2003).

Para contornar esse problema outro sistema de cultivo foi elaborado, o
cultivo de foliculos isolados. Para a realizacdo desse sistema, procedimentos
enzimaticos e/ou mecanicos séo utilizados a fim de isolar foliculos pré-antrais a
partir do cértex ovariano antes de submeté-los ao cultivo in vitro. O isolamento
enzimatico envolve a exposi¢ao do tecido ovariano a acdo de enzimas, como a
colagenase, a pronase e a DNAse, e permite a recuperagdo de um grande
namero de foliculos pré-antrais, porém pode danificar a membrana basal ou
células da teca, principalmente quando o tempo de incubagdo nao €
rigorosamente controlado (DEMEESTERE et al., 2005). Paralelamente aos
procedimentos enzimaticos, métodos mecéanicos vém sendo utilizados como,
por exemplo, as técnicas de microdisseccdo (TAMILMANI et al., 2005) e
dissociacdo mecanica com o tissue chopper (MARTINEZ-MADRID et al.,
2004). A grande vantagem do isolamento mecéanico € que, ao contrario do
enzimatico, este mantém a integridade da estrutura folicular, a membrana basal
intacta, e ainda as interacfes entre odcito, células da granulosa e células da
teca (DEMEESTERE et al., 2005). Contudo, os métodos mecéanicos sao
considerados mais lentos e laboriosos, permitindo, em geral, a recuperacao de
um numero inferior de foliculos (TELFER et al., 2000). Vale salientar que a
associacdo de métodos mecéanicos e enzimaticos também pode ser realizada,
sendo considerada uma alternativa interessante para o isolamento de foliculos
pré-antrais (GUPTA et al., 2008). O cultivo de foliculos isolados apresenta
como vantagens permitir o acompanhamento individual dos foliculos durante o
cultivo, além de favorecer a maior perfusdo do meio para o foliculo (ABIR et al.,
2001).

Além dos sistemas anteriormente descritos (in situ e isolado), pode ser
realizado ainda um modelo de cultivo “em dois passos”, associando esses dois
sistemas. Nesse modelo, é efetuado inicialmente o cultivo in situ no intuito de
maximizar a ativacdo folicular e o crescimento dos foliculos pré-antrais iniciais,
e em seguida, realiza-se o isolamento e cultivo dos foliculos secundarios
crescidos in vitro (O'BRIEN; PENDOLA; EPPIG, 2003; TELFER et al., 2008). A
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grande vantagem desse sistema é que este mantém a interacdo celular entre o
estroma e os foliculos nos estagios mais iniciais, sendo capaz de garantir uma
boa ativacdo e fornecer um maior numero de foliculos secundarios para a
utilizacao no cultivo (JIN et al., 2010; SMITZ et al., 2010).

2.7. Importancia da composi¢cdo do meio para desenvolvimento folicular

in vitro

A composicao do meio é um fator fundamental para o sucesso do cultivo
in vitro de foliculos ovarianos e pode ser influenciada pela adi¢do de diferentes
substéancias, incluindo antibiéticos, tampdes, substratos nutricionais (lipideos,
proteinas, aminoacidos, acidos nucléicos, vitaminas, monossacarideos, etc.),
diferentes fontes protéicas, antioxidantes, hormoénios e diversos fatores de
crescimento (FIGUEIREDO et al., 2008; PICTON et al.,, 2008). Além disso,
diferentes meios comerciais podem influenciar o cultivo in vitro de foliculos
ovarianos, estimulando a sobrevivéncia e o crescimento folicular. Dentre os
meios de cultivo de base comumente utilizados para foliculos pré-antrais,
destacam-se o Meio Essencial Minimo (MEM) (MATOS et al.,, 2007b) ou o
MEM alfa-modificado (a-MEM) (SILVA et al., 2011). Estudos tém demonstrado
que a adicao de diferentes suplementos ao meio de cultivo, como piruvato,
glutamina, hipoxantina e ITS (Insulina, Transferrina e Selénio), aumenta o
percentual de foliculos morfologicamente normais e estimula o crescimento
folicular (SILVA et al., 2004; DEMEESTERE et al., 2005). Além disso, tem-se
observado que o acido ascorbico, importante antioxidante, também atua
beneficamente sobre a foliculogénese, promovendo uma reducao da atresia em
foliculos pré-antrais de camundongos (MURRAY et al., 2001) e estimulando a
manutencdo da viabilidade folicular, em caprinos, apos cultivo de longa
duracdo (ROSSETTO et al., 2009; SILVA et al., 2011).

Recentemente, tém sido verificados os efeitos benéficos da Albumina
sérica bovina (BSA) sobre a sobrevivéncia e o desenvolvimento in vitro de
foliculos pré-antrais caprinos apos cultivo de longa duragdo (RODRIGUES et

al., 2010). Além de todos os suplementos supracitados, estudos in vitro tém
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destacado a importancia da utilizacdo de hormonios (ROCHA et al., 2013) e
fatores de crescimento (ALMEIDA et al., 2012) no meio de cultivo folicular para
a promocao do completo e eficiente desenvolvimento dos foliculos pré-antrais
in vitro. Tais substancias podem ser adicionadas ao cultivo isoladamente ou
associadas, originando, nesse ultimo caso, meios de cultivo ndo-dindmicos -
quando as substancias s&o adicionadas simultaneamente ou dinamicos -
quando cada substancia ou combinacdo de substancias € adicionada em
momentos diferentes do cultivo para suprir as necessidades especificas dos
diferentes estagios foliculares (FIGUEIREDO et al., 2011).

Nesse contexto, diversos autores tém investigado os efeitos de fatores
de crescimento no cultivo in vitro de foliculos pré-antrais, tanto de animais de
laboratério como de animais domeésticos. Dentre estes fatores, o presente
estudo abordara o Fator de Crescimento Fibroblastico-2 (FGF-2), o qual sera
descrito com detalhes no topico 2.8.1.

2.8. Fatores de crescimento fibroblastico (FGFs)

Os FGFs compdem uma familia de 23 membros descritos em mamiferos
(ITOH & ORNITZ, 2004). Estudos sobre os papéis da familia FGF na fisiologia
reprodutiva tém proporcionado uma nova Visao sobre a compreensao da
regulacdo fisiolégica dos processos reprodutivos (CHAVES et al., 2012).
Andlises filogenéticas subdividem os FGFs de humanos e camundongos em 7

subfamilias (Figura 4).
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Figura 4. Andlise filogenética dos 22 genes membros da familia FGF em
humanos. Estas analises sugerem que esses membros podem se agrupar em
7 subfamilias ( Adaptado de ITOH & ORNITZ, 2004).

A foliculogénese esta incluida entre os processos fisiol6gicos nos quais
participam os FGFs e seus receptores (CASTILHO et al., 2013). Os eventos
celulares mediados pelos FGFs acontecem via ativacdo dos principais
receptores, FGFR1 a FGFR4, que se localizam na membrana plasmatica e tém
atividade intracelular tirosina quinase. Os FGFRs sdo receptores
transmembranarios do tipo tirosina-quinase (Figura 5) compostos por: 1) regido
extracelular caracterizada por trés dominios do tipo Imunoglobulina (IgG), que
formam o sitio especifico de ligacdo de FGF-2) um espaco transmembrana e 3)
um dominio citosélico de tirosina quinase ativado através do FGF ligante
extracelular (POWERS et al., 2000).
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Figura 5. Representacdao esquematica do receptor de FGF. O FGFR contendo
3 dominios extracelulares do tipo 1gG, dominio transmembrana e 2 dominios

intracelulares do tipo tirosina quinase (MURATA et al., 2010).

Os FGFs ligam-se a ectodominios dos receptores promovendo
dimerizacédo e ativacdo do receptor tirosina quinase que por sua vez induz a
ativacao preferencial da via de sinalizagdo SHP2/Ras/ERK. Os mecanismos de
acado incluem internalizacdo dos complexos ligante-receptor levando ao
acumulo de receptor ou ligante no compartimento intracelular. Como
consequéncia, ocorre a liberacdo de FGFs em sitios internos onde podem
interagir com moléculas alvo para desencadear respostas bioldgicas que
incluem crescimento celular, diferenciacdo e morfogénese. A cascata
intracelular de ativacéo dos receptores de FGF induz a fosforilagcdo de tirosina
do receptor estimulando a proteina ligadora do receptor (Grb2) que, por sua

vez, induz o recrutamento de outros fatores, como o fator de troca de
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nucleotideo (SOS) e a fosfatase homéloga a Src2 (SHP2). Esses eventos
iniciais promovem a ativacdo da cascata Ras e ERK que levam a mudancas na
trancricdo génica (Figura 6) (GOLDFARB, 2001).
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Figura 6. Via de sinalizacédo dos receptores de FGF (GOLDFARB, 2001).

2.8.1. Fator de crescimento fibroblastico-2

O FGF-2, também chamado de fator de crescimento fibroblastico basico
(FGF-b), esta entre os inumeros fatores envolvidos na foliculogénese, sendo o
membro da familia FGF melhor estudado nesse contexto (CASTILHO et al.,
2013). O FGF-2 (Figura 7) é um peptideo intra-ovariano pertencente a familia
FGF, que inclui 22 membros (ORNITZ E ITOH, 2001).
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Figura 7. Estrutura tridimensional do FGF-2. Protétipo da familia dos FGFs,
formando uma estrutura cilindrica de fitas B antiparalelas (31 a f12) (Adaptado
de ORNITZ E ITOH, 2001).

O FGF-2 é um potente mitdgeno que estimula as funcdes celulares e
controla varios aspectos da morfogénese, proliferagdo, migracdo e
diferenciacdo de uma variedade de células. E conhecido por influenciar a
proliferacéo e diferenciagdo de células enddcrinas. Através de estudos in vitro,
ja foi demonstrada a participacdo do FGF-2 na sobrevivéncia e no crescimento
de foliculos pré-antrais. (NILSSON et al., 2001; MATOS et al., 2011).

Este fator de crescimento ja foi localizado em foliculos ovarianos (ratas:
NILSSON et al., 2001; humanos: QUENNELL et al., 2004, BEN-HAROUSH et
al., 2005) e corpos luteos (ratas: ASAKAI et al., 1995; bovinos: SALLI et al.,

1998) de varias espécies. Além disso, a anélise molecular por PCR confirmou a
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expressdo do FGF-2 no cortex ovariano e foliculos primordiais, priméarios e
secundarios (GAROR et al., 2009), e antrais (YAMAMOTO et al., 1997) em
humanos. Mais recentemente, Almeida et al. (2012) demonstraram através da
técnica de PCR que, células da granulosa e da teca e CCOs de pequenos
foliculos antrais caprinos, produziram niveis equivalentes de RNAm de FGF-2,
enquanto que em grandes foliculos antrais, células da granulosa e da teca
produziram mais RNAmM do que os CCOs. Adicionalmente, através da técnica
de imunohistoquimica, estes mesmos autores mostraram uma imunocoloracao
moderada de niveis da proteina do FGF-2 em odcitos de foliculos primordial,
primérios e secundarios caprinos e células da granulosa de foliculos primarios
e secundarios. Além disso, odcitos, células da granulosa e da teca de foliculos
antrais pequenos e grandes mostraram uma imunomarcacao forte, moderada e
fraca, respectivamente. Os receptores de FGF-2 (FGFR) tém sido
demonstrados em foliculos em crescimento de vacas (WANDJI et al., 1996) e
ratas (ASAKAI et al., 1995). Ainda nesse contexto, Ben-Haroush et al. (2005)
demonstraram a expressdo do FGF-2, bem como de outros receptores (FGFR-
2, FGFR-3 e FGFR-4), em odcitos de todas as classes foliculares de mulheres
e, além disso, mostraram a expressdo de FGFR-2 e FGFR-3 em células da
granulosa de foliculos primordias e de FGFR-4 em células da granulosa de
foliculos primarios. Este estudo também suporta a hipotese de que FGF-2 é um
regulador fisiolégico da viabilidade das células da granulosa (BEN-HAROUSH
et al.,, 2005). Foi demonstrado ainda que as acbes do FGF-2 podem ser
mediadas através de ambos o0s receptores: tirosina-quinase e
glicosaminoglicanos, presentes na superficie destas células (ROBERTS et al.,
1999).

Alguns estudos in vitro mostraram que o FGF-2 promove a proliferacdo
das células da granulosa e da teca de foliculos secundarios de vacas (WANDJI
et al., 1996), foliculos priméarios de gatas selvagens (JEWGENOW & STOLTE,
1996) e inibe a apoptose das células da granulosa de ratas (TROLICE et al.,
1997). Peluso et al. (2003) demostraram que o FGF-2 impede a apoptose
através de acdes gendmica e aguda. Acbes agudas e gendmicas do FGF-2
parecem envolver a manutencdo de niveis normais de calcio intracelular livre

(Ca?"), nas células da granulosa, através da proteina quinase C delta (PKCd).
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Além disso, o FGF-2 promoveu a ativacdo e o crescimento de foliculos
primordiais de ratas (NILSSON et al., 2001) e mulheres (GAROR et al., 2009).
Ainda nesse contexto, apds realizacdo de cultivo in vitro de tecido ovariano
caprino, Matos et al. (2007 b) demonstraram que 50 ng/mL de FGF-2 mantém a
integridade morfoldgica dos foliculos pré-antrais caprinos cultivados por 5 dias
além de estimular a ativacdo de foliculos primordiais e o crescimento dos
foliculos ativados. Adicionalmente, estes autores também observaram que
meios contendo FSH sozinho ou em combinacdo com FGF-2, mantiveram a
integridade e promoveram o crescimento de foliculos pré-antrais caprinos
cultivados in vitro (MATOS et al., 2011).

Outro estudo mostrou que o FGF-2 estimulou a sobrevivéncia de odcitos
caprinos in vitro, apesar de nao ter tido efeito sobre o crescimento oocitario
(ZHOU & ZHANG, 2005). Berisha et al. (2006) observaram que o FGF-2 pode
ser importante para a sobrevivéncia de células da granulosa até a ovulagéo em
foliculos bovinos. Sharma et al. (2010) verificaram que a sobrevivéncia, 0
crescimento, a formacéo de antro e esteroidogénese de foliculos pré-antrais
de bufalas sé@o estimulados pelo fator de crescimento semelhante a insulina-I
(IGF-I) ou FGF-2, associado com FSH. Recentemente, Almeida et al. (2012)
apos realizar cultivo in vitro, durante 12 dias, de foliculos isolados de cabra
observaram que o FGF-2 manteve a sobrevivéncia folicular do dia 0 ao dia 6,
bem como aumentou significativamente a taxa de crescimento diario, quando
comparada ao controle. Esses trabalhos demonstram a importancia do FGF-2
no desenvolvimento folicular nas referidas espécies. Entretanto, em ovinos,
ainda ndo existem dados sobre o efeito do FGF-2 sobre o desenvolvimento de

foliculos pré-antrais ovinos, cultivados in vitro.

2.9. Estado atual do cultivo in vitro de foliculos pré-antrais

O obijetivo principal do cultivo in vitro de foliculos pré-antrais € permitir o
desenvolvimento folicular, assegurando o crescimento e maturagcdao dos
oocitos, bem como a multiplicacdo e posterior diferenciacdo das células da

granulosa inclusas nesses foliculos (FIGUEIREDO et al.,, 2008). O cultivo



43

ovariano tem sido utilizado para avaliar a importancia da vascularizacao
(FORTUNE et al., 2000), da apoptose (FLAWS et al., 2001) e de fatores de
crescimento (ERICKSON, 2001) para o desenvolvimento de foliculos pré-
antrais, especialmente os primordiais (O BRIEN et al., 2003).

Notavel progresso tem sido observado no cultivo in vitro de foliculos pré-
antrais em diferentes espécies animais. Nas espécies bovina (GUTIERREZ et
al., 2000) e humana (ROY & TREACY, 1993), foliculos pré-antrais isolados
foram cultivados in vitro e se desenvolveram até o estadio antral. Em suinos,
bubalinos, ovinos e caprinos, alcangou-se a producdo de embrides ap0ds cultivo
in vitro de grandes foliculos secundarios (WU; TIAN, 2007; GUPTA et al., 2008;
ARUNAKUMARI; SHANMUGASUNDARAM; RAO, 2010; SARAIVA et al,
2010; MAGALHAES et al., 2011). No entanto, nestas espécies citadas, a
quantidade de embrides produzidos a partir de od0citos provenientes de
foliculos pré-antrais crescidos in vitro ainda é limitada. Eppig & O’Brien (2003)
obtiveram o nascimento de 59 ratos saudaveis a partir de foliculos primordiais
crescidos e maturados in vitro. Apos cultivo in vitro de odcitos derivados de
foliculos pré-antrais secundarios obtidos apds vitrificacdo de tecido ovariano de
camundongos fémeas Wang et al. (2011) obtiveram a producéo de embrides e
0 nascimento de crias viaveis. Apesar desse notorio avango no cultivo in vitro
de foliculos pré-antrais com as referidas espécies, busca-se otimizar as

pesquisas para que sejam obtidos resultados satisfatdérios em outras espécies.

2.10. Técnicas de avaliacdo da qualidade do foliculo

As técnicas de avaliacdo da qualidade de foliculos pré-antrais antes e
apos o cultivo permitem o monitoramento das alteragbes morfologicas
ocorridas in vitro, sendo, portanto, de grande importancia para a melhoria dos
sistemas de crescimento in vitro de foliculos pré-antrais (MATOS et al., 2007a).
Nesse contexto, diferentes técnicas podem ser utilizadas isoladamente ou em
associacdo para a precisa avaliacdo da qualidade, bem como da
funcionalidade folicular. Dentre estas técnicas, podem ser destacadas: a

histologia classica e a imunohistoquimica. Além destas ferramentas, pode-se
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fazer uso de técnicas de biologia molecular, essenciais para a avaliacdo da
expressdo e quantificacdo de genes transcritos e proteinas envolvidas na
foliculogénese, contribuindo expressivamente para uma melhor elucidacao

desse processo.

2.10.1. Histologia classica

A histologia classica (HC) é uma importante técnica de analise folicular
(Figura 8) apés o cultivo in vitro, pois além de permitir uma analise quantitativa,
ou seja, de um grande numero de foliculos cultivados, permite ainda verificar a
mudanca na morfologia das células da granulosa de pavimentosa para cubica,
por ocasido da ativacao folicular, além de analisar a integridade morfologica do
odcito e das células da granulosa. Tal técnica permite, portanto, a classificacéo
dos foliculos quanto ao seu estadio de desenvolvimento (primordial, transicao,
primario, secundario ou antral), e ainda quanto as suas caracteristicas
morfologicas (normais ou atrésicos). Entretanto, a HC possui como
desvantagens nao permitir a avaliacdo da integridade das membranas
plasmatica e nuclear, bem como das organelas citoplasméticas. Vale salientar
gue tal técnica pode ser realizada tanto em foliculos isolados, como nagueles
inclusos em fragmentos de coOrtex ovariano (MATOS et al., 2007b). Inameros
estudos tém utilizado a HC como ferramenta para avaliacdo da qualidade e do
crescimento folicular (ROSSETTO et al., 2009; CARVALHO et al.,, 2011;
CELESTINO et al., 2011). Segundo observado em alguns trabalhos, a HC
pode fornecer resultados similares aos de viabilidade folicular utilizando
marcadores fluorescentes e ainda mostrar resultados de morfologia folicular
eguivalentes aos obtidos nas analises sob microscopio eletrénico, porém sem a
mesma precisao e 0 mesmo detalhamento de imagens e estruturas (AMORIM
et al., 2003; ROSSETTO et al., 2009; CELESTINO et al., 2011; CHAVES et
al., 2011).
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Figura 8. Estrutura histoldgica de foliculos pré-antrais caprinos apos coloracéo
com Acido Periddico de Schiff-hematoxilina. (A) foliculo primordial (odcito
circundado por uma camada de células da granulosa pavimentosas), (B)
transicdo (odcito circundado por uma camada de células da granulosa
pavimentosas e cubicas), (C) primario (odcito circundado por uma camada de
células da granulosa cubicas) e (D) secundario (o6cito circundado por duas ou
mais camadas de células da granulosa cubicas). O: od6cito; N: nucleo; G:
células da granulosa. Barras; A, Be C =125 ym e D = 25 ym. Fonte: Silva et
al. (2004).

2.10.2. Imunohistoquimica

Imunohistoquimica é a demonstracédo de antigenos em seccdes de tecido
através de anticorpos especificos. A ligacdo antigeno-anticorpo é observada
com uma reacdo histoquimica visivel ao microscopio Optico (utilizando
cromdgenos) ou de fluorescéncia (utilizando marcadores fluorescentes)
(RAMOS-VARA, 2005). Esta técnica vem sendo utilizada com frequéncia para
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avaliar a expressdo de fatores de crescimento (ALMEIDA et al., 2012) e
horménios (BARROS et al., 2013; Dados ndo publicados), bem como seus
receptores (BEN-HAROUSH, 2005) presentes nos ovarios, além de ser
utilizada também para verificar a proliferacdo das células da granulosa (ABIR et
al., 2006).

O uso de anticorpos para imunocoloragdo requer que a concentracao
Otima deste seja utilizada. Essa concentracao e a habilidade para detectar um
determinado antigeno podem ser influenciadas por alguns fatores: (1)
quantidade de antigeno presente no tecido, (2) a afinidade dos anticorpos
utilizados, (3) quantidade de produto ou substrato insollvel que é depositada
na reacao, e (4) a estratégia utilizada para visualizacdo. O maior desafio para
se realizar adequadamente a técnica de imunohistoquimica € determinar se um

antigeno tem atividade contra um anticorpo especifico (HOFFMAN et al., 2008).
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3. JUSTIFICATIVA

A regido Semiarida do Vale do S&o Francisco, com destaque para o
Estado de Pernambuco, apresenta-se como uma regido atrativa para se
desenvolver a cadeia produtiva da ovinocaprinocultura. Uma das formas de
promover a sustentabilidade e o desenvolvimento da ovinocaprinocultura é
viabilizando pesquisas para o aprimoramento de biotécnicas reprodutivas, que
poderiam aumentar a produtividade dos rebanhos ovinos e,
consequentemente, proporcionar mais lucro aos produtores. Nesse sentido, a
otimizag&o da biotécnica reprodutiva de MOIFOPA (ovario artificial) contribuira
para uma melhor compreensao da fisiologia ovariana em ovinos e, em longo
prazo, para a produgdo in vitro de uma grande quantidade de embrides nesta
espécie. Esses embrides possibilitariam uma rapida multiplicacdo de animais
de interesse zootécnico ou geneticamente superiores.

Uma das substancias que parece exercer influéncia sobre o controle da
fisiologia reprodutiva, especialmente da foliculogénese inicial em ovinos € o
FGF-2, que ja foi localizado em foliculos ovarianos e promoveu o crescimento
folicular em diferentes espécies. Entretanto, em ovinos, a expressao do FGF-2
nas diferentes categorias e compartimentos foliculares, bem como o papel do
FGF-2 sobre o desenvolvimento de foliculos pré-antrais ainda néo foi

elucidado.
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4. HIPOTESE CIENTIFICA

Apbs cultivo in situ (inclusos em tecido ovariano) de foliculos, o FGF-2
mantém a viabilidade, influencia positivamente a ativacdo, o0 crescimento e

reduz a apoptose de foliculos pré-antrais ovinos cultivados in vitro.
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5. OBJETIVOS

5.1. Objetivo Geral:

Verificar a expressdo do FGF-2 em ovarios ovinos e seu efeito sobre a

morfologia e o crescimento in vitro de foliculos pré-antrais ovinos.

5.2. Objetivos Especificos

Verificar a expressdo do FGF-2 nas diferentes categorias (foliculo
primordial, primario, secundario e antral) e compartimentos foliculares (odcito,
células da granulosa e da teca) em ovarios ovinos;

Observar o efeito do FGF-2 sobre o desenvolvimento in vitro de foliculos
pré-antrais ovinos, tendo como parametros: sobrevivéncia, ativacao,

crescimento folicular e apoptose.
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CAPITULO 1

Immunohistochemical localization of Fibroblast Growth Factor-2 (FGF-2)
in the sheep ovary and its effects on preantral follicle apoptosis and

growth in vitro

(LOCALIZACAO IMUNOHISTOQUIMICA DO FATOR DE
CRESCIMENTO FIBROBLASTICO-2 (FGF-2) NO OVARIO OVINO E SEU
EFEITO SOBRE A APOPTOSE E O CRESCIMENTO IN VITRO DE

FOLICULOS PRE-ANTRAIS)
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Abstract

The aims of this study were to characterize FGF-2 expression in ovine ovaries
using immunohistochemistry and to verify the effect of FGF-2 on the
morphology, apoptosis and growth of ovine preantral follicles cultured in vitro.
After collection, one fragment of ovarian tissue was fixed for histological and
TUNEL analysis (fresh control). The remaining fragments were cultured for 7
days, at 39 °C. For the experimental conditions, the control medium (a-MEM")
was supplemented with FGF-2 at different concentrations (1, 10, 50, 100 or 200
ng/mL). After culturing, ovarian tissue was destined to histology and TUNEL
analysis. Oocyte and follicle diameters were measured using Image-Pro Plus®
software. The immunostaining for FGF-2 was observed in oocytes from
primordial, primary and secondary follicles, as well as in granulosa cells of
secondary and antral follicles. The percentage of normal follicles was similar
among control medium, 1 and 10 ng/mL of FGF-2, and significantly higher that
other FGF-2 treatments. Moreover, a significant increase in follicle diameter
was observed when tissues were cultured in 10, 50, 100 or 200 ng/mL FGF-2
compared with the fresh control and the other treatments. Similar results were
observed for oocyte diameter in tissues cultured with 50, 100 or 200 ng/mL
FGF-2 (P<0.05). The percentage of apoptotic cells reduced (P<0.05) in ovarian
tissues cultured in 1 or 10 ng/mL of FGF-2 compared with control medium and
other FGF-2 treatments. In conclusion, this study demonstrated the presence of
FGF-2 in ovine ovaries. Furthermore, 10 ng/mL FGF-2 inhibits apoptosis and

promotes ovine follicle growth.
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Introduction

The mammalian ovary is a dynamic organ in which a large majority of follicles
are effectively eliminated during their growth and maturation phase through a
process called atresia (MATSUDA et al., 2012). It is well known that endocrine,
autocrine, and paracrine factors coordinate the processes of follicular growth
and atresia (THOMAS et al., 2008). Fibroblast growth factors (FGFs) constitute
a group of well known paracrine regulators within the follicle (VAN DEN HURK
and ZHAO, 2005). The most studied member of this family is FGF-2, also called
basic FGF.

Immunohistochemical studies have localised FGF-2 to the oocytes of
primordial and primary follicles (cow: VAN WEZEL et al., 1995; rat: NILSSON et
al., 2001), as well as in the corpus luteum in cattle (SALLI et al., 1998).
Furthermore, FGF-2 receptors (FGFR) or their mMRNA have been demonstrated
in granulosa cells from the primordial and primary stage in women (BEN-
HAROUSH et al., 2005). Recently, Almeida et al. (2012) have demonstrated
that granulosa cells from preantral and antral follicles produce FGF-2 during all
phases of caprine follicular development.

Some authors have reported that FGF-2 can maitain caprine oocyte
survival in culture (ZHOU and ZHANG, 2005) and may be important for bovine
granulosa cell survival until ovulation (BERISHA et al.,, 2006). Furthermore,
supplementation with FGF2 reduced the proportion of bovine apoptotic cumulus

cells after in vitro maturation (ZHANG & EALY, 2012). Other in vitro studies
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have shown that FGF-2 promotes the transition from primordial to growing
follicles, a process called follicular activation (rat: NILSSON et al., 2001; goat:
MATOS et al.,, 2007; woman: GAROR et al., 2009), and stimulates follicular
growth in different species (cow: WANDJI et al., 1996; domestic cat:
JEWGENOW & STOLTE, 1996; goat: ALMEIDA et al., 2012). Moreover,
addition of FGF-2 to the medium improves in vitro maturation (IVM) (ZHANG &
EALY, 2012) and increases the percentage of bovine blastocysts production
(FIELDS et al., 2011).

Although there is abundant evidence that FGF-2 plays a paracrine role in
the regulation of follicle growth and survival, little is known about its effect upon
in vitro ovine preantral follicle development. Therefore, the aims of this study
were 1) to characterize protein expression for FGF-2 in ovine ovaries by
immunohistochemistry and 2) to verify whether different concentrations of FGF-
2 have beneficial effects on the morphology, apoptosis, activation and growth of

ovine preantral follicles cultured in vitro.

Material and methods

Source of ovarian tissue

This study was carried out in Petrolina (-09° 23'55 " South and 38° -40°30' 03 "
West, Pernambuco, Brazil), during the dry season. The animals used in this
study were in good body condition and were non-pregnant and presumed to be
undergoing normal oestrous cycles as judged by the presence of normal
corpora lutea at slaughter. Ovarian cortical tissues (n=12 ovaries) were
collected at a local abattoir from six adult (1 - 3 years old) mixed-breed sheep.

Immediately postmortem, pairs of ovaries were washed once in 70% alcohol
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and then twice in Minimum Essential Medium buffered with HEPES (MEM-
HEPES) and supplemented with antibiotics (100 ug/ml penicillin and 100 pg/mi
streptomycin). Then, ovaries were fixed in 4% buffered paraformaldehyde
(Dindmica, Sao Paulo, Brazil). Unless noted otherwise, supplements, hormones
and chemicals used in the present study were purchased from Sigma Chemical

Co. (St. Louis, MO, USA).

Immunohistochemical localization of FGF-2

After 18 h of fixation, ovarian tissue was dehydrated with increasing
concentrations of ethanol (Dindmica, S&o Paulo, Brazil), clarified in xylene
(Dindmica, Sao Paulo, Brazil) and embedded in paraffin wax (Dinamica, Sao
Paulo, Brazil). Then, sections of 5 um from each block were cut on a microtome
(EasyPath, Séao Paulo, Brazil) and mounted in salinized glass slides
(ImmunoSlide - EasyPath, Sdo Paulo, Brazil).

Immunohistochemistry was performed as described in previous studies
(SILVA et al., 2004; HOFFMAN et al.,, 2008) with some modifications. The
slides were incubated in citrate buffer (Dinamica, Sado Paulo, Brazil) at 98-
100°C in a microwave for 7 minutes to retrieve antigenicity and endogenous
peroxidase activity was prevented by incubation with 3% H,O, and methilic
ethanol for 10 min. Non-specific binding sites were blocked using 1% normal
mouse serum (Santa Cruz Biotechnology, USA), diluted in Phosphate Buffered
Saline (PBS; Sigma Aldrich Chemical Co., St Louis, USA). Subsequently, the
sections were incubated in a humidified chamber for 18 h at 4°C with rabbit
polyclonal anti-FGF-2 (1:40; Santa Cruz Biotechnology, USA). Then, the

sections were incubated for 45 minutes with mouse anti-IgG biotinylated
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secondary antibody (Santa Cruz Biotechnology, USA), diluted 200 times in
PBS, containing 1% normal mouse serum. The sections were incubated for
further 45 minutes with avidin-biotin complex (1:600; Vectastain Elite ABC Kkits;
Vector laboratories, USA). The protein localization was demonstrated with
diaminobenzidine (DAB; 0.05% DAB in PBS, pH 7.6, 0.03% H,0,) and the
sections were counterstained with hematoxylin (Vetec, Sao Paulo, Brazil) for 10
seconds. Negative controls were performed by replacing the primary antibody

with IgGs from the same species in which the primary antibody was raised.

Follicular classification

Preantral follicles were classified as primordial (oocyte surrounded by a single
layer of squamous or squamous and cuboidal granulosa cells), primary (oocyte
surrounded by a single layer of cuboidal granulosa cells) or secondary (oocyte
surrounded by two or more layers of cuboidal granulosa cells). Antral follicles
were classified as early (< 3 mm, presence of an antral cavity) or large
(presence of a cavity filled with follicular liquid and well developed theca layers).
In the different follicular compartments (oocyte, granulosa and theca cells), the
immunostaining was classified as occasionally found, absent, weak, moderate
or strong. The slides were examined using a microscope (Nikon, Tokyo, Japan)

under 400X magnification.

In vitro culture of preantral follicles
For in vitro culture, additional pair of caprine ovaries (n=12) were collected and

washed as described above. The ovaries were transported within one hour to
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the laboratory in tubes containing MEM-HEPES and antibiotics (100 pg/ml
penicillin and 100 ug/ml streptomycin) at 4°C (CHAVES et al., 2008).

In the laboratory, ovarian cortex samples from each ovarian pair were cut
into eight slices approximately 3 mm x 3 mm (1 mm thick) in size using a needle
and scalpel under sterile conditions. For each animal, 1 slice of tissue was
randomly selected and immediately fixed for histological and TUNEL analysis
(fresh control). The remaining slices of ovarian cortex were cultured individually
in 1 mL of culture medium in 24-well culture dishes for 7 days; the culture
conditions were 39 °C in an atmosphere of 5% CO, in air. The basic culture
medium (control) consisted of a-MEM (Gibco, Invitrogen, Karlsruhe, Germany;
pH 7.2—7.4) supplemented with ITS (insulin 10 ug/mL, transferrin 5.5 ug/mL and
sodium selenite 5.0 ng/mL), 2 mM glutamine, 2 mM hypoxantine, and 1.25
mg/mL bovine serum albumin (BSA), 50 pg/mL ascorbic acid and then referred
as o-MEM®. For the experimental conditions, the control medium was
supplemented with FGF-2 at different concentrations (1, 10, 50, 100 or 200
ng/mL). Each treatment was repeated six times, thus using the ovaries of six

different animals. The culture medium was replenished every second day.

Morphological analysis and assessment of in vitro follicular growth

Tissues from all treatments (fresh control, control medium and FGF-2
treatments) were fixed in 4% buffered paraformaldehyde (Dindmica, Sdo Paulo,
Brazil) for 18 h and then dehydrated in increasing concentrations of ethanol.
After paraffin embedding (Dindmica, Sdo Paulo, Brazil), the caprine tissue
pieces were cut into 5 ym sections, and every section was mounted on glass

slides and stained by Periodic Acid Schiff hematoxylin. Follicle stage and
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survival were assessed microscopically on serial sections. Coded anonymized
slides were examined by microscopy (Nikon, Japan) at 400X magnification.

The developmental stages of preantral follicles have been defined
previously as follows (SILVA et al., 2004): primordial (one layer of flattened
granulosa cells around the oocyte) or growing follicles (intermediate: one layer
of flattened to cuboidal granulosa cells; primary: one layer of cuboidal granulosa
cells, and secondary: two or more layers of cuboidal granulosa cells around the
oocyte and no sign of antrum formation). These follicles are classified
individually as histologically normal when an intact oocyte is present and
surrounded by granulosa cells that are well organized in one or more layers and
have no pyknotic nuclei. Atretic follicles were defined as those with a retracted
oocyte, pyknotic nucleus, and/or disorganized granulosa cells detached from
the basement membrane. Overall, 180 follicles were evaluated for each
treatment (30 follicles per treatment-replicate x 6 replicates = 180 follicles),
totaling 1,080 preantral follicles.

To evaluate follicular activation (transition from primordial to growing
follicles, when surrounding squamous pregranulosa cells become cuboidal and
begin to proliferate) and growth, only morphologically normal follicles with a
visible oocyte nucleus were recorded, and the proportion of primordial and
growing follicles was calculated at day O (fresh control) and after 7 days of
culture. In addition, from the basement membrane, major and minor axes of
each oocyte and follicle were measured using Image-Pro Plus® software. The
average of these 2 measurements was used to determine the diameters of both

the oocyte and the follicle.
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Detection of apoptotic cells by TUNEL Assay
Terminal deoxynucleotidyl transferase (TdT) mediated dUTP nick-end labeling
(TUNEL) assay was used for a more in-depth evaluation of ovine preantral
follicle quality before and after in vitro culture. TUNEL was performed using a
commercial kit (In Situ Cell Death Detection Kit, Roche Diagnostics Ltd.,
Indianapolis, USA) following the manufacturer's protocol, with some
modifications. Briefly, 5 pupm-sections mounted on glass slides were
deparaffinized and rehydrated through graded alcohols, then rinsed in PBS (pH
7.2). Antigen retrieval by microwave treatment was performed in sodium citrate
buffer (pH 6.0; Dinamica, Sdo Paulo, Brazil) for 6 min. Endogenous peroxidase
activity was blocked by 3% H,0, (Dinamica, Sdo Paulo, Brazil) in methanol
(Dindmica, Sao Paulo, Brazil) at room temperature for 10 min. After rinsing in
Tris buffer (Dinamica, Sdo Paulo, Brazil), the sections were incubated with
TUNEL reaction mixture at 37°C for 1 h. Then, the specimens were incubated
with Converter-POD in a humidified chamber at 37°C for 30 min. The DNA
fragmentation was revealed by incubation of the tissues with diaminobenzidine
(DAB; 0.05% DAB in Tris buffer, pH 7.6, 0.03% H,0;) during 1 min. Finally,
sections were counterstained with Harry’s haematoxylin in a dark chamber at
room temperature for 1 min, dehydrated in ethanol, cleared in xylene, and
mounted with balsam (Dinamica, S&o Paulo, Brazil). For negative controls,
slides were incubated with label solution (without terminal deoxynucleotidyl
transferase enzyme) instead of TUNEL reaction mixture.

Only follicles that contained an oocyte nucleus were analyzed for apoptotic
assay. The number of brown TUNEL positive cells (oocyte and granulosa cells)

was counted in ten randomly fields per treatment using Image-Pro Plus®
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software. The percentage of TUNEL positive or apoptotic cells was calculated

as the number of apoptotic cells out of the total number of cells.

Statistical analysis

Percentages of morphologically normal, primordial and developing follicles
were submitted to ANOVA and the Tukey’'s test was applied for comparison
among treatments. Values of apoptotic cells were submitted to Qui-square and
differences were considered to be statistically significant when P<0.05. The
results of follicular survival and growth were expressed as the mean + SD and

the results of follicular activation were expressed as the mean + SEM.

Results

Immunohistochemical localization of FGF-2 in ovine ovarian follicles

Figure 1 and Table 1 show the expression pattern of immunohistochemical
staining for FGF-2 in ovine ovaries. Oocytes from primordial (Fig. 1A), primary
(Fig. 1B) and secondary (Fig. 1C) stages showed a moderate reaction for FGF-
2. A weak immunostaining for FGF-2 was observed in granulosa cells of
secondary follicles, as well as in cumulus and mural granulosa cells from early
(Fig. 1E and 1F) and large (Fig. 1G and 1H) antral follicles. No staining was
observed in theca or stromal cells neither in negative controls (Fig. 1D e 11). A
Tabela 1 resume os principais achados da imunolocalizagdo para o FGF-2 em

foliculos ovarianos ovinos.

Follicular morphology and development after in vitro culture
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The preantral follicles cultured in 10 ng/mL FGF-2 showed centrally located
oocytes and granulosa cells surrounded by normal intact basement membranes
(Fig. 2A). After culturing with higher concentrations of FGF-2 such as 200
ng/mL, atretic follicles with a retracted oocyte and pyknotic nucleus could be
observed (Fig. 2B).

The Figure 3 shows the percentage of normal preantral follicles before
(fresh control) and after in vitro culture. The percentage of morphologically
normal follicles decreased significantly after 7 days of culture in all the
treatments, compared with the fresh control. In addition, the percentage of
follicular survival was similar among control medium (a-MEM), 1 and 10 ng/mL
FGF-2, and significantly higher that other FGF-2 treatments.

In all culture conditions, a significant reduction in the percentage of
primordial follicles was observed concomitant with an increase in the
percentage of growing follicles compared to the fresh control (Fig. 4). However,
no significant influence of FGF-2 on the percentage of growing follicles was
observed. Moreover, a significant increase in follicle diameter was observed
when tissues were cultured in 10, 50, 100 or 200 ng/mL FGF-2 compared with
the fresh control and the other treatments (control medium and 1 ng/mL) (Table
2). Similar results were observed for oocyte diameter in tissues cultured with 50,

100 or 200 ng/mL FGF-2 (P<0.05).

Apoptotic cell detection
The percentage of TUNEL positive cells in ovine preantral follicles after
culture is shown in Figure 5. After 7 days of culture, TUNEL positive cells

increased (P<0.05) in ovarian tissues preserved in control medium and in
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higher concentrations of FGF-2 (50, 100 and 200 ng/mL) compared with the
fresh control. In addition, the percentage of apoptotic cells reduced (P<0.05) in
ovarian tissues cultured in 1 or 10 ng/mL FGF-2 compared with control medium
(MEM) and other FGF-2 treatments. In all treatments, apoptosis occurred more
frequently in the oocyte (Fig. 2C), except in preantral follicles cultured in 200
ng/ml FGF-2, in which both oocyte and granulosa cells were noticed as TUNEL
positive (Fig. 2D). Negative control did not show staining for TUNEL analysis

(Fig. 2E).

Discussion
This study demonstrated a variable pattern of intensity and distribution of the
FGF-2 expression in ovine ovarian follicles using immunohistochemical analysis
and verified the effect of FGF-2 on in vitro apoptosis and development of ovine
follicles. In the present study, immunostaining for FGF-2 was observed in
oocytes from primordial, primary and secondary follicles, and this pattern has
also been reported by others (cow: VAN WEZEL et al., 1995; rat: NILSSON et
al., 2001; human: BEN-HAROUSH et al., 2005; goats: ALMEIDA et al., 2012).
In addition, FGF-2 protein was localized in granulosa cells from ovine
secondary and antral follicles, which closely resembled that found in caprine
follicles (ALMEIDA et al., 2012). These data support the hypothesis that the
FGF-2 may be important in the regulation of mammal folliculogenesis.

In our study, culture of ovarian tissues in the control medium (a-MEM) or
at the lowest concentrations of FGF-2 (1 or 10 ng/mL) resulted in a greater
percentage of histologically normal follicles than did culture of the tissues at

other concentrations of FGF-2. However, the results of TUNEL analysis
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demonstrated that tissues cultured at 1 or 10 ng/ml FGF-2 reduced the
percentage of apoptotic cells compared with the control medium (MEM) and
higher FGF-2 concentrations. Although histological analysis of atresia in follicles
remains the most classic and reliable method, the 3" end labelling technique
(TUNEL) happens to be a very sensitive method for the in situ visualization of
apoptosis at the cellular level (SREEJALEKSHMI et al.,, 2011). Moreover,
detection of DNA fragmentation in early stage of follicular atresia using TUNEL
has been more specific than the morphological features (YANG and
RAJAMAHENDRAN, 2000). Previous in vitro studies demonstrated that FGF-2
prevents rat granulosa cell apoptosis (TILLY et al., 1992). The mechanism by
which FGF-2 mediates granulosa cell survival is unknown, but there is evidence
that FGF-2 prevents apoptosis through the maintenance of normal levels of
intracellular free calcium (Ca*") (CHAVES et al., 2012). In granulosa cells, FGF-
2 controls Ca®* levels through a protein kinase C delta (PKCd)-dependent
mechanism. Furthermore, FGF-2-activated PKCd regulated Ca** levels by
stimulating calcium efflux, accounting in part for the ability of FGF-2 to maintain
calcium homeostasis and ultimately granulosa cell viability (PELUSO et al.,
2001). Nevertheless, in the present study, high concentrations of FGF-2 (50,
100 and 200 ng/mL) reduced follicular survival and increased apoptosis after 7
days of culture. At these high concentrations, FGF-2 may be toxic during the
earlier stages of ovine follicular development. Interestingly, at 200 ng/mL FGF-
2, the higher percentage of granulosa cells positive for TUNEL may indicate that
most of these follicles are in the advanced stages of atresia. Adversely to our
results, Matos et al. (2007) have demonstrated that 50 ng/mL FGF-2 increased

the percentage of caprine morphologically normal follicles compared with the
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other treatments. The divergence between our results in sheep and those in
goats (MATOS et al., 2007) may likely be explained by the differences between
the species and differences in the basic culture medium used.

The initiation of follicle growth, also known as follicular activation, is
defined as the transition of primordial follicles from the quiescent to the growth
phase (CHAVES et al., 2012). Although some previous studies have
demonstrated that FGF-2 induced an increase in follicular activation (NILSSON
et al., 2001; goat: MATOS et al., 2007; woman: GAROR et al., 2008), we did
not observe a significant effect of this factor on follicular activation when
compared to tissues cultured in control medium (a-MEM"). This can be due to
the fact that a-MEM" is an enriched medium, containing non-essential amino
acids, carbohydrates, sodium pyruvate, lipoic acid, biotin, vitamins (GULART et
al., 2009) and DNA precursors, all of which promote cell division
(HARTSHORNE, 1997).

In the present study, the addition of 10, 50, 100 or 200 ng/mL FGF-2 to
the culture medium increased follicular diameters after 7 days of culture. Similar
results were observed for oocyte diameters from tissues cultured at 50, 100 or
200 ng/mL FGF-2. However, it is important to note that our TUNEL analysis
showed that these highest FGF-2 concentrations also increased apoptosis in
cultured follicles. Therefore, we suggest that the increase in follicle and oocyte
diameters observed with 50, 100 or 200 ng/mL FGF-2 are due to follicular
necrosis, which is characterized by swelling of the cell as a result of increased
cellular vacuolization (BARROS et al., 2001). Nevertheless, the FGF-2
produced by follicular cells in addition to the FGF-2 added to the culture

medium at low concentration (10 ng/mL) may have promoted accelerated
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follicular growth, maintaining follicular survival. Some studies have also shown
that FGF-2 promotes an increase in follicular diameter (WANDJI et al., 1996;
MATOS et al. 2007, 2011).

In conclusion, this study demonstrated the presence of FGF-2 protein in
ovine ovaries, indicating the involvement of this paracrine factor in the early
stages of folliculogenesis. Furthermore, 10 ng/mL FGF-2 can be successfully
used to inhibit apoptosis and promote ovine follicle growth. These culture
system established in this work contribute to future investigations of the
appropriated culture conditions required to support complete preantral follicle

growth and subsequent oocyte maturation in vitro.
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Table 1. Relative intensity of immunohistochemical staining for FGF-2 in the

ovaries of sheep.

Primordial Primary Secondary Early Large
Structure follicle follicle follicle antral antral
follicle follicle
Oocyte ++ ++ ++ - -
Granulosa cell - - + +
Cumulus cell +
Mural +

granulosa cell

Theca cell - - -

Immunostaining: (-) absent; (+) weak; (++) moderate; (+++) strong.
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Table 2. Mean oocyte and follicular diameter (mean £ SD) in the fresh control

and after in vitro culture of ovine preantral follicle in different concentrations of

FGF-2.
Treatments Follicular diameter Oocyte diameter
(Lm) (Lm)
Fresh 48.46 + 9.76 38.36 + 10.78
Control 59.92 + 10.38"° 43.32 + 8.94°
1 ng/mL 58.47 + 7.35° 44.90 + 8.83°
10 ng/mL 60.49 +12.45" 45.76 + 9.38°
50 ng/mL 63.31 + 9.41% 50.58 + 6.29%
100 ng/mL 64.47 + 7.84% 53.18 + 8.63"
200 ng/mL 63.35 + 5.84" 51.75 + 6.90"

* Differs significantly from fresh control (P<0.05).

(*P) Different letters denote significant differences within the column (P<0.05).
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Figure captions

Figure 1. Immunolocalization of FGF-2 protein in ovine ovarian follicles.
Primordial (A), primary (B), secondary (C), early antral (E and F) and large
antral follicle (G and H). Note that negative control did not show
immunostaining for FGF-2 (D and 1). O: oocyte; GC: granulosa cell; CC:

cumulus cell; TC: theca cell.

Figure 2. Histological sections of ovine ovarian fragments after periodic acid
Schiff-hematoxylin or TUNEL staining. Normal primordial follicles (A) and atretic
primary follicle (B) after culturing in 10 ng/mL or 200 ng/mL FGF-2, respectively;
Apoptotic primary follicles cultured in 10 ng/mL (C) and 200 ng/mL de FGF-2
(D); Negative control (E). Note the apoptosis in the oocyte in Figure C (*), and in
both oocyte (*) and granulosa cells (arrows) in figure D. O: oocyte; GC:

granulosa cells. Scale bar: 25 um (400x).

Figure 3. Percentage of ovine morphologically normal preantral follicles in fresh
tissues (fresh control) and after in vitro culture in different concentrations of
FGF-2.

* Differs significantly from fresh control; ~® Comparison among treatments

(P<0.05).

Figure 4. Percentage of ovine primordial (A) and growing (B) follicles in fresh

tissues (fresh control) and after in vitro culture in different concentrations of
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FGF-2. * Differs significantly from fresh control; *® Comparison among

treatments (P<0.05).

Figure 5. Percentage of TUNEL positive cells in fresh tissues (fresh control)
and after in vitro culture in different concentrations of FGF-2. * Differs

significantly from fresh control; “® Comparison among treatments (P<0.05).
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6. CONSIDERACOES FINAIS

O presente trabalhou detectou a expressédo para a proteina do FGF-2
em foliculos ovinos bem como a influéncia desse fator no cultivo in vitro de

foliculos pré-antrais ovinos.

7. PERSPECTIVAS

Torna-se necesséario o desenvolvimento de novos protocolos, utilizando
o FGF-2, que aprimorem o cultivo in vitro de foliculos pré-antrais ovinos, o que
ird auxiliar diretamente a producéo in vitro (PIV) de embriées ovinos, visto que
para o sucesso dessa técnica, ha a necessidade de um suporte adequado aos
foliculos durante as fases de crescimento in vitro, 0 que garantira oécitos de

qualidade a serem maturados in vitro para a posterior fecundagao.
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