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Introduciao

A eficiéncia do sistema de cultivo in vitro de foliculos ovarianos pré-antrais esta
relacionada com a elaboragdo e substituicdo do meio com condi¢des adequadas para
o desenvolvimento folicular. Em equinos, esta biotecnologia reprodutiva ndo esta
totalmente estabelecida. Investigacdes recentes sugerem periodos distintos de cultivo
in vitro nas diversas espécies. Nestas, a troca do meio de cultivo pode ser feita
totalmente ou parcialmente e ainda com intervalo de um, dois, trés ou seis dias
(TSURIBE et al., 2008). Para a espécie equina, o intervalo de troca do meio de
cultivo in vitro ndo foi estabelecido, sendo necessaria a execucdo de pesquisas
aplicadas para continuidade do avango neste segmento. Portanto, o objetivo da
presente investigagdo foi avaliar o efeito da troca do meio a cada 24 ou 48 horas no
cultivo in vitro de foliculos pré-antrais da espécie equina.

Material e Métodos

Ovarios (n=5) de cinco éguas em anestro sazonal foram coletados de abatedouro
localizado a aproximadamente 40 km do laboratorio. O transporte dos ovarios ao
laboratério foi feito em recipiente térmico (4° C) com PBS suplementado de 200
mg/mL de penicilina e 200 mg/mL de estreptomicina (GOMES et al., 2015).

No laboratério, seccionou-se cada ovario no plano sagital. A porcdo do
parénquima (interno) dos cinco ovarios selecionados foi cortada em fragmentos de
cerca de 3 x 3 x 1 mm. Cada fragmento foi destinado de acordo como o ilustrado na
figura 1. Um fragmento de cada ovario foi aleatoriamente selecionado e
imediatamente fixado em Bouin para andlise histoldgica (grupo controle; Dia 0). Os
fragmentos remanescentes foram cultivados individualmente em aliquotas de 1 mL
do meio de cultivo em placas de 24 pogos com atmosfera de 5% de CO2 em ar e
umidade saturada a 38,5° C. O meio de cultivo base utilizado foi o meio essencial
minimo (MEM) suplementado de acordo com Gomes et al. (2015). Os fragmentos
foram cultivados por dois ou seis dias € 0 meio substituido conforme o tratamento,
24 ou 48 horas. No final do periodo de cultivo, os fragmentos ovarianos foram
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fixados em Bouin e destinados a histologia classica. Os cortes foram feitos na
espessura de 5 um. Realizou-se a coloracdo com acido periddico de Schiff (PAS) e

Hematoxilina.
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Figura 1 - Protocolo experimental do cultivo in vitro de foliculos pré-antrais equinos in situ com diferentes
intervalos de troca do meio.

Todas as secgdes foram examinadas através de microscopia Optica e
classificadas quanto a integridade e o desenvolvimento folicular. A andlise dos dados
foi realizada através do teste de Fisher com nivel de significancia de p<0,05.

Resultados e Discussao

Foram avaliados 200 foliculos entre o controle e os tratamentos, 43,5% (87/200)
eram foliculos primordiais, 56,5% (113/200) em desenvolvimento, e 59,25%
(119/200) eram morfologicamente integros.
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Figura 2 - Percentagem de foliculos pré-antrais equinos conforme a integridade morfologica, o periodo e
intervalo de substituicdo de meio durante o cultivo in vitro.

AP Diferenca significativa entre o intervalo de substituigio de 24h ou 48H com dois dias de cultivo (p<0,05).
** Diferenga significativa entre o intervalo de substituigao de 24h ou 48h com seis dias de cultivo (p<0,05).
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No cultivo in vitro realizado por dois dias houve diferenca significativa em
relacdo a integridade folicular na substitui¢do do meio manejado a cada dois dias em
relacdo a troca didria (p<0,05; Figura 2). Em relacdo a integridade morfoloégica dos
foliculos cultivados por um periodo de seis dias ndo houve diferenca estatistica ao
comparar os tipos de substitui¢ao do meio (p>0,05).

Haag et al. (2013) realizaram cultivo in vitro de fragmentos ovarianos
equinos durante sete dias. Neste estudo, utilizaram a troca total do meio a cada dois
dias, obtendo 65,5% de foliculos totais integros. Nossa investigagdo encontrou
resultados semelhantes (59,25%) ao estudo de Haag et al. (2013), no entanto
pudemos verificar que a troca diaria (24h) apds dois dias de cultivo também foi
benéfica e repercute na manutengdo da integridade folicular.

Conclusoes

Constatamos que a troca total do meio de cultivo in vitro de foliculos ovarianos para
espécie equina, pode ser substituido a cada dois dias e ap6s a primeira troca pode ser
realizado a troca diariamente ou a cada dois dias.
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