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RESUMO

O conhecimento da morfologia de foliculos ovarianos e ovdcitos é crucial para o
desenvolvimento e aplicagéo de tecnologias como cultivo in vitro e a criopreservacgao.
O objetivo da dissertacdo foi descrever a morfometria de foliculos ovarianos pré-
antrais (FOPA), as caracteristicas ultraestruturais e o perfil lipidico de foliculos pré-
antrais e antrais de suinos. Fragmentos de tecido ovariano foram processados para
microscopias de luz e eletrbnica de transmissao para analise dos FOPA. Foliculos
antrais foram dissecados e divididos em 3 categorias: <2mm; 2-4mm e 4-6mm e
processados somente para microscopia eletrénica de transmissdo (MET). As amostras
destinadas a MET foram processadas para rotina e para detec¢éo de lipideos (método
O6smio-imidazol). Para extracdo de &cidos graxos os FOPA foram isolados e os
ovécitos puncionados dos foliculos antrais. Ambos foram processados seguindo a
técnica de Folch et al. (1957). Foliculos primordiais, primarios e secundarios mediram
3415, 4017 e 102+58 um, respectivamente. Nos FOPA as organelas concentravam-se
préximas ao nucleo do ovécito sendo as mitocondrias arredondadas as mais
abundantes, seguidas de reticulo endoplasmético. Nos foliculos primordiais e
primérios goticulas de lipideo formavam um aglomerado na regido cortical do ovdcito.
Nos foliculos secundérios a zona pellcida circundava o ovécito e microvilosidades e
projecdes das células da granulosa estavam presentes. As mitocdndrias organizavam-
se na forma de colar de pérolas e vesiculas eram abundantes no citoplasma
ovocitario. Nos terciarios foi observado inicio da formacdo do espaco perivitelineo
associado a liberacdo de microvilosidades da zona pelGcida, mais evidente em
foliculos maiores que 2mm. Os ovocitos eram repletos de vacuolos geralmente
associados a outras organelas. O método 6smio-imidazol confirmou que as vesiculas
e vacuolos presentes nos ovocitos de foliculos secundarios e terciarios eram gotas
lipidicas ou vacuolos contendo lipideo. Apés extracao lipidica, tanto nos FOPA quanto
nos ovacitos de foliculos antrais os acidos graxos saturados foram encontrados em
maior porcentagem, 71,91% e 94,63%, respectivamente. Porém, a proporcdo de
acidos graxos insaturados em foliculos pré-antrais foi maior do que nos ovécitos de
foliculos antrais (P<0,05). Em conclusado o presente trabalho descreveu a morfometria
de FOPA assim como a ultraestrutura e o perfil de &cidos graxos de foliculos pré-
antrais e antrais. Além disso, demonstrou que ovdcitos suinos séo ricos em lipideo e
que seu conteudo e natureza modificam a medida em que os foliculos se

desenvolvem.

Palavras-chave: acidos graxos, microscopia eletrénica, ovocito, porca.
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ABSTRACT

The knowledge of ovarian follicle and oocyte morphology is crucial to the development
of reproductive biotechnologies associated to the female gamete, such as
cryopreservation and in vitro embryo production. The aim of the present work was to
characterize pig preantral follicles (PAF) morphometry and the ultrastructure and lipid
composition of preantral and antral follicles. Ovarian tissue was processed for light and
transmission electron microscopy (TEM) for PAF analysis. Antral follicles were
dissected and divided into 3 groups: < 2mm; 2-4mm and 4-6mm, and processed for
TEM. At TEM, ovarian follicles were processed for routine and osmium-imidazole
method (lipid detection). For lipid extraction, PAF were isolated and oocytes were
aspirated from antral follicles. They were processed according to Folch et al. (1957).
Primordial, primary and secondary follicles had 3445, 40+7 and 102+58 pm in
diameter, respectively. In PAF the most abundant organelles were round mitochondria,
and endoplasmic reticulum. At primordial and primary follicle oocytes, lipid droplets had
polarized localization. In secondary follicles round mitochondria were organized as
strings of pearls and many electron-lucent vesicles were observed. The zona pellucida
completely surrounded the oocyte and some microvilli and granulosa cells projections
were seen through it. In antral follicles the development of perivitelline space was
associated with the liberation of microvilli from the zona pellucida, more evident when
follicles were bigger than 2mm. Antral follicles oocytes presented many electron-lucent
vacuoles all over the cytoplasm and these structures were often associated with other
organelles. The osmium-imidazole method confirmed that most of these vesicles and
vacuoles seen in secondary and antral follicle oocytes were lipid droplets or vacuoles
contenting lipid. After lipid extraction, saturated fatty acids were the most abundant in
PAF (71.91%) and in oocytes from antral follicles (94.63%). However, the proportion of
unsaturated fatty acids was bigger in PAF, than in antral follicle oocytes (P<0.05). In
conclusion, this work described the morphometry of PAF as well as, the ultrastructure
and lipid composition of preantral and antral follicles oocytes in pigs. In addition, it
proved that pig oocytes are rich in lipids and the nature of lipid contents changes as the

follicle develops.

Keywords: electron microscopy, fatty acids, oocyte, porcine.



1. Introducgéo

Existem milhares de foliculos ovarianos nos ovarios de mamiferos,
porém, aproximadamente 99,9% sado eliminados pelo processo de atresia
folicular (Guilbault et al., 1986). Dessa forma, do ponto de vista comercial, o
potencial reprodutivo da fémea é pouco aproveitado, uma vez que apenas
0,1% dos ovocitos chegam a ovulagdo. Para contornar esta situacdo, a
utilizacao e o desenvolvimento de biotecnologias da reproducéo animal tornam-
se condi¢des indispensaveis para o aumento da eficiéncia reprodutiva de
fémeas. Tecnologias como a producdo in vitro de embrides (PIVE),
criopreservacao de ovocitos e a manipulacéo de ovécitos inclusos em foliculos
ovarianos pré-antrais (MOIFOPA) tém sido foco de interesse recentemente.

Um passo importante para que essas biotecnologias possam avancar, é
o estudo da morfologia e da fisiologia de ovdcitos e foliculos ovarianos. Este
conhecimento permite estabelecer um padrdo de normalidade, e desta forma
torna possivel identificar danos que as células germinativas estejam sofrendo
durante as manipulagoes.

Outro aspecto que vem sendo estudado recentemente € o conteudo
lipidico de células germinativas femininas, uma vez que a quantidade e o tipo
de lipideo podem interferir na sua qualidade apos aplicacdo de biotecnologias
como a criopreservagcdo, por exemplo. De fato, muitos trabalhos sobre
caracterizacao do perfil lipidico de ovoécitos vém sendo conduzidos em diversas

espécies.



Especialmente em suinos, 0s ovocitos possuem grande quantidade de
lipideo no citoplasma. Esta caracteristica tem sido relatada como causa dos
resultados limitados que a criopreservacdo de ovocitos apresenta nesta
espécie. No entanto, estes estudos foram feitos em ovocitos de foliculos
antrais, e especula-se que exista uma diferenca tanto no conteudo lipidico
como na relacdo de &cidos graxos entre foliculos antrais e pré-antrais. A
morfometria e a ultraestrutura de ovdcitos e foliculos ovarianos de porcas, bem
como a descricdo do perfil lipidico na fase pré-antral, ainda nao foram
totalmente descritos. Desta forma, estudos a este respeito tornam-se
necessarios e podem ser de grande valia para o avanco de biotecnologias da
reproducao nesta espécie.



2. Reviséo Bibliografica

2.1. Ovogénese e Foliculogénese

O foliculo ovariano é a unidade morfofuncional dos ovarios de mamiferos, e
garante o micro-ambiente necessario para o crescimento e a maturacdo do
ovocito (Saumande, 1991). Ele desempenha duas funcdes que sé&o
interdependentes: a producdo e liberagdo de hormonios esterdides e outros
peptideos e a gametogénese. Nesta ultima o foliculo é um elemento essencial
para a manutencao da viabilidade ovocitaria, para assegurar o crescimento e a
maturacdo dos ovocitos e, finalmente, para liberar, na maioria das espécies,
um complexo cumulus-ovocito maduro no processo da ovulacdo (Ross et al.,
1995).

O ovario adulto contém foliculos em diferentes estagios de
desenvolvimento (Figura 1) que se localizam na sua parte mais externa, o
cortex (Koering et al., 1969; Guraya, 1985; van Wezel & Rodgers, 1996). A
formagéo, o crescimento e o desenvolvimento dos foliculos e seus ovécitos séo
devido a dois processos que ocorrem concomitantemente no ovario: a

foliculogénese e a ovogénese, respectivamente.
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Figura 1. Figura esquematica mostrando os diferentes estagios de desenvolvimento
dos foliculos ovarianos distribuidos no cortex do ovario. Fonte: disponivel

em: www.uqtr.ca/Actualite/Entete (Adaptado).

A ovogénese é definida como o conjunto de processos que compreende
o desenvolvimento e a diferenciacdo das células germinativas primordiais
(CGP) até a formacgéao do ovocito hapldide (Russe, 1983). As CGP tém origem
extragonadal e sdo formadas durante o periodo embrionario a partir do saco
vitelinico e se caracterizam por serem moveis e altamente invasivas (Hirshfield,
1991). Ainda na vida fetal, nos mamiferos, as CGP migram para o mesénquima
da crista genital e colonizam a gbnada indiferenciada (Wassarman, 1994).
Nesse local, as CGP perdem a sua caracteristica movel, tornam-se mais
esféricas (Donovan et al., 1986) e multiplicam-se por mitose, podendo atingir
no bovino, em torno de dois milhdes de células por animal (Erickson, 1966).

ApO0s um processo marcado pelo crescimento celular e pela
redistribuicdo de organelas citoplasmaticas, as CGP, dentro do ovario,
multiplicam-se ativamente e diferenciam-se em ovogonias. As ovogonias
crescem, duplicam seus cromossomos dando origem aos ovocitos primarios,

que entrardo em primeira divisdo meiotica. O nucleo ovocitario passara,



sucessivamente, por quase todos os estagios da profase | (leptoteno, zigéteno,
paquiteno e dipléteno). Porém, o processo meiético é interrompido (primeira
interrupcdo da meiose) no estagio de dipléteno ou de vesicula germinativa. O
ndcleo do ovocito permanecera neste estagio pelo menos até que o animal
atinja a puberdade (Ross et al., 1995).

Durante o periodo em que o nucleo ovocitario se encontrar na fase de
préfase 1, o ovocito empreenderd uma intensa fase de crescimento,
caracterizada por um aumento na atividade transcripcional (sintese de RNA),
acumulo de lipideos na regido cortical do ovécito e absorcao ativa e/ou passiva
de diferentes nutrientes.

Quando o animal atinge a puberdade, devido a ocorréncia dos picos pré-
ovulatorios de LH, algumas horas antes da ovulacdo, a meiose é retomada e 0
nacleo ovocitario entra em diacinese. Nesse momento, inicia-se 0 processo de
rompimento da vesicula germinativa que é seguida das fases de metéfase |,
anafase I, teléfase |, quando entédo ocorrera a expulsdo do primeiro corpusculo
polar, resultando na formacdo do ovécito secundario, assim denominado pelo
fato de seu ndcleo encontrar-se na segunda divisdo meidtica. A segunda
divisdo meibtica é caracterizada por uma rapida passagem pela fase de
profase Il, que progredird até metafase Il, quando entdo ocorre a segunda
interrupcdo da meiose. O ovécito retomara a meiose somente quando for
fecundado pelo espermatozoide. Nesse caso, 0 nucleo do ovécito passara,
sucessivamente, pelos estagios de anéafase Il e teléfase Il, seguido da expulséo
do segundo corpusculo polar e formagéo do ovocito hapléide, marcando assim,

o fim da ovogénese (Figura 2; Junqueira & Carneiro, 1999).
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Figura 2 Desenho esquematico mostrando as principais etapas da ovogénese. Fonte:
Adaptado de Ross et al. (1995).

Ja a foliculogénese pode ser definida como o processo de formacéo,
crescimento e maturacdo folicular, iniciando com a formacdo do foliculo
primordial e culminando com o estagio de foliculo maduro, também conhecido
como foliculo de De Graaf ou pré-ovulatério (Saumande, 1981). Uma vez que a
funcdo do foliculo € proporcionar um ambiente ideal para a manutencdo da
viabilidade, crescimento e maturacdo ovocitaria, a foliculogénese ocorre
simultaneamente & ovogénese quando o ovocito estiver entre as fases de
préfase | a metafase Il, na maioria das espécies (Ross et al., 1995).

Nas vacas, nas ovelhas e nas porcas, no segundo terco de gestacao,
uma camada de células somaticas planas ou achatadas, conhecidas como
células da pré-granulosa, originarias do mesoderma, circundam o ovécito

primério ou imaturo (nucleo em profase 1), formando o primeiro e mais primitivo



dos estagios foliculares, que é denominado foliculo primordial (Ross et al.,
1995).

Apés a formacao dos foliculos primordiais, as células da pré-granulosa
param de multiplicar-se e o foliculo entra no periodo de dorméncia ou
quiescéncia. Estes foliculos quiescentes representam o pool de reserva de
células germinativas femininas, e podem permanecer neste estado por meses
ou anos (Hirshfield, 1991). Todos os dias uma quantidade de foliculos
primordiais se torna ativa, as células da granulosa comecam a se dividir e 0s
ovocitos comecam a crescer (Rodgers & Irving-Rodgers, 2009). Apos ativacao,
os foliculos passam sucessivamente pelos estagios de foliculos primarios e
secundarios (pré-antrais) e terciarios (antrais) até chegar ao estagio de foliculo
pré-ovulatério (Ross et al.,, 1995). As caracteristicas dos foliculos de cada
classe serdo abordadas em detalhe adiante. Elas permitem fazer comparacoes
entre as varias espécies e ajudam a explicar diferencas fisiologicas peculiares
de cada uma.

2.2 Populacéo e caracterizagdo morfométrica de foliculos ovarianos

A populacéo folicular total no ovario foi estimada em aproximadamente
235.000 foliculos na vaca (Betteridge et al., 1989), 160.000 na ovelha
(Driancourt, 1991), 37.000 na cabra (Lucci et al., 1999), 10.000 no camundongo
(Gosden & Telfer, 1987), 48.500 na gata (Carrijo-Junior et al., 2009), 38.000 na
cadela (Marinho et al. 2007), 2.000.000 na mulher (Erickson, 1966) e 210.000
na porca (Gosden & Telfer, 1987). Os foliculos pré-antrais representam 90%
dessa populacdo folicular (Saumande, 1991) e s@o 0s responsaveis pela
renovacao continua dos foliculos antrais no ovario (Guilbault et al., 1986).

Os foliculos ovarianos séo classificados em nao cavitarios ou pré-antrais
(foliculos primordiais, primarios e secundarios) e cavitarios ou antrais (foliculos
terciarios e foliculos pré-ovulatérios) que sao diferenciados entre si pela
presenca de uma cavidade repleta de liquido folicular denominada antro. J& os
foliculos pré-antrais sdo classificados de acordo com a forma e o nimero de
camadas de células da granulosa que circundam o ovocito (Ross et al., 1995).

Os foliculos primordiais possuem um pequeno ovOcito quiescente, sem zona
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peltcida, circundado por uma camada de células da granulosa de formato
pavimentoso (Figura 3). Esses foliculos se apresentam desta forma, pois o
ovécito ndo esta crescendo e as células da granulosa nao estdo se replicando
(Fair et al. 1997). Os diametros de foliculo, ovécito, assim como o numero de
células da granulosa que circundam o ovdcito de foliculos primordiais variam

de acordo com a espécie (Quadro 1).

Figura 3. Microscopia de luz de foliculo primordial bovino com uma camada de células
da granulosa de formato pavimentoso ao redor do ovdcito. CG = célula da
granulosa. Ponta de seta mostra cromatina condensada do ndcleo e seta o
nucléolo. X1.200 Fonte: Fair et al. (1997)

Quadro 1. Didmetros (um) de foliculo e ovdcito e niumero de células da granulosa de

foliculos primordiais em diferentes espécies.

Espécie Diametro | Diametro N° de Referéncia
do do células da

foliculo ovocito granulosa
Bovino 36,0 28,1 7,3 Kacinskis et al. (2005)
Bubalino 35,0 24,9 - Mondadori et al. (2007)
Ovino 40,8 34,6 16,0 Lundy et al. (1999)
selvagem
Caprino 20,0 15,9 5,7 Lucci et al. (2001)
Felino 28,3 23,1 6,5 Carrijo-Junior et al. (2009)
Canino 27,5 21,7 6,0 de Campos et al., (2007)
Humano 40,4 35,5 7,9 Westergaard et al. (2007)




Quando estes foliculos sdo ativados, seus ovdcitos iniciam crescimento,
com aumento de volume, e as células da granulosa passam a ter um formato
cubdide (Fair et al. 1997). Sabe-se que as células da granulosa além de se
tornarem mais volumosas, também se multiplicam por mitose nesse estagio de
desenvolvimento (Giomett, 2003). Alguns autores consideram como primordiais
foliculos que possuam algumas células da granulosa cubodides, geralmente
localizadas em um dos pdlos do foliculo, juntamente com células da granulosa
pavimentosas (van Wezel & Rodgers, 1996). Para Gougeon & Chainy (1987)
esses foliculos sdo tdo numerosos quanto os foliculos primordiais, possuem o
mesmo tamanho, porém com maior nimero de células da granulosa quando
observado nos cortes histolégicos. Os termos “em transicdo” ou
“intermediarios” também sao utilizados para classificar estes foliculos
(Westergaard et al. 2007; Rice et al. 2008). Dessa forma, foliculos primarios
sdo aqueles cujos ovocitos séo totalmente circundados por uma camada de
células da granulosa de formato cubdide (Figura 4). Existe uma grande
variacao no diametro dos foliculos primarios assim como no nimero de células
da granulosa que circundam o ovOcito das diversas espécies ja estudadas,
como pode ser observado no Quadro 2.

Figura 4. Microscopia de luz de foliculo primario bovino com uma camada de células
da granulosa de formato cubdide ao redor do ovécito. CG = célula da
granulosa. Cabeca de seta mostra cromatina condensada do nucleo e seta o
nucléolo. X1.040 Fonte: Fair et al. (1997)



Quadro 2. Didametros (um) de foliculo e ovAcito e nimero de células da granulosa de

foliculos primarios em diferentes espécies.

Espécie Diametro | Diametro N° de Referéncia
do do células da

foliculo | ovocito granulosa
Bovino 48,5 31,7 14,6 Kacinskis et al. (2005)
Bubalino 41,8 26,9 - Mondadori et al. (2007)
Ovino 75,2 52,1 128,0 Lundy et al. (1999)
Caprino 24,4 17,3 11,4 Lucci et al. (2001)
Felino 41,0 30,1 13,2 Carrijo-Junior et al. (2009)
Canino 42,6 27,8 15,0 de Campos et al., (2007)
Canino 40,2 - - Doleiel et al. (2004)
Humano 54,4 39,7 26,6 Westergaard et al. (2007)

Na maioria das espécies, os foliculos secundéarios apresentam ovaocito

7z

circundado por uma zona pelicida que é constituida de glicoproteinas

produzidas pelas células foliculares e por varias camadas de células da

granulosa cuboides (Figura 5). Células especializadas do estroma iniciam sua

diferenciacdo em teca interna, constituida de tecido conjuntivo frouxo e rica em

vasos sanguineos e em teca externa, fibrosa e resistente (Rodgers & Irving-

Rodgers, 2009). Alguns autores relatam que elas estdo presentes em foliculos

primordiais e primarios (Hirshfield, 1991) sugerindo que essas células

participem do crescimento folicular nos diferentes estagios de desenvolvimento.

Figura 5. Microscopia de luz de foliculo secundéario bovino com varias camadas de

células da granulosa de formato cubdide ao redor do ovécito. CG = célula da

granulosa Ponta de seta mostra cromatina condensada do nucleo. X750
Fonte: Fair et al. (1997)
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Concomitantemente a intensa proliferacdo das células da granulosa,
uma cavidade repleta de liquido, o antro, é formada (Figura 6). As células da
granulosa ao redor do ovocito se diferenciam em células do cumulus e
juntamente com as células da granulosa murais continuam a se multiplicar; o
antro também continua a se expandir (Reader, 2007). Esses foliculos séo
chamados de antrais, que crescerdao, mas apenas alguns deles serdo ovulados
(Ireland, 1987).

Figura 6. Microscopia de luz de foliculo antral bovino com véarias camadas de células
da granulosa de formato cubdide ao redor do ovécito e a presenca do antro (A).
CG = células da granulosa. Cabeca de seta mostra cromatina condensada do

ndcleo e a seta aponta a zona peldcida. X370 Fonte: Fair et al. (1997).

Nos foliculos secundarios, a variagdo mais observada esta no quesito
namero de células da granulosa ao redor do ovocito (Quadro 3), uma vez que o
inicio de formacéo de antro ocorre em diferentes diametros foliculares, nas
diversas espécies. No suino, por exemplo, o antro comeca a ser formado
guando o foliculo ovariano atinge 400 um de diametro (Morbeck et al., 1992) e

ja no bovino quando atinge 200 um (Figueiredo et al., 1994).
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Quadro 3. Didmetros (um) de foliculo e ovAcito e niumero de células da granulosa de

foliculos secundarios em diferentes espécies.

Espécie Diametro | Diametro N° de Referéncia
do do células da

foliculo ovocito granulosa
Bovino 88,4 43,8 62,0 Kacinskis et al. (2005)
Bubalino 53,3 26,9 - Mondadori et al. (2007)
Ovino 128,5 72,9 637 Lundy et al.(1999)
Caprino 44,2 24,5 31,0 Lucci et al. (2001)
Felino 74,6 40,8 46,2 Carrijo-Junior et al. (2009)
Canino 101,6 48,0 61,5 de Campos et al., (2007)
Canino 102,4 - - Doleiel et al. (2004)

Os foliculos ovarianos de todas as classes séo envoltos por uma lamina
basal (Fair et al., 1997). Como pode ser observado nos quadros apresentados,
o diametro dos foliculos e dos seus respectivos ovocitos aumenta durante o
desenvolvimento de primordiais a secundarios. Esse aumento ocorre devido a
proliferacdo e aumento no volume das células da granulosa e no caso dos
ovocitos pelo acumulo de componentes citoplasmaticos e expansao do

ovoplasma (Fair et al., 1997).

2.3. Caracterizacao Ultraestrutural
2.3.1. Foliculo Primordial

Os foliculos primordiais possuem ovécito oval ou esférico, com nucleo
central ou excéntrico. O nucléolo de ovdcitos inclusos em foliculos primordiais é
transcripcionalmente inativo, caracterizado por um reticulo no qual granulos
sdo embebidos e quantidade variada de vacuolos esta presente (Fair et al.,
1997a). O tamanho dos vacuolos determina o formato do nucléolo; em anel ou
em forma de reticulo compacto. Por outro lado, para Reader (2007)
caracteristicas como nucléolo reticulado e membrana nuclear porosa indicam
transcricdo ativa de genes e sintese de RNA ribossomal. O citoplasma do

ovOcito é caracterizado pela presenca de organelas localizadas proximas ao
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ndcleo, sendo as mitocondrias redondas as mais abundantes (Figura 7). As
redondas com cristas periféricas e granulos elétron-densos em sua matriz sdo
descritas em bovinos (Fair et al.,1997a). Ainda em bovinos e também em
bubalinos, as mitocéndrias possuem cristas transversais dividindo sua matriz
em dois ou trés compartimentos (Kacinskis et al., 2005; Mondadori et al., 2007).
JA nas mitocbndrias de ovOcitos caprinos, cristas transversais paralelas a
superficie da membrana externa da matriz mitocondrial deixam em evidéncia
uma area central e larga de elétron-densidade moderada (Lucci et al., 2001).
Por fim, Carrijo-Junior et al. (2009) descrevem dois tipos de mitocondrias em
ovocitos de gatas: as de baixa elétron-densidade com poucas cristas
periféricas e as muito elétron-densas repletas de cristas. A presenca destas
mitocondrias redondas, conhecidas como imaturas, € condizente com o estagio
de foliculos primordiais que possuem ovOcito quiescente e que nao requer

grande quantidade de energia para sobreviver (Kacinskis et al., 2005).

Além de mitocondrias, o ovoplasma de foliculo primordial contém gotas
lipidicas, reticulo endoplasmatico, algumas cisternas de complexo de Golgi,
polirribosomos e poucas vesiculas. Muitas vezes o reticulo endoplasmatico, as
mitocondrias e as gotas lipidicas encontram-se em associacdo (Figura 8). Esta
associacao permite a eficiente transmisséo de sinais de calcio citosolicos para
a mitocondria possibilitando a ativacdo do metabolismo mitocondrial e aumento
do suprimento de ATP para as bombas de calcio no reticulo endoplasmaético
(Rizzuto et al., 2000; Dumollard et al., 2007). Nas cabras, bufalas e ovelhas
selvagens, o citoplasma do ovdcito € repleto de vesiculas (Figuras 9 e 10) com
diferentes contetdos (Lucci et al., 2001; Mondadori et al., 2007; Reader, 2007).

As células da granulosa contém um nucleo que acompanha o formato da
célula, com aglomerados de cromatina condensada e descondensada. Nas
cabras ha baixa densidade de organelas no citoplasma dessas células (Lucci et
al., 2001) e nas bufalas figuras mielinicas estdo presentes (Mondadori et al.,
2007). Figuras mielinicas representam vesiculas de digestdo de estruturas
velhas ou ndo-funcionais as células (Fawcet, 1966). No geral, ndo foram
observadas juncdes especializadas entre as células da granulosa ou entre as

células da granulosa e do ovocito, mas apenas uma justaposicdo entre elas.
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Nesse estagio, substancias requeridas para metabolismo energético do ovécito

entram por difusdo através de contato intimo entre as membranas das células

da granulosa e do ovécito ou ainda, sdo incorporados por endocitose. Isto pode

ser observado pela presenca de grande quantidade de coated pits no

citoplasma de ovécitos bovinos de foliculos primordiais (Fair et al., 1995;

Kacinskis et al., 2005). Porém, Fair et al. (1997a) relataram juncdes Gap bem

desenvolvidas entre células da granulosa adjacentes em bovinos.

Figura 7. Ultramicrografia de foliculo
primordial bovino mostrando mitocondrias
redondas (rM) e alongadas (eM) em intimo
contato com reticulo endoplasmatico liso
(SER) e gota lipidica (L). x22.800. Fonte: Fair
et al. (1997a).

Figura 8. Ultramicrografia de foliculo
primordial de ovelha selvagem. Detalhe da
interacdo entre gota lipidica (I), mitocondria
(m) e reticulo endoplasmatico liso (ser).
Fonte: Reader (2007).
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Figura 9. Ultramicrografia de foliculo primordial Figura 10. Ultramicrografia  de
de ovelha selvagem mostrando a presenca de tqjiculos primordial bubalino
inumeras vesiculas no citoplasma do ovocito. O0  ostrando abundancia de vesiculas
= ovdcito, n = nucleo, gc = célula da granulosa, v (v no ovoplasma e reticulo

= vesicula. Fonte: Reader (2007). endoplasmatico rugoso nas células da

granulosa (estrela aberta). bm =
membrana basal; GC = célula da
granulosa; O = ovOcito;, m =
mitocondria; ser = reticulo
endoplasmético liso Bar = 0.2um.
Fonte: Mondadori et al. (2007).

2.3.2 Foliculo Primério

Nos foliculos primérios os ovocitos sdo predominantemente esféricos e
apresentam citoplasma repleto de coated pits, vesiculas, microvilosidades
mitocondrias redondas e algumas alongadas (vacas: Hyttel et al., 1986; Fair et
al., 1997., Kacinskis et al., 2005, ovelhas: Hay et al., 1976, cabras: Sharma &
Sawhney, 1999; Lucci et al., 1999; 2001, gatas: Carrijo-Junior et al., 2009,
bufalas: Mondadori et al., 2007; 2008 e mulheres: Bruin et al.,, 2002;
Westergaard et al. 2007).. Nos bovinos as mitocondrias se localizam na regido
cortical do ovécito e existe uma grande quantidade de polirribosomos livres
(Fair et al., 1995). Em humanos, as organelas localizam-se mais préximas do
nacleo (Figura 11) e a essa disposi¢cdo da-se o nome de corpos de Balbiani
(Bruin et al., 2002). Inimeras vesiculas grandes ocupam a maior parte do
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citoplasma ovocitario de bufalas (Mondadori et al., 2007). Nas gatas, as

organelas se organizam em conglomerados (Carrijo-Junior et al., 2009).

Figura 11. Ultramicrografia de foliculo primario humano mostrando corpos de Balbiani.
X3.800. Nu = nucleo, Ov = ovacito. Fonte: Hertig & Adams, 1967.

O citoplasma ovocitario ocupa todos 0s espagos entre ovocitos e células
da granulosa, geralmente invadindo espacos entre duas células da granulosa
(Lucci et al.,, 2001; Kacinskis et al., 2005; Mondadori et al., 2007; Reader,
2007). Nesse estagio de desenvolvimento do foliculo, sinais de zona peldcida
(Figura 12) sao observados entre os ovocitos e as células da granulosa em
bufalas (Mondadori et al., 2007) e circundando o ovocito (Figura 13) de porcas
da india (Adams & Hertig, 1964), macacas (Zamboni, 1974), coelhas (Nicosia
et al., 1975), mulheres (Hilmelstein-Braw et al., 1976), hamster (Oakberg,
1979), ovelhas selvagens (Reader, 2007) e gatas (Carrijo-Junior et al., 2009). O
citoplasma das células da granulosa possui mitocdndrias redondas, reticulo
endoplasmaético, poucas vesiculas e cisternas de Golgi (Lucci et al., 2001).
Juncbes aderentes sdo comuns entre ovocito e células da granulosa. Nos
foliculos que j& possuem zona pellcida, projecdes das células da granulosa a
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atravessam terminando botdes onde sdo observadas juncdes Gap no

ovoplasma. (Lucci et al., 2001)

Figura 12. Ultramicrografia de foliculo Figura 13. Ultramicrografia de foliculo
primario bubalino mostrando inicio de primario de gata mostrando zona pellcida
deposicdo de zona pelicida (ZP) e bem formada, GC = célula da granulosa; O =
justaposicdo de membrana do ovécito ovocito; ZP = zona pelucida. Fonte: Carrijo-
e células da granulosa (setas). bm = Junior et al. (2009).

membrana basal; GC = célula da

granulosa; O = ovdcito; N = nucleo; m

= mitocbndria, estrela aberta = reticulo

endoplasmatico rugoso. Bar = 0,4um

Fonte: Mondadori et al. (2007).

2.3.3 Foliculo Secundério

Nos ovdcitos dos foliculos secundarios o nucleo é grande, localiza-se na
periferia da célula e apresenta nucléolo fribilo-granular (Figura 14). Os centros
fibrilares invadem o nucléolo enquanto permanecem ligados a cromatina
condensada. Esta caracteristica é indicio de atividade transcripcional (Fair et
al.,, 1997a). As organelas localizam-se na periferia do ovoplasma e sao
representadas pelas mitocondrias redondas e alongadas, reticulo

endoplasmético e cisternas de Golgi bem desenvolvidas. Nos bovinos h&

17



grande quantidade de gotas lipidicas (Fair et al., 1995) e de figuras mielinicas

no ovoplasma (Kaninskis et al., 2005).

Figura 14. Ultramicrografia de ovécito de foliculo secundario bovino. Presenca de
nucléolo fibrilo-granular (seta) N = nucleo, O = ovdcito. Barra = 2um.
Fonte: Adaptada de Kacinskis et al (2005).

Nessa fase do desenvolvimento a zona pellcida ja esta formada ao redor
do ovdcito, exceto nas cabras e bufalas em que apenas sinais de zona pelucida
sdo observados (Lucci et al., 2001; Mondadori et al., 2007). O inicio da
formacdo da zona pelicida est4d relacionado com a presenca de
microvilosidades eretas nos ovdcitos e com projecdes das células da granulosa
no ovoplasma. Quando a zona pellcida esta totalmente formada as projecdes
das células da granulosa terminam em botdes no citoplasma do ovdcito onde
juncdes Gap (Figura 15) sédo visualizadas (Fair et al.,1997). Juncbes Gap sdo
responsaveis pela intercomunicacdo entre ovocitos e células da granulosa
durante o desenvolvimento dos gametas femininos (Grazul-Bilska et al., 1997).
Por isso, nesse estagio de desenvolvimento do foliculo os coated pits sdo
encontrados em numero bastante reduzido (Fair et al.,1997). Ha grande
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namero de vesiculas elétron-lucentes no citoplasma de ovdcitos e das células
da granulosa em cabras e bufalas (Lucci et al., 2001; Mondadori et al., 2007).
Lucci et al. (1999) sugerem que sdo vesiculas secretoras carreando material
para a sintese de zona pellcida. A zona pellcida é feita de glicoproteinas, as
guais estdo presentes no citoplasma de células foliculares (Wolgemuth et al.,
1984).

Figura 15. Ultramicrografia de foliculo secundario bovino mostrando inumeras
projecdes das células da granulosa terminando em jungfes Gap (setas).
Uma visdo mais proxima dessa juncdo pode ser vista no “inset”. O =
ovOcito, ZP = zona pelldcida. Barra = 1um. Fonte: Kacinskis et al.
(2005).

Granulos da cortical na regido profunda do cortex ovocitario sdo vistos
pela primeira vez na maioria das espécies. Nas gatas esses granulos ja se
apresentam de forma alinhada. Esta disposicdo, associada a organizacdo das

organelas em conglomerados (Figura 16), indicam que nas gatas domeésticas o
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processo de maturagdo ovocitaria ocorre precocemente (Carrijo-Junior et al.,
2009). Em outras espécies, essas caracteristicas s6 foram encontradas em
ovécitos durante maturacao in vitro (bovino - Hyttel et al., 1997, suino - Sun et
al., 2001, Torner et al., 2004; Brevini et al., 2007).

Ainda neste estagio, foi relatado que algumas células da granulosa
apresentam formato colunar ao invés de cubdide em foliculos de mulheres
(Bruin et al., 2002) e bufalas (Mondadori et al., 2007). Em cabras, se observa a
formacao de espacos entre as células da granulosa, que posteriormente serao
preenchidos por liquido folicular (Lucci et al., 2001). Acumulo progressivo de
fluido provoca distensdo dessas lacunas e formagédo do antro nos foliculos
antrais (Zamboni et al., 1974).

Figura 16. Ultramicrografia de foliculo secundario de gata mostrando organelas
organizadas em conglomerados e granulos da cortical (seta) alinhados a
membrana plasmatica. M = mitocéndria, O = ovécito, V = vesicula, ZP =
zona pelucida. Fonte: Carrijo-Junior et al. (2009).
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2.3.4 Foliculos Terciarios

Em foliculos terciarios, todos o0s ovocitos sdo completamente
circundados por zona pelucida, a qual € atravessada por projecdes das células
da granulosa que formam indentacbes no oolema (Fair et al.,, 1997). O
citoplasma do ovOcito € caracterizado pela presenca de mitocondrias
pleomdrficas e hooded (forma de capuz, Figura 17), e cisternas de Golgi bem
desenvolvidas. Em foliculos terciarios de bovinos, mitocondrias redondas e
alongadas sao predominantes (Fair et al., 1997). Associa¢cfes entre reticulo
endoplasmatico liso e rugoso, mitocdndrias e cisternas de Golgi sdo comuns,
tornando a forma livre dessas organelas menos frequente. Além disso, 0s
granulos da cortical aparecem organizados em agregados na regido profunda
do cortex ovocitario (Figura 18). Ainda ha grande quantidade de vesiculas no
ovoplasma, principalmente de bufalas (Mondadori et al., 2008). Porém, os
autores relataram que a maior parte dessas vesiculas sdo de fato vacuolos
lipidicos uma vez que nao sao circundadas por membrana (Figura 19). Grande
quantidade de lipideos em ovacitos de bufalas ja foi confirmada pela adicdo do
componente Tiol ao meio de maturacéo in vitro (Gasparrini et al. 2006, citado
por Mondadori et al., 2008).

Uma caracteristica marcante em foliculos terciarios € a formacao do
espaco perivitelineo associado a liberacdo de microvilosidades do ovécito da
zona peldcida (Figura 20) e de uma corona radiata compacta (Mondadori et al.,
2008). Nos ovocitos de bufalas de foliculos de 6mm de didmetro as organelas
localizam-se na regido perinuclear, sendo mitocondrias na regiao cortical e os
lipideos na regido medular (Mondadori et al., 2008). Os autores sugerem que
esta disposicdo denota uma alta taxa metabdlica desses ovocitos, que tende a
aumentar com o seu desenvolvimento e crescimento. As células da granulosa
possuem nucleo com cromatina frouxa e citoplasma contendo reticulo
endoplasmatico rugoso bem desenvolvido. Segundo Mondadori et al (2008)
essas caracteristicas mostram que ha elevada sintese protéica, 0 que permite

0 crescimento e desenvolvimento do ovdcito.
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Figura 17. Ultramicrografia de foliculo
lerciario bovino evidenciando mitocondrias
nooded (hM) x10.400 Fonte: Fair et al.

(1997)

Figura 19. Ultramicrografia de ovocito de

foliculo antral bubalino mostrando

abundéancia de vacuolos contendo lipideos

(V). m = mitocondrias, N = nucleo, Nu =

nucléolo. Fonte: Mondadori et al., 2008.

‘

Figura 18. Ultramicrografia de foliculo
terciario bovino mostrando agregados de
(CG). M =
mitocdndria, G = Complexo de Golgi, SER
vV =
vesiculas. X21.000. Fonte: Fair et al.
(1997)
=

granulos da cortical

= reticulo endoplasmatico liso,

Figura 20. Ultramicrografia de ovdcito de

bovino mostrando o
(PvS) e
microvilosidades (Mv). G = complexo de
Golgi. x26.400. Fonte: Fair et al. (1997).

foliculo antral

espaco perivitelineo
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2.4. Os lipideos na reproducdo

As células germinativas femininas de porcas possuem uma
caracteristica que chama muito a atencdo: a presenca de grande quantidade
de lipideos no citoplasma ovocitario de todas as classes foliculares. O que se
tem discutido recentemente é até que ponto os tipos de lipideos presentes no
ovoplasma e ndo apenas a quantidade destes pode interferir na aplicacao de
algumas biotecnologias aplicadas aos gametas femininos. Para elucidar esta

questao, é importante conhecer a estrutura, a funcdo e a composicao dos

lipideos nas células germinativas femininas.

2.4.1. Conceito, estrutura e funcéo dos lipideos

Os lipideos, mais conhecidos como gorduras, Sd80 um grupo
heterogéneo de compostos que possuem em comum o fato de ndo serem
sollveis em agua. Estas substancias sdo encontradas de diferentes formas nos
organismos vivos, como por exemplo: os 6Oleos (ésteres formados a partir de
acidos graxos que se apresentam sob forma liquida), gorduras (ésteres
formados a partir de acidos graxos que se apresentam sob forma sélida), ceras
(ésteres formados a partir de acidos graxos e alcoois de cadeia longa), além de
esterdides (como o colesterol e hormdnios sexuais), terpenos (geraniol),
sabdes, detergentes e sais biliares (Graziola et al., 2002). Estes lipideos,
mesmo em baixas concentragcdes, podem ser co-fatores enzimaticos,
transportadores de elétrons, pigmentos que absorvem luz, ancoras
hidrofébicas, agentes emulsificantes, horménios e mensageiros intracelulares
(Lehninger et al., 2000).

A estrutura fundamental dos lipideos é composta de acidos graxos ou
estruturas diretamente a ele relacionadas, como os alcoois, aldeidos ou
aminas. De fato, as gorduras naturais consistem de aproximadamente 95% de
triglicerideos ou triacilgliceréis, que consistem em trés acidos graxos

esterificados ao glicerol (Figura 21). Os outros 5% s&do tracos de
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monoglicerideos e diglicerideos, acidos graxos livres, fosfolipidios e esterdis. A
hidrélise acida dos triacilglicerideos leva a liberacdo dos correspondentes
acidos carboxilicos — os acidos graxos (Gunstone, 1996).

o H 1)
. | i
’ T o H=-C—0—C—R;
H-C—0OH | tl:li
|
H-c—oH + i el H-C—0—C-—R;
| H-0—C—R, ‘
H |:|: OH o
i
“ 5 H-C—0—C—R;
I
Glicerol H-0—C—Rj ill
(Tridleool) Ac. G i
c. Graxos Gordura ouOleo
( Triacilglicerdis)

Figura 21. Esquema demonstrativo da reacdo de esterificagédo - formacéo de

triacilgliceréis. Fonte: http://duplat.blogspot.com/

2.4.2. Os acidos graxos

Os éacidos graxos sao acidos carboxilicos que podem ser representados
pela forma RCO,H. Geralmente, o grupamento R é uma cadeia carb0Onica
longa (com mais de 14 atomos de carbonos) nao ramificada, com namero par
de atomos de carbono. Porém, essa cadeia pode ser ainda média (que possui
entre 6 e 14 atomos de carbono) ou curta (com quatro ou menos atomos de
carbono) (Belitz & Grosch, 1987). Podem ainda ser divididos em grupos no que
concerne a sua estrutura quimica. Os que nao contém dupla ligacdo na sua
estrutura sdo chamados saturados. Os insaturados contém duplas ligacfes e
se encontram sob duas formas: poliinsaturados, quando possuem mais de uma
dupla ligacdo na sua estrutura, e monoinsaturados, com apenas uma dupla
ligacdo (Peck, 1994). O grupo carboxila constitui a regido polar e a cadeia R, a
regido apolar da molécula (Holum, 1994).

Todas essas caracteristicas dos acidos graxos estao relacionadas com

as inumeras func¢des bioldgicas exercidas por eles nas células. Por exemplo, as
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membranas celulares sdo constituidas por fosfolipideos, formados por duas
moléculas de acidos graxos (uma saturada e outra insaturada) esterificadas ao
glicerol e um grupo fosfato. Estes acidos graxos presentes nos fosfolipideos
sdo responsaveis pela manutencdo da fluidez e funcdo das membranas
(Sumida et al, 1993; Faergeman & Knudsen 1997). Lipideos também podem
ser encontrados na forma de estoque em todas as células mamiferas e este
estoque tende a ser predominantemente de triglicerideos compostos por

cadeias de acidos graxos monoinsaturados (Gurr & Harwood,1991).

2.4.3. Lipideos e os ovocitos

Os ovécitos de todos os mamiferos contém lipideos e esse conteudo
varia entre as espécies em termos de aparente abundancia e utilizacdo. Esta
variacao pode ser espécie-especifica ou estar relacionada com fatores como o
status fisioldgico, o tipo de dieta do animal ou ainda, pela maturacdo do
ovOcito: se realizada in vivo ou in vitro (Adamiak et al.,, 2004; Leroy et al.,
2004). Altas concentracdes de lipideos na dieta, por exemplo, podem
influenciar tanto o conteido de &cidos graxos de membranas celulares e
citoplasma de ovdcitos quanto o seu desenvolvimento e competéncia (Fouladi-
Nashta et al., 2007). Suplementacdo da dieta com gorduras tem aumentado o
namero total de foliculos e estimulado o crescimento e o tamanho de foliculos
pré-ovulatorios (Mattos et al., 2000). Além disso, o0 aumento de precursores dos
acidos graxos esta diretamente relacionado a secrecdo de esterdides e
eicosandides que podem alterar a funcdo ovariana e uterina e afetar a
implantacdo embrionaria (Wang & Dey, 2005).

Em um estudo realizado por McEvoy (2000) foi constatado que ovocitos
de foliculos antrais de porcas possuem trés vezes maior quantidade de
triglicerideos em seu citoplasma quando comparado a ovocitos de ovelhas e
vacas. Acidos graxos saturados (média = 45-55%,) foram mais abundantes do
gue 0s mono- (27-34%) ou poliinsaturados (11-21%) nos ovoplasmas suinos.
Além disso, observou-se no mesmo trabalho que existem diferengas na
quantidade e proporcdo dos diferentes acidos graxos presentes nas células

germinativas de porcas, ovelhas e vacas. Dentre o0s acidos graxos
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poliinsaturados, o acido araquidénico (20:4n-6; 1-3%) e o linoléico (18:2n-6; 5-
8%) foram os mais abundantes nas 3 espécies. Outros trabalhos descrevendo
perfil lipidico de ovdcitos de diversas espécies ja foram realizados. O &cido
graxo saturado, denominado palmitico foi o mais encontrado em ovadcitos de
porcas (Homa et al.,1986; Khandoker et al., 1997; McEvoy et al., 2000) e vacas
(Khandoker et al., 1997; McEvoy et al.,, 2000). Todos esses estudos foram
realizados com ovocitos provenientes de foliculos ovarianos antrais, porém
nenhum em foliculos ovarianos pré-antrais.

O conteudo lipidico de ovécitos e embrides é um parametro importante
ligado a qualidade e criotolerancia (Leroy et al., 2005). Tem sido sugerido que a
concentracdo de &cidos graxos poliinsaturados nos ovocitos imaturos de
bovinos pode afetar a sensibilidade ao frio (Zeron et al.,1999; McEvoy et al.,
2000) e que o aumento nos niveis de acidos graxos poliinsaturados durante o
inverno influencia na resisténcia ao frio de ovécitos ovinos (Zeron et al., 2003).
Isso porque os lipideos reagem de formas diferentes quando expostos a baixas
temperaturas. Desta forma, cada acido graxo muda do estado liquido para um
estado gelatinoso em temperaturas especificas de congelamento. Isso ocorre,
pois a cadeia hidrocarbonada de um acido graxo saturado existe, geralmente,
sob uma forma estendida, uma vez que esta sua conformacdo linear, flexivel, é
o estado de menor energia. Em contraste, os acidos graxos insaturados
contém dobramentos rigidos em suas cadeias carbdnicas, pois as duplas
ligagBes ndo giram. A conformacéo linear dos acidos graxos saturados permite
um melhor empacotamento dos mesmos, fazendo com que as moléculas
figuem mais proximas umas das outras e, com iSso, aumenta a interacado entre
elas. No caso dos acidos graxos insaturados, a dupla ligagdo ndo permite um
empacotamento tdo eficiente das moléculas, fazendo com que as interagdes
entre elas sejam menores. Como consequéncia, os acidos graxos saturados
possuem um ponto de fusdo maior que os insaturados (Graziola et al., 2002).

Correlacionando essas caracteristicas com o0 processo de
congelamento, acidos graxos com duplas ligacbes (que dificultam o
empacotamento dos fosfolipideos, por exemplo) impedem sua cristalizagdo
(Alberts et al., 2001). Na criopreservacao de embrides, ja foi demonstrado que
a adicao do acido linoléico (AL), um acido graxo poliinsaturado, ao meio de

cultivo antes da criopreservacdo aumenta significativamente a sobrevivéncia
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dos embrides bovinos produzidos in vitro ap0s congelacado-descongelagéo
(Imai et al. 1997; Tominaga et al., 2000). Esse efeito benéfico do AL sobre o
desenvolvimento embrionario apds congelagdo e descongelacdo pode ser
devido a um aumento do conteudo de acidos graxos insaturados na membrana
das células antes da criopreservacdo (Tominaga et al., 2000). A fluidez da
membrana em células vivas é determinada pela composi¢éo lipidica como o
tamanho das cadeias de carbono e do nivel de insaturacdo dos fosfolipideos de
membrana. Uma maior fluidez facilita perda de agua pelas células durante o
congelamento lento (Drobnis et al., 1993). Por todos estes fatores a analise do

perfil lipidico de ovdcitos tem sido alvo de interesse.
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3. Justificativa

Para que biotecnologias como a criopreservacao possam ser largamente
aplicadas com fins comerciais, € crucial conhecer a morfologia de ovocitos e
foliculos ovarianos. A caracterizagdo morfométrica e ultraestrutural de foliculos
ovarianos ja foi realizada em vacas (Hyttel et al., 1986; Kacinskis et al., 2005)
ovelhas (Hay et al., 1976), cabras (Sharma & Sawhney, 1999; Lucci et al.,
1999; 2001), gatas (Carrijo-Junior et al., 2009), bafalas (Mondadori et al., 2007;
2008) e mulheres (Bruin et al., 2002; Westergaard et al. 2007). No entanto, as
caracteristicas morfomeétricas e ultraestruturais de foliculos ovarianos de porcas
ainda ndo foram totalmente descritas.

Além disso, a grande dificuldade em se preservar gametas femininos de
porcas tem sido atribuida a presenca de grande quantidade de lipideo no
ovoplasma suino e a hipersensibilidade destes a baixas temperaturas. Sabe-se
que existe um grupo heterogéneo de lipideos e que ha diferencas entre eles no
quesito sensibilidade ao frio. Alguns estudos sobre a caracterizacéo lipidica de
ovocitos de gatas e cadelas (Guraya, 1965), vacas (McEvoy et al., 2000),
mulheres (Matorras et al., 1998), ratas (Loewenstein & Cohen, 1964), coelhas
(Khandoker et al., 1996), ovelhas (McEvoy et al., 2000) e porcas (Homa et al.,
1986, McEvoy et al., 2000) tém sido realizados, porém todos estes estudos

foram feitos em ovacitos provenientes de foliculos antrais e ndo ha na literatura
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relatos em foliculos ovarianos pré-antrais. Estabelecendo o perfil lipidico para
0s ovocitos suinos em diferentes estidgios de desenvolvimento, o presente
trabalho podera contribuir identificando o estagio mais propicio (que contenha
menos lipideos, ou acidos graxos menos sensiveis) para aplicacdo de
biotecnologias como a criopreservacao de células germinativas femininas.
Assim, a unido entre os conhecimentos da morfometria e ultraestrutura
com a descricdo detalhada do perfil de &cidos graxos de ovocitos e foliculos
ovarianos em suinos pode ser de fundamental importancia para que novas
tecnologias possam ser desenvolvidas com intuito de preservar o material
genético de fémeas geneticamente melhoradas. Este trabalho pode servir
como modelo também para estudos visando a preservacéo de espécies nativas
como Piau, Nilo, Pirapetinga, Caruncho, Casco de Mula, Rabo de Peixe e
Monteiro, que se encontram em numero cada vez mais reduzido (Mariante et
al., 2003) e que representam um grande potencial a ser explorado, devido as
diversas caracteristicas como rusticidade, adaptabilidade e resisténcia a

doencas.
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4.0Objetivos

4.1 Objetivo Geral

Caracterizar morfométrica e ultraestruturalmente e descrever o perfil
lipidico de ovdcitos e foliculos ovarianos de suinos em diferentes estagios de

desenvolvimento.

4.2 Objetivos Especificos

- Descrever a morfometria e a ultraestrutura de foliculos primordiais,
primérios e secundarios suinos;

- Descrever a ultraestrutura de foliculos terciarios suinos;

- Quantificar e determinar os acidos graxos presentes nas diferentes
classes de foliculos ovarianos de suinos (primordiais, primarios, secundarios e

terciarios).
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5. Materiais e Métodos
5.1 Coleta e preparacao dos ovarios

Ovéarios de fémeas suinas pré-puberes oriundas de cruzamento
industrial foram coletados em abatedouro oficial (BONASA — Asa Alimentos) e
transportados em solugdo salina a uma temperatura de 37 °C durante uma
hora. No laboratério, os ovarios foram lavados em solugéo salina e etanol 70%.
Amostras de cortex ovariano foram retiradas para avaliacdo dos foliculos preé-
antrais (primordiais, primarios e secundarios). Foliculos antrais (terciarios)
foram dissecados com o auxilio de uma lupa e pincas e divididos por diametro

em trés grupos: 1) até 2mm, 2) de 2 a 4mm, e 3) de 4 a 6mm.

5.2 Processamento para microscopia de luz

Apenas foliculos pré-antrais foram avaliados por microscopia de luz.
Pequenas amostras de cértex (1cm?) foram fixadas em solucdo de Carnoy
(60% etanol, 30% cloroférmio e 10% &cido acético) por quatro horas,
desidratados em concentracdes crescentes de etanol (70%, 80%, 90% e
100%), diafanizados em xilol e incluidos em parafina. Cortes de 5 um de
espessura foram montados em laminas de vidro, corados com Hematoxilina e
Eosina e observados ao microscopio de luz Zeiss Axiophot (Zeiss, Oberkochen,

Alemanha).
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Para descricéo histoldgica, os foliculos pré-antrais foram classificados da
seguinte forma: foliculos primordiais apresentaram um ovdcito rodeado por
uma camada de células da granulosa (CGs) achatadas ou achatadas e
cuboidais; foliculos primarios apresentavam uma camada de CGs cuboidais e
foliculos secundarios onde os ovocitos eram rodeados por duas ou mais
camadas de CGs cuboidais. Medidas do diametro folicular, ovocitario e do
nacleo do ovécito e contagem das células da granulosa foram obtidos de
foliculos ovarianos primordiais (N=113), primarios (N=76) e secundarios (N=
27), sendo estas medidas realizadas apenas em foliculos morfologicamente
normais e com nucleo do ovécito visivel. O programa utilizado para realizagcdo
dessas mensuracdes foi o Image Pro-Plus 5.1 (Media Cybernetics Inc., Silver

Spring, Maryland).

5.3 Processamento para microscopia eletrénica de transmisséo

Foliculos pré-antrais e antrais foram processados para microscopia
eletrbnica de transmissao de rotina e para o metodo dsmio-imidazol (deteccéo
de lipideos). Pequenas fatias de cortex ovariano e os foliculos antrais isolados
foram fixados em Karnowisky (2% paraformaldeido, 2% glutaraldeido e 3%
sacarose em tampao cacodilato de sédio 0,1 M) por trés horas, pés-fixadas em
tetroxido de 6smio (1%), ferricianeto de potassio (0,8%) e 5mM de CacCly,
desidratados em concentragdes crescentes de acetona (30%, 50%, 70%, 90%
e 100%), infiltrados e incluidos em resina Spurr.

A deteccdo de lipideos foi realizada utilizando o método do ésmio-
imidazol. Amostras de cortex ovariano e de foliculos antrais foram fixadas como
descrito anteriormente, lavadas em tampéao cacodilato (0,1M) e em seguida em
tampao imidazol (0,1M). Na pés-fixagdo elas foram incubadas por 30 minutos
em solucao tetréxido de 6smio 2% em tampao imidazol (0,2M; pH 7,5). Em
seguida, as amostras foram lavadas em tampao imidazol, desidratadas em
concentracfes crescentes de acetona (30%, 50%, 70%, 90% e 100%),
infiltrados e incluidos em resina Spurr.

Cortes semifinos (3 pum) foram corados com azul de toluidina e

observados em microscopio de luz para localizagcdo dos ovocitos. Os cortes
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ultrafinos (70 nm) foram coletados em telas de cobre e observados em
microscopio eletrénico de transmisséao (Jeol 1011).

Para descricdo ultraestrutural, as caracteristicas do citoplasma de
ovocitos e células da granulosa, presenca e distribuicdo de organelas,
membranas plasmatica e nuclear e zona pelicida foram observadas. Foram
analisados foliculos primordiais (N=10), primarios (N=9), secundarios (N=6) e
terciarios (N=14)

5.4 Andlise por cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) dos &cidos
graxos presentes nos foliculos pré-antrais e ovécitos de foliculos

antrais

Para este processamento os foliculos ovarianos pré-antrais foram isolados
do tecido utilizando-se o Tissue Chopper pela técnica descrita por Figueredo et
al (1992), separados e purificados do restante do tecido utilizando-se
micropipetas de vidro. Foi processado o conjunto ovocito e células da
granulosa. J& os ovécitos imaturos inclusos em foliculos antrais foram
puncionados e apenas ovocitos com citoplasma de granulagédo fina e com
varias camadas de células do cumulus ao seu redor foram selecionados
utilizando-se para isso, um estereomicroscopio. Em seguida os ovacitos foram
submetidos ao vortex por 2 minutos para retirada de células do cumulus ou
outras contaminantes. As amostras de foliculos pré-antrais e de ovdcitos
oriundos de foliculos antrais foram congelados (-20°C) em ependorffs contendo
PBS até o momento das analises.

O protocolo de extracdo de acidos graxos livres seguiu 0 procedimento
descrito por Folch et al. (1957). As amostras foram homogeneizadas em
solucdo contendo cloroférmio (HCCI3) e metanol (metOH) na proporgéo 2:1 e
em seguida centrifugadas a 1000 rpm por 10 segundos para a separacao em
duas fases. A fase inferior foi transferida para outro eppendorf e a ela foram
adicionados metOH, HCCl3 e H,O. ApOs uma segunda centrifugacdo na mesma
rotacdo e tempo a fase aquosa foi retirada e a fase inferior foi misturada a fase
organica da primeira extracdo. Em seguida foi acrescentado 0,5 mL da solug&o
de Folch (48 metOH: 3 HCCl3: 47 H,0), a mistura foi homogeneizada no vortex

e a fase aquosa desprezada. Por fim, o solvente orgénico foi evaporado
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utilizando um rotaevaporador (SPEEDVAC-100, Horizon). Em uma segunda
etapa, esses 4cidos graxos passaram por um processo de saponificacdo. As
amostras extraidas foram ressuspendidas em 2mL de NaOH 0,5M e deixados
em banho-maria por 2h a 37°C. Feito isso foram adicionados 2mL de HCI e
1mL de n-hexano. A mistura foi homogeneizada em vortex e a fase superior
(contendo n-hexano) foi transferida para outro eppendorf. A solucdo foi
novamente evaporada utilizando-se o rotaevaporador. Por fim, foi realizada a
derivatizacdo para HPLC. A amostra foi ressuspendida em O0,1mL de
acetonitrila (ACN) e homogeneizada no vortex. Em um tubo foram adicionados
0,04mL dessa suspensédo, 0,02mL do reagente 1 (Brometil metdxi coumarina
em ACN) e 0,02mL do reagente 2 (18 —crown-6-éter em ACN e carbonato de
potassio) e submetidos a banho seco a 60°C por 15 min. A composi¢cdo dos
acidos graxos presentes nas amostras foi obtida em sistema de HPLC,
utilizando coluna para separacdo de lipideos. As dosagens foram realizadas
separadamente em dois grupos: foliculos pré-antrais (Grupo 1) e ovdcitos de
foliculos antrais (Grupo 2). Foram analisados 3000 foliculos pré-antrais e 1000

ovocitos oriundos de foliculos antrais.

5.5 Anélise Estatistica

Os dados das medidas de foliculo, ovécito, nacleo do ovécito e do numero
de células da granulosa nas diferentes classes de foliculo pré-antrais foram
analisados por ANOVA e teste de Scheffe (StatView for Windows, SAS Institute
Inc., Cary, NC, USA). As porcentagens dos &cidos graxos saturados e
insaturados em foliculos pré-antrais e ovocitos de foliculos antrais foram
comparadas pelo teste QUi-quadrado. Os valores foram considerados

estatisticamente significantes quando P<0,05.



6. Resultados

6.1 Histologia

Foliculos primordiais consistiram de ovocito rodeado por células da
granulosa achatadas ou achatadas e cuboidais (Fig. 22A). Células cuboidais
guando presentes apareciam em pequeno numero e geralmente em um dos
pélos do foliculo. Foliculos primérios apresentaram uma camada completa de
células cuboidais ao redor do ovocito (Fig. 22B). Foliculos secundarios

possuiam duas ou mais camadas de células da granulosa cuboidais (Fig. 22C).

Figura 22. Fotomicrografias em microscopia de luz de foliculos ovarianos primordiais

(A), primério (B) e secundario (C) de suinos. O = ovocito, Nu = nucleo do
ovocito e CG = célula da granulosa. Barra = 10 pm.
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Os diametros de foliculo, ovécito e nucleo do ovocito e o numero de
células da granulosa de foliculos primordiais, primarios e secundarios de

suinos estao representados na Tabela 1.

Tabela 1. Diametros (um) de foliculo, ovécito e nucleo do ovocito e nimero de células
da granulosa de foliculos primordiais, primarios e secundarios de suinos. Média +

desvio padréo (variacao).

Classe N Didmetro  Didmetro do Diadmetro N° de células
Folicular folicular ovocito do nucleo da granulosa
Primordial 113  33,8+3,4° 26,0+2,5%  14,7+1,6° 5,2+2,4°
(23-52) (18-36) (8-20) (1-17)
Primario 76 40,4#51°  27,3x2,8° 152+1,7%°  8,4%3,9"
(23-67) (20-38) (9-22) (1-22)
Secundéario 27  84,5+15,1° 39,1+6,8° 19,6+3,6° 49,7+22,8°
(36-142) (22-66) (11-34) (30-90)

Médias com diferentes letras ha mesma coluna diferem significativamente (P<0,05)

6.2 Microscopia eletrbnica de transmisséo

6.2.1 Foliculo Primordial

Os foliculos primordiais apresentavam ovocito de formato oval ou
esférico, com citoplasma grande e homogéneo. O nudcleo localizava-se no
centro e seu formato era oval (Fig. 23a). A cromatina estava descondensada e
algumas vezes eram observados nucléolos na periferia do nucleo.

As organelas concentravam-se principalmente préximas ao nucleo do
ovOcito, sendo que as organelas mais abundantes foram as mitocéndrias
redondas. Estas apresentavam algumas cristas na periferia e outras que
dividiam sua matriz em dois a quatro compartimentos. Granulos elétron-densos
(depésitos de caélcio) elou vacuolos no interior das mitocondrias foram
comumente observados (Fig. 23b). Mitocondrias alongadas foram raramente

observadas. Associados as mitocondrias ou livres no citoplasma do ovdcito
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havia uma grande quantidade de reticulo endoplasmatico rugoso, que se
caracterizavam por estruturas semelhantes a tabulos achatados.

Em todos os foliculos primordiais analisados foram encontradas
vesiculas de secrecdo e digestdo no ovoplasma. Cisternas do complexo de
Golgi foram raramente observadas e geralmente estavam localizados bem
proximos ao nucleo ovocitario. Goticulas de lipideo estavam sempre presentes,
normalmente localizadas em um dos pélos do ovécito (Fig. 23a) e
encontravam-se, as vezes, envolvidas por reticulo endoplasmatico liso (Fig.
23b). Figuras mielinicas apareciam em pequena quantidade no citoplasma do
ovocito. As membranas celulares do ovécito e da granulosa estavam em

justaposicéo e foram observadas zonas de adesédo e algumas microvilosidades

entre essas membranas.

Figura 23. Fotomicrografias em microscopia eletrbnica de transmissdo mostrando
visdo geral de foliculo primordial (a). Em (b) sdo mostradas mitocéndrias
circulares com (seta) e sem vacuolo. Nu = nudcleo do ovécito, O = ovdcito, CG =
célula da granulosa, Lp = lipideo, ER = reticulo endoplasmatico, rM = mitocondria
redonda. (a) Barra = 10 um e em (b) Barra = 0.5um.

As células da granulosa apresentavam-se pavimentosas e seu nucleo
ocupava quase 90% da célula. Esse nucleo possuia formato irregular ou
alongado, com cromatina descondensada e alguns aglomerados de cromatina
condensada e em algumas células eram observados nucléolos. Mitocéndrias
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circulares e reticulo endoplasmatico liso eram as organelas predominantes no
citoplasma das células da granulosa. Lipideos também foram comumente
observados (Fig 24).

Figura 24. Fotomicrografia em microscopia eletrbnica de transmissdo mostrando gotas
lipidicas nas células da granulosa de foliculo primordial. Lp = lipideo, O = ovdcito,

CG = célula da granulosa.

6.2.2 Foliculo Primério

Os ovdcitos de foliculos primarios apresentavam formato esférico
e algumas vezes alongado com um nucleo central ou excéntrico e esférico. As
organelas estavam mais bem distribuidas por todo ovoplasma (Fig. 25a) e este,
geralmente invadia espacos entre duas células da granulosa. As mitocondrias
redondas ainda eram as organelas mais abundantes e cristas dividiam suas
matrizes em compartimentos assim como nos foliculos primordiais. Algumas
mitocéndrias de formato alongado, reticulo endoplasmatico e complexo de
Golgi também puderam ser observados. As goticulas de lipideos formavam
aglomerados na regido cortical do citoplasma ovocitario. As juncdes entre as
membranas do ovdcito e células da granulosa eram mais freqientes, sendo
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observadas zonas de oclusdo, de adesdo (Fig 25b) e desmossomas.
Especializagbes de superficie livre, como as microvilosidades puderam ser

vistas no ovocito.

Figura 25. Fotomicrografia em microscopia eletronica de transmissdo mostrando viséo
geral de foliculo primario (a). Em (b) pode ser observado juncédo de adesdo
entre células da granulosa (seta) Nu = nlcleo do ovdcito, O = ovécito, CG

= célula da granulosa, Lp = lipideo, rM = mitocondria redonda. Barra = 5um

(@)

As células da granulosa eram cubdides e o nucleo acompanhava o
formato da célula e possuia cromatina descondensada e aglomerados de
cromatina condensada. A constituicdo do citoplasma das células da granulosa
de foliculos priméarios foi semelhante a de foliculos primordiais cem
mitocéndrias redondas e reticulo endoplasmatico liso sendo as organelas

predominantes. Lipideos também foram comumente observados.

6.2.3 Foliculo Secundario

Foliculos secundarios apresentavam ovocito e nucleo do ovdcito
esféricos, na maioria das vezes este se localizava na periferia assim como as

organelas, havendo uma zona livre de organelas proximo ao nucleo do ovdcito
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(Fig 26a). Mitocondrias redondas continuavam a ser as organelas mais
abundantes, havendo a presenca de algumas com formato alongado como
observado nos foliculos primarios. Além disso, organizavam-se na forma de
colar de pérolas (Fig. 26b). Cisternas de reticulo endoplasmatico liso
apresentavam-se mais dilatadas em relacdo as encontradas nas outras duas
classes de foliculos ovarianos pré-antrais. Cortes transversais de reticulo
endoplasmatico liso foram comumente observados. Além disso, reticulo
endoplasmatico rugoso era bastante comum. Cisternas de Golgi foram
raramente observadas, porém eram bem desenvolvidas e geralmente
localizadas proximas ao coértex do ovocito (Fig 26c).

As estruturas mais evidentes e em maior quantidade encontradas no
citoplasma do ovécito dos foliculos secundarios eram vesiculas elétron-
lucentes (Fig. 26a). Na maioria dos foliculos secundéarios analisados foi
observada a zona pellcida, que formava uma espessa camada em torno de
todo o ovocito. A zona pellcida era atravessada por proje¢des das células da
granulosa que terminavam em botdes no citoplasma do ovocito onde juncdes
Gap eram visualizadas (Fig 26d) Todas as ceélulas da granulosa possuiam
formato cubdide e em seu citoplasma o reticulo endoplasmatico apresentava
cisternas mais dilatadas e as mitocondrias uma maior quantidade de cristas.
Entre as células da granulosa pode ser observado inicio de formacéo de liquido

antral.
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Figura 26. Fotomicrografias em microscopia eletrbnica de transmissao de foliculos
secundarios suinos. Em (a) nucleo deslocado para a periferia do ovocito
Em (b) mitocdndrias organizadas em forma de colar de pérolas. (c) mostra
complexo de Golgi (seta) localizado no cértex ovocitario e (d) projecéo da
granulosa atravessando a zona pellcida e formando um botao (seta). Nu=
nacleo, V = vesicula, ZP = zona peldcida, * = zona livre de organelas

préximo ao nucleo do ovdcito

6.2.4 Foliculos terciarios

Nos cortes semifinos, os foliculos terciarios foram caracterizados por um
ovécito circundado por multicamadas de células da granulosa cubicas com
cavidade antral entre elas. No geral, as trés classes de foliculos antrais (<
2mm; 2-4mm and 4-6mm) apresentaram ultraestrutura semelhante. O ovdcito
possuia formato esférico com um nucleo circular localizado na regido periférica

do citoplasma da célula. Todos os ovécitos eram circundados por uma espessa
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zona pelucida (Fig. 27b). Projecbes das células da granulosa terminavam em
indentagbes no oolema. As microvilosidades do ovocito penetravam a zona
pelacida (Fig 27a). O desenvolvimento do espago perivitelineo estava
associado com a liberacdo das microvilosidades do ovdcito na zona pellcida, o
gue pode ser observado com maior freqiiéncia nos foliculos maiores que 2mm.
Material extruso foi algumas vezes observado no espago perivitelineo (Fig
27b).

Figura 27. Fotomicrografias em microscopia eletrénica de transmissdo de foliculo
terciario suino mostrando microvilosidades penetrando a zona pellcida
(@) e espaco perivitelineo com material extruso (b). Mv =
microvilosidades, O= ovécito, ZP = zona pellucida, EP = espago

perivitelineo.

Novamente, as mitocdndrias redondas eram as mais abundantes, porém
algumas alongadas e pleomorficas puderam também ser observadas (Fig.
28b). O complexo de Golgi apresentava uma maior quantidade de cisternas,
mas estas se apresentavam menos dilatadas. A forma livre de reticulo
endoplasmatico liso e rugoso tornou-se menos evidente. O citoplasma dos
ovoécitos estava repleto de vacuolos elétron-lucentes (Fig. 28a). Essas
estruturas geralmente estavam préximas as mitocondrias e ao reticulo

endoplasmatico liso. Coated pits apareciam em quantidade reduzida em
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ovocitos de foliculos menores que 2mm e ndo foram observados nas outras
classes de foliculos antrais. Células da granulosa, agora denominadas de

células do cumulus eram frouxamente organizadas e o reticulo endoplasmatico

liso era a organela mais abundante.

Figura 28. Fotomicrografias em microscopia eletrénica de transmisséo de foliculo

terciario suino. Em (a) grande quantidade de vacuolos no citoplasma do

ovdcito (setas). Em (b) detalhe de mitocondrias redondas e alongadas. O

ovicito, Nu = nudcleo do ovdcito, eM = mitocdndria alongada, rM
mitocondria redonda, ER = reticulo endoplasmatico rugoso. (a) Barra = 10

pm e em (b) Barra = 0.5um.

6.2.5. Método 6smio-imidazol

Quando o método do 6smio-imidazol foi aplicado a foliculos primordiais e
primarios, nenhuma diferenga foi encontrada em relacdo aos aspectos das
goticulas de lipideo que se apresentaram como estruturas negras e redondas.
Em contrapartida, nos foliculos secundarios e terciarios, uma grande diferenca
pode ser observada antes e apds a utilizacdo do método dsmio-imidazol. Nos
foliculos secundarios, as vesiculas elétron-lucentes eram de fato gotas lipidicas
gue se apresentavam como estruturas redondas negras ou cinzas (Fig. 29a e
b). Ja nos os foliculos terciarios, os grandes vacuolos elétron-lucentes eram
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gotas lipidicas ou vacuolos com conteudo lipidico. Essas estruturas possuiam
diferentes tamanhos, formatos e elétron-densidades. Algumas eram gotas
lipidicas negras com rajas elétron-lucentes no seu interior (Fig. 29c e d).

6.3 Perfil lipidico

Foram analisados apenas acidos graxos nao-esterificados, ou seja,
acidos graxos livres em um total de 15 acidos graxos, sendo 8 saturados e 7
insaturados, representados na Tabela 2. Tanto nos foliculos pré-antrais quanto
nos ovacitos de foliculos antrais os acidos graxos saturados foram encontrados
em maior porcentagem, 71,91% e 94,63%, do que os insaturados, 28,09% e
5,37%, respectivamente. (P<0,05). Além disso, a quantidade de acidos graxos
saturados foi maior nos ovdcitos dos foliculos antrais do que nos foliculos pré-
antrais (P<0,05).

Nos foliculos pré-antrais, os acidos graxos mais abundantes foram
palmitico (40,11%) e estearico (20,79%), ambos saturados. O terceiro mais
abundante foi um &cido graxo de cadeia insaturada, o acido oléico (10,19%). Ja
nos ovocitos de foliculos antrais, os acidos graxos palmitico e esteérico
também foram os predominantes (49,29 e 33,35%, respectivamente). No
entanto, o terceiro em maior quantidade foi também um acido graxo saturado, o
miristico (6,75%)



Figura 27. Fotomicrografias em microscopia eletrénica de transmissdo de
foliculos secundarios (a-b) e terciarios (c-d). Aparéncia escura
(a) e cinza (b-setas) de gotas lipidicas apés procedimento com
O6smio-imidazol. Visdo geral (c) do foliculo apresentando gotas
lipidicas de diferentes tamanhos, formatos e elétron-densidades
apos procedimento com ésmio-imidazol. Em (d) detalhe de gota
lipidica escura com rajas elétron-luscentes. Barras = 0.5um (a), 5
pm (b), 10 um (c) e 2 um (d).
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Tabela 2. Perfil de acidos graxos livres em foliculos pré-antrais e ovécitos de foliculos

antrais suinos.

Acidos Foliculo Pré-antral Foliculo Antral
graxos Formula % ng* % ng*
Saturados - 71,91"* 395326 94,63 416,882
caproico 6:0 0,13 0,764 0,10 0,459
caprilico 8:0 0,38 2,156 0,21 0,943
caprico 10:0 0,66 3,675 0,60 2,630
laurico 12:0 2,62 15,099 2,91 12,835
miristico 14:0 5,41 30,348 6,75 29,750
palmitico 16:0 40,11 217,153 49,29 217,153
margarico 17:0- 1,82 10,132 1,40 6,174
estearico 18:0 20,79 115,997 33,35 146,937
Insaturados - 28,09° 158,371 5,37°° 18,771
EPA 20:5 n-3 0,39 2,244 1,11 4,903
linolénico 20:3 n-6 0,00 0,000 0,00 0,000
DHA 22:5n-3 0,12 0,792 0,02 0,105
AA 20:4 n-6 8,207 46,109 0,03° 0,120
palmitoléico  16:1n-7 3,772 21,947 0,08° 0,354
linoléico 18:2 n-6 5,422 30,622 1,91° 8,423
oléico 18:1n-9 10,192 56,657 2,22° 9,768
Total - 100,00 553,698 100,00 440,557

* Dosagem em ng expressa por 1000 estruturas.

AB | etras diferentes na mesma coluna indicam diferenca significativa (P<0,05).

| etras diferentes na mesma linha indicam diferenca significativa (P<0,05).
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7. Discussao

O presente estudo descreveu a morfometria de foliculos ovarianos pré-
antrais, a ultraestrutura e o perfil de &cidos graxos livres das diferentes
categorias de foliculos ovarianos de suinos.

No presente estudo, o diametro dos foliculos pré-antrais e de seus
ovocitos foi semelhante ao encontrado em outras espécies como vacas
(Kacinskis et al., 2005), marsupiais (Lintern-Moore et al. 1976), bufalas
(Mondadori et al., 2007) e gatas domésticas (Carrijo-Junior et al., 2009), maior
gue o encontrado em cabras (Lucci et al., 2001) e macacas prego (Domingues
et al., 2004) e menor que o encontrado em ovelhas (Lundy et al., 1999). Alguns
foliculos secundarios de 250 a 351 um de didmetro foram observados (dados
ndo mostrados). Isso confirma que a formacgéo de antro nos foliculos ovarianos
de porcas (400 pm - Morbeck et al.,, 1992) ocorre tardiamente quando
comparado com os de bovinos (200 um - Figueiredo et al., 1994).

O crescimento do foliculo primordial suino ao estagio de foliculo terciario
de 10mm de didmetro é marcado pela diferenciacédo e proliferacdo das células
da granulosa, formacéo de antro e aumento no diametro do ovocito de 30um a
120 pm (Morbeck et al., 1992). O crescimento folicular em mamiferos ocorre
em duas fases distintas e caracteristicas. Na primeira fase, o crescimento do
foliculo e do ovacito coincide e esta correlacionado de uma maneira positiva e,
na segunda fase, o tamanho do ovdcito permanece constante ao passo que as

células da granulosa continuam a se proliferar (Hunter, 2000). No presente

47



estudo, foi observado crescimento coincidente do foliculo e do ovdcito na fase
pré-antral.

Durante a foliculogénese inimeras mudancgas ultraestruturais ocorrem
no citoplasma ovocitario. No geral, a ultraestrutura de foliculos ovarianos de
porcas foi semelhante a de outras espécies (humano - Oktay et al., 1997;
caprinos — Lucci et al., 2001; bovinos — Lucci et al., 2004; Kacinskis et al., 2005;
felino doméstico — Carrijo-Junior. et al., 2009). O mesmo ocorreu com foliculos
antrais (bovinos - Fair et al., 1997; bufalas — Mondadori et al., 2007; ovelhas
selvagens - Reader, 2007). No entanto, algumas diferencas puderam ser
observadas, indicando que cada espécie possui caracteristicas peculiares.

Mitocondrias redondas foram as organelas mais abundantes no
citoplasma dos ovocitos de todas as classes foliculares estudadas. Isso foi
descrito em foliculos pré-antrais de outras espécies como bufalos (Mondadori
et al., 2007) e bovinos (Kacinskis et al., 2005). Porém, em cabras a maior parte
das mitocondrias encontradas em ovocitos de foliculos secundarios € alongada
(Lucci et al., 2001). No presente estudo, mitocondrias alongadas e pleomorficas
foram observadas em foliculos terciarios. Fair et al. (1997) sugerem que as
mitocondrias redondas sejam organelas imaturas das quais as outras formas
derivam. Muitas mitocondrias apresentaram granulos elétron-densos e
vacuolos no interior de sua matriz. Esses granulos foram também descritos em
mitocondrias de ovdcitos de vacas (Kacinskis et al., 2005). De acordo com
Fawcett et al. (1966), esses granulos estdo presentes em células
transportadoras de ions encontradas no figado, rim e pancreas e estao
relacionados ao controle iénico interno da mitocondria. Gunter & Gunter (2004)
descreveram que esses granulos sdo depodsitos de calcio. Esses depositos
estdo relacionados a existéncia de um grande potencial de membrana
mitocondrial negativo.

Neste trabalho foram encontrados reticulo endoplasmatico liso e rugoso
mais desenvolvidos em foliculos secundarios e terciarios. O mesmo padrédo foi
observado nos ovécitos de bufalas (Mondadori et al., 2007). O reticulo
endoplasmatico liso tem fungbes em varios processos metabdlicos como
sintese de lipideos e esterdides, metabolismo de carboidratos, regulacdo da
concentracéo de calcio (Maxfield & Wistner, 2002). Considerando que ovocitos

de foliculos primordiais sdo quiescentes, reticulo endoplasmatico liso € mais
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evidente em ovOcitos em crescimento 0s quais apresentam intensa atividade
metabdlica como os foliculos secundarios e terciarios. Da mesma forma, o
reticulo endoplasmaético rugoso participa da sintese protéica incluindo a sintese
das glicoproteinas da zona pelticida (Dunbar et al., 1994). E esperado que essa
organela esteja mais desenvolvida em foliculos secundarios e terciarios que
possuem ovocito circundado por zona pelUcida. Uma intensa associacao entre
mitocondria e reticulo endoplasmético também foi encontrada. Essa associagéo
indica uma relacao fisioloégica entre eles, sendo que a mitocondria fornece
energia para o crescimento e para as atividades do reticulo endoplasmatico
(Bernhard & Rouiller, 1956).

O presente estudo mostrou que apenas em foliculos secundarios os
ovocitos eram completamente circundados por zona pelicida. Outros autores
encontraram o mesmo em bovinos (Russe, 1983; Fair et al., 1997). Entretanto,
zona pelucida foi observada circundando ovocitos de foliculos primarios de
porcos da india (Adams and Hertig, 1964), macacos (Zamboni, 1974), coelhos
(Nicosia et al.,, 1975), humanos (Hilmelstein-Braw et al., 1976) e hamster
(Oakberg, 1979). Quanto mais espessa a zona pelucida, maior 0 numero de
microvilosidades e proje¢cbes das células da granulosa. Essa grande
guantidade de microvilosidades pode ser um meio pelo qual substancias sejam
transportadas entre células da granulosa e ovécito. Foi observado no presente
trabalho que as projecdes das células da granulosa terminavam em botdes que
possuiam juncdes Gap. Evidéncias indicam que as interagdes célula somatica-
ovOcito via juncbes Gap sdo essenciais para o crescimento e metabolismo dos
ovocitos. Essa € umas das rotas pelas quais as células da granulosa
transmitem ions, nucleotideos e aminoacidos para o ovocito (Anderson &
Albertini, 1976; Herlands & Schutz, 1984). Em foliculos primordiais e primarios,
0S numerosos coated pits localizados na regido cortical do ovoplasma de
porcas do presente estudo, também ja foram observados no ovoplasma de
vacas (Fair et al.,, 1997). Essas estruturas suprem a auséncia de canais
especificos de comunicacgéo (Fair et al., 1997).

Muitas vesiculas, vacuolos e gotas lipidicas foram observados no
citoplasma de ovécitos de porcas. Essas estruturas foram encontradas em
diferentes tamanhos, formas, quantidades e elétron-densidades em todas as

classes de foliculos. Existem controvérsias relacionadas ao conceito de
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vesiculas, vacuolos e gotas lipidicas. Vesiculas estocam, transportam ou
digerem produtos celulares. Muitas possuem funcbes especializadas
dependendo do seu conteddo. Vesiculas sdo separadas do citosol por uma
membrana semelhante a membrana plasmatica e podem se fundir com essa
membrana para liberar conteddos para o meio extracelular ou se fundir com
outras organelas celulares (para revisédo veja Alberts, et al., 2001). Nas células
animais, vacuolos sdo estruturas que participam dos processos de endocitose
e exocitose. Nestes processos vacuolos sdo simples vesiculas de estoque que
permitem o transporte de proteinas e lipideos especificos para o meio
extracelular. Eles sédo formados pela fusdo de multiplas vesiculas e sé&o
simplesmente formas maiores destas. Vacuolos ndo possuem formato padréo e
sua estrutura varia com as necessidades da célula (para revisdo veja Brooker
et al., 2007). De acordo com Beller et al. (2008) gotas lipidicas sdo organelas
gue estocam lipideos (maior parte na forma de triglicerideos). Elas possuem
uma estrutura simples circundada por uma monocamada de fosfolipideos na
qual muitas proteinas se ligam.

A maior diferenca encontrada entre foliculos ovarianos de porcas e de
outras espécies é a grande quantidade de lipideo intracelular presente no
citoplasma dos ovocitos das porcas. Além disso, as células da granulosa
também apresentaram uma grande quantidade de gotas lipidicas em seu
citoplasma, principalmente em foliculos primordiais e primarios. Entre as
classes foliculares, foram observadas ainda, diferentes caracteristicas
relacionadas aos lipideos. Lipideos sdo um grupo heterogéneo de estruturas
que ocorrem naturalmente no ambiente como as gorduras, esteréides,
vitaminas (como as vitaminas A, D, E K), monoglicerideos, diglicerideos,
fosfolipideos e outros. Algumas das func¢des realizadas pelos lipideos incluem
estoque de energia, componentes estruturais das células e como importantes
moléculas sinalizadoras (Fahy et al., 2005).

Este trabalho mostrou que o citoplasma de ovocitos de foliculos
primordiais e primarios estava repleto de gotas lipidicas redondas e negras. Ja
nos ovocitos de foliculos secundarios e terciarios foram encontradas inimeras
vesiculas e vacuolos elétron-lucentes, respectivamente. Quando o método
osmio-imidazol foi utilizado, observou-se que estas estruturas eram de fato

gotas lipidicas ou vacuolos contendo lipideos. Enquanto nos foliculos

50



primordiais e primarios, as gotas lipidicas dos citoplasmas dos ovécitos
permaneceram com mesmo aspecto e densidade utilizando a pés-fixagdo com
O0smio ou com Osmio-imidazol, nos foliculos secundérios e terciarios o aspecto
elétron-denso so6 foi visto apdés marcacdo com imidazol. Imidazol € uma base
organica fraca solivel em agua, alcool e lipideos. O complexo ésmio-imidazol é
eficiente para contrastar acidos graxos saturados (Dickson & Meban, 1988). Ele
ainda facilita a entrada do 6smio nas células, aumentando o contraste dos
lipideos insaturados (Hayat, 1993).

Foi mostrado ainda que, apés o uso do complexo ésmio-imidazol, as
gotas lipidicas nos ovocitos de foliculos secundéarios eram estruturas negras ou
cinzas, redondas e nos terciérios estruturas negras com rajas elétron-lucentes.
Isachenko et al. (2001) descreveram dois tipos de gotas lipidicas em ovécitos
de porcas em estagio de vesicula germinativa — vesiculas negras e
homogéneas e vesiculas cinza com rajas elétron-lucentes. Esses autores
sugerem que isso seja consequéncia de lipdlise citoplasmatica e que as
vesiculas negras transformam-se nas cinzas apos utilizacdo dos lipideos.
Kikuchi et al. (2002) reportaram que a densidade das gotas lipidicas em
ovocitos maturados in vivo e in vitro diminui apos a fertilizacdo e € restaurada
no estagio de pro-nucleo. Talvez, as diferentes necessidades energéticas dos
ovocitos durante seu desenvolvimento estejam envolvidas no consumo dessas
gotas lipidicas e conseqientemente na mudanca da sua natureza e aparéncia.
Para comprovar essa hipotese, o presente trabalho analisou o perfil de acidos
graxos livres de foliculos pré-antrais e de ovocitos de foliculos antrais. Foi
constatado que apesar dos acidos graxos saturados terem sido mais
abundantes em ambos 0s grupos, a proporcao dos acidos graxos insaturados
nos foliculos pré-antrais foi maior do que nos ovadcitos de foliculos antrais. Essa
maior propor¢cdo de acidos graxos insaturados nos foliculos pré-antrais pode
explicar o fato da contrastacdo das gotas lipidicas nos foliculos pré-antrais ser
tdo evidente mesmo antes do processamento com o complexo 6smio-imidazol.
Isso ocorre, pois 0 6smio tem afinidade pelas ligacdes insaturadas dos acidos
graxos (Hayat, 1993).

Em um estudo comparativo, ovécitos de porcas provenientes de foliculos
antrais apresentaram duas vezes mais lipideos que ovacitos de ruminantes (Mc

Evoy et al.,, 2000). A composicdo de acidos graxos totais diferiu entre as
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espécies e entre os grupos lipidicos (fosfolipideos e triglicerideos). No geral, os
acidos graxos saturados totais foram mais abundantes que os insaturados nos
ovocitos suinos, resultado semelhante ao encontrado no presente estudo.
Acido palmitico (saturado), &cido estearico (saturado) e &cido oléico
(insaturado) foram os mais abundantes em porcas (Homa et al., 1986; McEvoy
et al., 2000), humanos (Matorras et al., 1998) e coelhos (Khandoker et al.,
1996). O presente estudo analisou apenas acidos graxos livres e também
encontrou o acido palmitico como o mais abundante tanto em foliculos pré-
antrais quanto nos ovécitos de foliculos antrais. Um trabalho realizado por
Homa et al. (1986) mostrou que a proporcéo dos tipos de acidos graxos livres
reflete a propor¢cdo dos &cidos graxos esterificados aos fosfolipideos e
triglicerideos. Dessa forma, é possivel inferir a proporcdo de acidos graxos
esterificados, presentes nos foliculos e ovocitos, baseado na proporcdo de
acidos graxos livres. O acido oléico (insaturado) foi o segundo acido graxo mais
abundante encontrado nos ovacitos de porcas representando 21,7% dos acidos
graxos totais (McEvoy et al., 2000). Neste trabalho, o acido oléico representou
10,19% do total de acidos graxos nos foliculos pré-antrais e apenas 2,2% nos
ovocitos de foliculos antrais. Esta divergéncia pode ser explicada por
diferencas nas técnicas de extracdo lipidica ou ainda pelo tipo de dieta
recebida pelos animais dos diferentes estudos (Wathes et al., 2007). Altas
concentracdes de lipideos na dieta podem influenciar o conteido de acidos
graxos de membranas celulares de ovocitos (Zeron et al., 2001).

A quantidade e distribuicdo de lipideos tém importantes implicac6es na
sensibilidade de ovocitos e embrides a procedimentos de congelamento, uma
vez que os lipideos sado sensiveis a baixas temperaturas, especialmente abaixo
de 15°C (Didion et al., 1990). Liebermann et al (2002) relataram que lipideos
intracelulares causaram deformacdo e rompimento do citoesqueleto durante
procedimentos de congelamento e vitrificacdo. Estas caracteristicas tornam
dificil a criopreservacdo de gametas de porcas (Pollard & Leibo, 1994).
Baseado nos nossos resultados, os foliculos pré-antrais podem ser uma
alternativa para a criopreservacao de material genético de porcas, uma vez que
eles apresentam uma menor quantidade de lipideos intracitoplasmaticos e
diferente composicado de acidos graxos quando comparados com 0S 0vOcitos

de foliculos antrais.

52



8. Concluséao

O trabalho descreveu a morfometria de foliculos pré-antrais e a
ultraestrutura de foliculos pré-antrais e antrais suinos.

Mostrou que os lipideos sdo abundantes em todas as classes de
foliculos ovarianos. e que inUmeras mudancas ocorrem no ovocito durante o
desenvolvimento folicular.

Além disso, este trabalho revelou que os lipideos sdo abundantes nos
ovocitos de todas as classes de foliculos ovarianos e que a composi¢do desses

lipideos muda durante o estagio de desenvolvimento do ovécito.
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