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Introduciao

Tendo em vista a ampla diversidade no metabolismo celular, vérias sdo as exigéncias
nutricionais das células foliculares durante o desenvolvimento in vitro. Em geral, os
meios de cultivo, como o meio essencial minimo (MEM), sdo compostos por
diferentes substratos, tais como, sais inorganicos, aminodcidos, vitaminas entre
outras substancias (Rossetto et al., 2013). Ainda ¢ possivel adicionar antioxidantes,
proteinas, nutrientes, glicoproteinas, antibidticos, agentes tampdo, hormodnios e
fatores de crescimento. No entanto, a interacdo de todos esses componentes
adicionados ao meio base ¢ algo complexo e pouco compreendido. Alguns trabalhos
tém mostrado que o meio MEM isoladamente pode ser eficaz em promover a
manutencdo da integridade e o desenvolvimento folicular in vitro (Gomes et al.,
2015). Deste modo, o objetivo deste estudo foi determinar a eficacia do meio
essencial minimo (MEM) no cultivo de foliculos pré-antrais inclusos no cortex do
ovario bovino por dois ou seis dias.

Material e métodos

Ovarios (n=20) foram coletados de abatedouro local a partir de 10 fémeas Nelore
adultas ciclicas e escore corporal entre 3,0 a 3,5 (escala de 0 a 5). Depois da coleta,
os ovarios foram lavados em etanol 70% e solucdo tampao. O cortex do ovario foi
dividido em fragmentos de aproximadamente 3x3x1 mm e cultivados de acordo com
o protocolo descrito na figura 1.
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Figura 1 - Protocolo experimental para o cultivo in vitro de foliculos pré-antrais bovinos in situ por 2
ou 6 dias.

Os fragmentos foram cultivados individualmente em MEM (suplementado
com insulina, transferina e selénio (ITS), piruvato, glutamina, hipoxantina e
albumina sérica bovina (BSA; Gomes et al., 2015). Apos o cultivo por dois ou seis
dias, todos os fragmentos foram fixados em Bouin por 24 horas e processados para
histologia classica com a coloragdio de Acido Periédico de Shiff (PAS) e
Hematoxilina.

Os dados foram submetidos aos testes de normalidade e homogeneidade de
variancia, posteriormente submetidos 8 ANOVA e¢ teste de Tukey (p<0,05).

Resultados e Discussao

No presente estudo, foram analisados 1500 foliculos pré-antrais bovinos cultivados
in situ em MEM'. A quantidade de foliculos pré-antrais vidveis e em
desenvolvimento estdo representados na tabela 1. O controle ndo cultivado (DO)
consistiu no parametro para avaliacdo das condigdes in vivo durante o experimento.
Neste caso, observou que os tratamentos foram eficientes em manter a viabilidade e
proporcionar o desenvolvimento folicular em MEM" por dois dias e MEM" por seis
dias de cultivo in vitro (p>0,05).

Tabela 1 — Numero e percentagem de desenvolvimento de foliculos pré-antrais
viaveis ndo cultivados e cultivados em meio essencial minimo suplementado

(MEM") por 2 ou 6 dias.
Tratamento Foliculos Foliculos em Total Viaveis Desenvolvimento
primordiais  Desenvolvimento n (%) % (n)
n n
Controle DO 295 49 344 (68.8) 14.2 (49/344)"
MEM' D2 36 127 163 (32.6)" 77.9 (127/163)"
MEM' D6 21 83 104 (20.8)" 79.8 (83/104)"
Foliculos Totais 352 259 611 171.9

*® Diferenga significativa entre linhas (p<0,05).
"Nio houve comparagio com DO.
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Um fator essencial para o sucesso durante o cultivo in vitro de foliculos pré-
antrais consiste na composicdo do meio. Diferentes sdo os meios comerciais
utilizados para o cultivo. Estes meios devem servir um ou mais das seguintes
funcdes: 1) a sobrevivéncia imediata (uma solu¢do de sal equilibrada, com pH e
pressdo osmotica especifica); 2) sobrevivéncia prolongada (uma solugdo de sal
equilibrada suplementado com véarias formulagdo de compostos organicos e/ou de
soro); 3) O crescimento indeterminado; 4) e outras fungdes especializadas.
Entretanto, ndo existe um padrdo para composicdo destes meios, sendo os mais
utilizados, MEM, TCM-199 e McCoy. O parametro utilizado para avaliacdo da
eficiéncia do meio se faz principalmente através da percentagem de foliculos vidveis
e em desenvolvimento presente nos fragmentos cultivados (Jimenez et al., 2016).
Neste estudo, o MEM" foi eficiente em proporcionar o desenvolvimento dos
foliculos com percentagens de 77.9 e 79.8% para 2 ou 6 dias, respectivamente.

O MEM ¢ utilizado tanto para o cultivo de tecido ovariano bovino quanto de
foliculos pré-antrais isolados (Rossetto et al., 2013). Para tanto, este estudo utilizou o
MEM suplementado com substratos capazes de auxiliar na manutencdo da
morfologia e do desenvolvimento dos foliculos. Em um estudo comparando a
composicdo do meio MEM, observou-se um aumento significativo na porcentagem
de foliculos morfologicamente normais de 29,4% (meio controle, apenas MEM) para
78,0% (meio tratado, quando acrescido de substratos). Estes resultados podem ser
atribuidos a um maior nimero de nucleotideos e aminodcidos presente na
composi¢cdo do MEM (Jimenez et al., 2016). Por outro lado, meios de cultivo sem a
suplementagdo de hipoxantina e outros substrados energéticos (glutamina e piruvato)
mostraram uma reducdo na sobrevivéncia dos foliculos pré-antrais de bovinos
(Araujo et al., 2014). Isto demonstra que a falta de protocolos padronizados e a
diferenga na composi¢do dos meios podem afetar o cultivo in vitro de foliculos e
também explicar os diferentes resultados encontrados por diversos grupos de
pesquisa.

Conclusoes

Conclui-se que o MEM ¢ um meio eficaz para preservar a morfologia de foliculos
pré-antrais bovinos, garantindo a sua viabilidade e crescimento depois de um cultivo
in situ de até seis dias.

Suporte financeiro
CAPES e CNPq.
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