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RESUMO

Foliculos pré-antrais de 41 vacas da raga Nelore foram quantitativa e ultraestruturalmente descritos neste estudo. Uma média de
35.539,20 foliculos pré-antrais foram isolados mecanicamente (“Tissue Chopper”) por animal. Os foliculos foram processados
para microscopia eletrénica de transmissao. Os foliculos primordiais apresentaram um odcito rodeado por uma camada de
células granulosas (CGs) achatadas, com algumas tendendo a forma cuboidal. As demais fases de desenvolvimento foram
classificadas como foliculos priméarios, com uma camada de CGs cuboidais, e secundéarios, com mais de duas camadas de CGs
cuboidais. Os foliculos primordiais apresentaram odcito evidente, com nuicleo excéntrico e nucléolo bem definido, cercado por
regides de cromatina condensada. As organelas ao redor do nicleo eram, predominantemente, mitocéndrias arredondadas.
Foliculos em desenvolvimento apresentavam organelas mais dispersas e numerosas, com mitocondrias alongadas. As
comunicag@es entre 0 odcito e as CGs mantinham-se por zonas de aderéncia, “coated pits” e vesiculas de endocitose. A zona
pelicida (ZP) comecava a aparecer em foliculos primérios, mostrando microvilos pequenos e vesiculas penetrando na ZP. Os
foliculos secundarios apresentavam aglomerados de granulos corticais em associa¢éo a complexos de Golgi. Concluimos que o
método mecanico de isolamento fornece quantidades suficientes de foliculos pré-antrais de ovarios de vacas da raca Nelore e,
pela semelhanca ultraestrutural com os foliculos de outras ragas, é possivel a utilizagdo dos mesmos protocolos de cultivo que
vém sendo estudados, desde que possibilitem a matura¢do meiética dos odcitos.

PALAVRAS-CHAVE: Bovinos. Foliculos Pré-antrais. Isolamento. Ultraestrutura.

INTRODUCAO melhoramento genético anirtigr
O desenvolvimento folicular e foliculogénese tém
s procedimentos de maturacdo e fertilizagfo requerido atencdo de diversos autores, tanto sob o aspecto
itro de o6citos  tém progredido basico como aplicad©'®2427.3738 Entretanto, a evolugao
significativamente nas Ultimas décadas, resultandtestas pesquisas requer um completo entendimento da
no desenvolvimento de técnicas de superovulacdobmlogia celular na fase de desenvolvimento do foliculo,
producao de embrides a partir de odécitos de folicule®mo também o estabelecimento de sistemas eficientes de
antrais. O fato de uma bezerra ter centenas de milharedsi#damento e cultivan vitro que suportem o crescimento
odcitos ao nascimento (Ru&sé&ordort®) e, somente uma folicular até o estddio de maturacdo meidtica. Ainda sao
infima parte atingir a maturagdo meiodtica durante a vidiesconhecidos os fatores que determinam a origem do
produtiva®, limita o nimero de nascimentos, bem como erescimento folicular, bem como a diferenciagéo e acimulo
exploracdo do material genético de cada animal. de organelas citoplasméticas e a sele¢éo de alguns foliculos
manipulagaan vitro de odcitos recuperados da populacaprimordiais, enquanto outros permanecem bloquéatios
de foliculos ovarianos pré-antrais, além de servirde modelo  Diferentes metodologias de isolamento tém sido
nas investigacbes sobre os complexos mecanismos apdicadas para obtenc¢édo de foliculos pré-antrais isolados,
foliculogénese inicial, tem um grande impacto naendo a dissociacdo mecafhi€aa digestdo proteolitica
reproducdo assistida de espécies em extincdo. pslo uso de enzimd$ ou, o isolamento mecénico em
possibilidades do emprego dos foliculos pré-antrais etombinac¢é@o com dissociacéo enzimatica parcizds mais
sistemas de crescimento, maturacao e fecundagéimo utilizadas. Devido a grande quantidade de matriz fibrosa
abre um leque de novas alternativas para a selecaexestente no tecido ovariano de animais domésticos adultos
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e ao efeito prejudicial das enzimas sobre a qualidade do MATERIAL E METODO
foliculo isolad@®, por¢cdes de tecido ovariano tém Sidctolheitados ovarios
processadas no “Tissue Chopper”, seguido de sucessivas
pipetagens. Ovérios de vacas da raga Nelore foram colhidos em

Os procedimentos de colheita, isolamento gbatedouros e lavados e armazenados individualmente em
manipulacgéo folicular sdo prejudiciais para a viabilidad&00 ml de PBS (Gibco BRL, Life Technologies BV, Breda, The
do foliculo e do odcito nele incluso nos posteriorebletherlandsyuplementado com 200 Ul/ml de Penicilina
estadios de experimentacdo. Uma forma de avaliar(@gma Chemical Company, St. Louis, MO, USA) e 200 mg/
viabilidade do oécito e das células foliculares seria pefal de Estreptomicina (Sigma Chemical Company, St. Louis,
andlise morfolégica e ultraestrutural, bem como por técnick#0, USA), a uma temperatura de 4°C e suplementado com
de coloracgéo especificas, associadas a histologia classi¢ade Soro Fetal Bovino (FCS) (Sigma Chemical Company,
15, No entanto, poucos estudos retratam a viabilidadd. Louis, MO, USA)Os ovarios eram acondicionados em
ultraestrutural de odcitos e células foliculares apdscipiente térmico, com agua e gelo a 4°C para serem
procedimentos de isolamento e manipulaigadtro. Foi  transportados para o laboratério em um periodo de tempo
determinado gue a fase de crescimento do o6cito mamifeiee néo ultrapassava 1 hora.
inicia-se durante o blogueio mei6tico em profase da primeilr
divisdo meidtica, sendo caracterizada por uma substancial
atividade sintética de proteinas e RRIAD crescimento do Os ovarios foram processados no “Tissue Chopper”
odcito também foi caracterizado pela entrada de protein&B)e Mickle Laboratory Engineering CO, Gomshal, Surrey,
lipidios e carboidratos por endocitoses ou por conexdgggland), ajustado para cortes de 750 mm. Os cortes eram
citoplasmaticas com as CGHA proliferacéo das CGs e arealizados nos eixos longitudinais, transversais e obliquos,
sintese de DNA podem ser detectadas por técnicas dferegido externa para a interna do cortex ovariano. Os
incorporagdo de Timidina triciaddou Bromo-diéxido- fragmentos eram transferidos para PBS com 5% de FCS, na
uridina (BrdU)*® no meio de cultivo. Os estudospropor¢éo de 1 volume de tecido:10 volumes de meio. Em
morfoldgicos utilizando microscopia eletrdnica tém sidéeguida, as solugdes de fragmentos eram suspensas por
muito aplicados na avaliacdo do desenvolvimento e R@petidos movimentos de sucgédo com pipeta de Pasteur de
andlise da viabilidade de foliculos pré-antiaigitro, em 1000 mm de diametro e, posteriormente, com uma pipeta de
diferentes espécies de mamiferos, sendo indispensavegnor calibre (600 mm). Se necessario, os fragmentos de
para identificar odcitos intactos e determinar a qualidadecido em dimensdes excessivas voltavam para o cortador e
das CG%%, O nimero de organelas e inclusdes aumengaprocesso era repetido. O passo seguinte consistia da
com o crescimento folicular e sofrem deslocamento pefifracéo sucessiva da suspensao em malha de nylon de 500
oolema?. Por outro lado, estruturas especificas do 06cite,100 mm. Os foliculos eram avaliados e estimados quanto
como granulos corticais, mitocondrias “hooded” e zon@o ndmero sob microscopio de inverséo (FLUOVERT, LEITZ,
peltcida, tém sido encontradas apenas a partir do est&dRMANY) e separados do material contaminante (células
de foliculo secundarit do estroma folicular) com auxilio de micropipeta.

O poolde foliculos pré-antrais existente nos ovarioBosteriormente, pool de foliculos foi processado para
de mamiferos representa uma significativa reserva g@croscopia eletronica de transmissdao de acordo com a
material para estudos com a manipulagdo genética téenica descrita por Espemodificada para foliculos pré-
espécies domésticas, bem como para a preservacacdaiais isolados como no estudo realizado por Jewgenow;
espécies em extingéo e tratamento de algumas formasSielte.
infertilidade, principglmentNe ao nivel de pgsqu%%a Microscopia Eletrénica de Transmiss&o
Levando-se em consideracédo o fato de bovinos da raca
Nelore serem predominantes entre as ragas de corte no Inicialmente, foliculos isolados bem como
Brasil®2 e a escassez de estudos sobre sua foliculogénBgguenos fragmentos de tecido ovariano eram fixados
na fase pré-antral, seriam importantes e justificado8@m Glutaraldeido a 3%, em tampdao Cacodilato de sdédio
estudos visando o melhor conhecimento da fisiologa25 M, pH = 7,4, durante 2 horas. Apés a remocgao do
reprodutiva desta raca de zebuinos. Assim sendo, féfador por duas a trés lavagens no mesmo tampao,
objetivo deste trabalho, avaliar numérica épellet” contendo a suspensao de foliculos isolados era
comparativamente foliculos pré-antrais de vacas da rdp&luso em 1 ml de gelatina purificada (10%) (Gelatin
Nelore, bem como pesquisar caracteristicas morfolégicaf grified Powder, 60 Bloom, Type A, from Porcine Skin -

ultraestruturais durante as diferentes fases did=D PELLA). Cada bloco de gelatina, ou fragmento de
desenvolvimento folicular. tecido ovariano, era pos-fixado em tetréxido de ésmio a

1% em tampdo Cacodilato 0,2 M, por 2 horas em

lamento folicular
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temperatura de 4°C e, posteriormente, desidratados plas células adjacentes (Fig. 4). O nlcleo do odcito era
10 minutos em séries crescentes (30, 50, 70, 90 e 95)gtande e ocupava uma posi¢do excéntrica no oolema. O
etanol, seguidos de 3 banhos de 20 minutos cada em etanamlléolo aparecia bem definido, enquanto que as organelas
absoluto. A desidratacéo era finalizada com uma ultimestavam dispostas em aglomerados, principalmente ao redor
passagem em 6xido de propileno (OP) por 2 a 3 minutato ndcleo (Fig. 1). As mitocdndrias eram bem evidentes e
Os blocos passavam entdo para o processo de inclua@oesentavam formato esférico com cristas periféricas e
em Resina Epon-812. Seccdes semi-finas (0,5 mm) ergaralelas a membrana externa, muitas delas apresentavam
obtidas, primeiramente, com navalhas de vidro emm ou dois granulos densos (Fig. 1). As demais organelas
ultramicrétomo (Reichert OM-U2, Austria) para umacomo gotas de lipideos e reticulos endoplasmaticos
selecao prévia das secc¢des e, na seqiéncia, erapnesentavam-se em nuamero reduzido pelo oolema.
realizados os cortes ultrafinos (60 a 70 nm). As secc¢dlesquenos complexos de Golgi foram visualizados na regido
ultrafinas, obtidas com navalhas de diamante, eraao redor do nucleo (Fig. 8) e ndo foram encontrados sinais
colhidas em grades de cobre (malha 200), coradas cde formagédo de ZP neste estadio de desenvolvimento
acetato de uranila e citrato de chumbo e examinadasfabcular. Os nucleos dos odécitos de foliculos primordiais
microscopio eletrénico de transmissédo (JEOL-EM-101@nostraram-se granulares e eram semelhantes a uma “rede”
JAPAN). Foram obtidas diferentes eletromicrografias dasaracterizada pela presenca de granulos de eletrodensidade
foliculos, sendo avaliados quanto ao aspectwomogénea e pequenos vacuolos. O nucléolo era distinto

ultraestrutural de suas organelas. com vacuolos que variavam em tamanho e namero (Fig. 1),
acompanhado por regides de cromatina condensada que
RESULTADOS se estendiam pelo nucleolema. As CGs achatadas

apresentavam nucleo grande (Fig. 1) e continham poucas
organelas com predominancia de mitocondrias que, por
sua vez, apresentavam-se de forma arredondada ou
Foram analisados 41 pares de ovarios de vacasalangada e com cristas transversais bem caracteristicas. O
raca Nelore. O método mecénico de isolamento folicular camicléolo geralmente era aparente.
a utilizacao do “Tissue Chopper” mostrou alta eficiéncia n|90
isolamento de foliculos pré-antrais a partir dos ovarios
processados, obtendo-se uma média ndo transformada de Os foliculos primarios eram caracterizados por um
35.539,20 foliculos pré-antrais (primordiais, primarios edcito esférico com uma camada simples de CGs de formato
secundarios) isolados por animal. cuboidal (Fig. 3). As comunicacdes entre as CGs e 0 04cito
eram aparentemente mantidas por endocitoses,
caracterizadas por uma grande quantidade de vesiculas
Neste experimento, os foliculos pré-antrais foramevestidas por membrana plasmaética (Fig. 4). O citoplasma
classificados de acordo com as seguintes categoria®:odcito apresentava projecdes que penetravam por entre
foliculos primordiais (oocitos rodeados por uma camada de CGs adjacentes formando microvilos paralelos a
CGs achatadas ou achatadas e cuboidais); foliculos primagaperficie do oécito, como nos foliculos primordiais, mas
(odcito rodeado por uma camada simples de CGs cuboidaigjgis frequientes. As mitocondrias estavam espalhadas por
e foliculos secundarios (o6cito rodeado por duas ou m&iglo o ooplasma e em nlimero bastante aumentado (Fig. 3).
camadas de CGs cuboidais). Ainda prevalecia o formato arredondado, porém muitas
delas ja se mostravam alongadas com cristas transversais
e em processo de divisdo. As demais organelas
A analise ultraestrutural dos foliculos primordiaisapresentavam-se um pouco mais dispersas pelo citoplasma.
de vacas mostrou foliculos ativados, com modificacd€sotas de lipideos, complexos de Golgi e reticulos
ultraestruturais indicativas de inicio de desenvolvimentendoplasmaticos eram mais freqiientes e se localizavam
O foliculo primordial era caracterizado por um o0cit@nais proximos & membrana nuclear (Figs. 7 e 8). Em algumas
esférico ou ovoide, completamente rodeado por umeégides havia inicio de formac&o de zona peltcida (Fig. 5).
camada simples de CGs achatadas, sendo que algumasicleos de foliculos primarios eram caracterizados por
tendiam a forma cuboidal (Fig. 1). A membrana ovocitariama “rede” preenchida por granulos distintos mais
mantinha estreito contato com a membrana das CGawacteristicos que no foliculo primordial. Outros granulos
mostrando regiées semelhantes a zonas de aderéncia (figpersos e massas fibrilares apareciam ao longo da
2), além da presenca de projecdes que penetravam por esitrgerficie nucleolar ou associados a cromatina
as células adjacentes. Foram observados alguns microvid@sidensada. As mitocondrias das CGs cuboidais eram
paralelos a superficie do odcito, direcionados ao citoplasm@ngadas com cristas longitudinais.

Andlise quantitativa dos foliculos pré-antrais

liculos primarios

Andlise ultraestrutural dos foliculos pré-antrais

Foliculos primordiais
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Figura 2
Eletromicrografia mostrando mum foliculo primordial de vaca. Notdletromicrografia mostrando um detalhe de um foliculo primordial

as células granulosas achatadas (CGa) e cuboidais (CGc) ao redisrdo de vaca. Sdo visualizadas zonas de aderéncia (setas) entre o
do odcito (O), nicleo (N) com nucléolo bem definido (seta) e regifesécito (O) e as células granulosas adjacentes (CG), bem como
de cromatina condensada (CC). Mitocondrias arredondadas (Msiculas de secrecéo (V) proximas a membrana da célula granulosa.
estéo aglomeradas ao redor do niicleo 4.250X. 72.000 X.

Figura 3
Eletromicrografia de um detalhe de um foliculo primario de vaca. Figura 4
Notando uma camada de células granulosas cuboidais (CG) adaietromicrografia mostrando um detalhe do microvilo (seta) do
dor do od6cito (O). Podem ser vistas Mitocondrias redondas (Mscito (O) em um foliculo primario de vaca, penetrando na célula
aglomeradas no citoplasma do o6cito, muitas contendo um grangtanulosa (CG). Nota-se uma vesicula formada por membrana (VM)
eletro-denso (Gr) e poucas organelas. 5.100 X ou (“Coated Pit"). 30.000 X.
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Figura 5
Eletromicrografia mostrando um detalhe do inicio da formagao %E
zona pelucida (seta) no foliculo primério de vaca, entre o o6c e
(O) e a célula granulosa (CG). 18.000 X.

Figura 6
tromicrografia mostrando um detalhe do inicio da formacéo da zona
peltcida (ZP) no foliculo secundario de vaca, com pequenos microvilos
(seta), entre o odcito (O) e a célula granulosa (CG). 10.2000 X.

Figura 8
etromicrografia mostrando um detalhe de um complexo de Golgi

em um foliculo secundario de vaca. envolta por reticul ta), em um foliculo secundéario de vaca, em associac¢éo a granulos
’ P orticais (GC). 51.000 X.

endoplasmatico liso (seta). 24.000 X.

Figura 7
Eletromicrografia mostrando um detalhe de uma gota de lipideo

Foliculos secundarios tornavam-se mais frequentes. As regides de acimulo de ZP
) apresentavam microvilos curtos (Fig. 6). As mitocdndrias

Os foliculos secundarios apresentavam duas ou Maigngadas estavam em maior nimero e todos os 06Citos
camadas de CGs de forma cuboidal. Em alguns casos, aZffesentavam aglomerados de granulos corticais ao longo do
comecava a se formar em torno do odcito, em associac¢ao cgfBplasma. Os niicleos dos odcitos ndo diferiam daqueles de
os microvilos (Figs. 1 e 6). As organelas estavam espalhadgfculos primarios. A estrutura das CGs mantinha-se como
por todooooplasma. Neste estadio de desenvolvimento, had&crita para os foliculos primérios’ sendo que a|gumas
prevaléncia de mitocondrias alongadas espalhadas por todgesentavam citoplasma de eletro-densidade diferente das
oolema. Gotas de lipideos e outras vesiculas citoplasmatiggsnais.
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camada simples de CGs cuboidais) e foliculos
secundarios (o6cito rodeado por duas ou mais camadas
de CGs cuboidais). Outros métodos de classificagdo tém
sido usados, porém, sempre levando em considera¢ao o
nimero de camadas de células da granulosa ao redor do
o0cito 61417
As eletromicrografias obtidas de foliculos pré-antrais
em nosso estudo mostraram que, em alguns casos, 0s
foliculos primordiais apresentavam algumas CGs tendendo
a forma cuboidal. Esta caracteristica foi também observada
por Fair et af. Tais foliculos foram caracterizados como
primordiais ativados, ou seja, mostrando 0s primeiros sinais
de ativacao e inicio de crescimento. O inicio do crescimento
folicular tem sido descrito por mudancas ultraestruturais
relacionadas a sintese de proteinas especificas, inclusive
sintese de RNA para formacéo da vesicula germirfat®a
crescimento de foliculos primordiais bovinos até o estadio
pré-ovulatorio foi definido pelo aumento do diametro do
odcito e proliferagdo e diferenciagdo das células granulosas,
Figura 9 com posterior formacé&o @mtrum De forma geral, nossos
Foliculo secundario de vaca, mostrando mais de duas camadagdig||tados mostraram odcitos grandes, com nticleo ocupando
o o iy om0 st (o S POSIG0 excentic 1000, comregoes d cromatina
o condensada, além de apresentarem nucléolo bem definido.
maior numero. 3.400 X. . ~
Nossos resultados confirmam as observacdes de*Russe
guando detectou que as CGs eram as primeiras a sofrerem
DISCUSSAO modificacdes a partir do momento da ativagéo do foliculo
primordial.
Os resultados obtidos pelo método mecanico de Os mecanismos fisioldgicos e enddcrinos envolvidos

isolamento, utilizado neste estudo, mostraram unii@ ativacdo dos foliculos primordiais, levando ao
quantidade suficiente de foliculos pré-antrais isoladog/escimentan vivo, ainda sao hipotéticé%. A modulagéo
assim como nos estudos de De Bem &t@m o uso do de organelas citoplasmaticas, envolvendo aumento do
“Tissue Chopper” em ovarios de vacas adultas da ragdmero e migracéo para a periferia do citoplasma do o6cito
Nelore. Ainda em bovinos, outros métodos tém sid®Ao outras modificacdes que sucedem a diferenciacao das
empregados no isolamento de foliculos pré-antrai§Gs observadas em nosso estudo. Estas caracteristicas
obtendo-se grandes quantidades de foliculos isolados &@bém foram descritas por BakerFair et af. No entanto,
animais adultog’, ou em fetos bovinos no terco final daLucci et al?®> ndo observaram a proximidade das organelas
gestacdo®. Os estudos relacionados & producgdo ddtoplasmaticas ao redor do nlcleo do odcito em foliculos
embrides a partir de odcitos de foliculos pré-antraigimordiais de cabras.

desenvolvidoin vitro necessitam de grandes quantidades ~ Em geral, a ultraestrutura de foliculos pré-antrais
de foliculos vidveis para os sistemas de cultivo. d¥Vinos®?°é semelhante a ultraestrutura de outras espécies
resultados deste estudo confirmaram a possibilidade dedg§emamiferos, como caprings suinos®, felinos* ou

obter nimero suficiente de foliculos pré-antrais de vacadmanos®. Algumas diferencas foram observadas entre as
adultas pelo uso do “Tissue Chopper”, sem utilizacdo @éferentes espécies e ao longo das diferentes fases do

enzimas e, portanto, sem maiores prejuizos a viabilidagésenvolvimento folicular.
das estruturas recuperadas. A membrana ovocitaria dos foliculos primordiais

Inicialmente, os foliculos pré-antrais eramestudados mostrou zonas de aderéncia no contato com as
classificados de acordo com nimero de camadas @@lulas granulosas, bem como proje¢des (microvilos)
células granulosas ao redor do o6cAo Esta Penetrando no seu citoplasma. Estas estruturas foram
classificagéo ainda é utilizada por diferentes aut$res recentemente implicadas na comunicagéo do odcito com as
Em nosso experimento, os foliculos pré-antrais foraf€lulas foliculares por Albertini et & Fairet af. Em nossos
classificados em foliculos primordiais (odcitos rodeadd€sultados, nao foram observadas jun¢des tipo Gap entre as
por uma camada de CGs achatadas ou achatadag&klas granulosas.
cuboidais), foliculos primarios (odcito rodeado por uma Nosso estudo também mostrou claramente que as
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organelas, em sua maioria mitocéndrias redondasgnstatadas por Fair ePatjuando encontraram poucos sinais
concentravam-se na regiéo ao redor do nicleo. Mitocondrides ZP nesta classe de foliculos. A formagéo da zona pellcida
arredondadas, contendo cristas periféricas e paralelasoincidiu com a presenga de inimeros microvilos do odcito
membrana externa, foram as organelas mais evidentespemetrando na mesma, propiciando sua comunicagdo com as
odcito de foliculos primordiais e primarios. Este tipo deélulas granulosas. Uma caracteristica encontrada em foliculos
mitocdndria também foi definido por Hyttel etaé Fair et secundarios foi a presenca de aglomerados de gréanulos
al.® como primitiva, a partir da qual dariam origem as formasorticais espalhados pelo oolema ou préximos a complexos
alongadas e tipo “hooded". Isto tem sido descrito tambéde Golgi. Segundo Wassarrffaeles se fundem com o oolema
em outras espécies de mamiferos (Jewgenow;%thlteci  durante a fertilizacéo, liberam seu contetdo (proteinases) e
et al®). Muitas mitocondrias apresentavam um ou doiglteram as propriedades da ZP, evitando a polispermia. Em
granulos eletrodensos em todas as fases do desenvolvimedittos de camundongos, seu numero foi estimado em cerca
folicular. No foliculo secundario, as mitocéndrias apareciante 4.500 granulos corticais ao longo do oolema. Fair®et al.
também em formato alongado, como relatado por Faif.et abbservaram granulos corticais em od6citos de foliculos mais
As demais organelas, como gotas de lipideos e reticuttessenvolvidos, associados a outras organelas, possivelmente
endoplasmaticos, apresentavam-se no oolema em numemwolvidas na sua formacéo.
reduzido e os complexos de Golgi podiam ser visualizados ~ Em concluséo, nosso estudo confirmou a eficiéncia
ao redor do nulcleo. Com o crescimento folicular, esta® método mecanico de isolamento para foliculos pré-antrais,
estruturas foram mais facilmente identificadas. também em vacas Nelore, mostrando a manutencgéo da
Os foliculos pré-antrais analisados em nosso estudstrutura tridimensional do foliculo. Além disso, os foliculos
em todas as fases do desenvolvimento, apresentaram muitisordiais, primarios e secundarios analisados apresentaram
vesiculas formadas por membranas ao longo da superfigigitas semelhancas com os foliculos descritos em outras
do odcito. Estas vesiculas foram descritas por Faifet alragas, na mesma fase de desenvolvimento, indicando a
confirmadas por Albertini et Acomo “coated pits”, estando possibilidade de serem utilizados nos mesmos sistemas de
relacionadas a processos de endocitose duranteérgscimentan vitro pela facilidade de serem isolados em
comunicacdo do oécito com as células granulosa@fande numero e com manutencdo de sua viabilidade.

permitindo a passagem de fatores dg cresc_h:n_ento e proteinas, AGRADECIMENTO
tanto na manutencdo do bloqueio meidtico, como na ) ) _
estimulac3o para a maturacao folicular. Agradecimentos pela concesséo financeira a8 FAPESP

Neste estudo, o foliculo primordial no mostrava sinaf§Undagéo de Amparo a Pesquisa do Estado de S&o Paulo).
de formacéo de ZP, vindo a ser observada somente em foliculos
primérios bem definidos. Estas observac¢des também foram

SUMMARY

Preantral follicles from 41 Nelore breed cows were described quantitative and ultrastructurally in the study. In the
average, 35,539.20 preantral follicles were mechanically isolated (Tissue Copper) per animal. Follicles were processed
for transmission electron microscopy. Primordial follicles presented an oocyte surrounded by a flattened granulosa cell
layer, with some granulosa cells showing cuboidal shape. Other development stages were classified as primary follicles,
with a granulosa cell layer around the oocyte and secondary stages, with oocyte surrounded by two or more cuboidal
granulosa cell layer. Primordial follicles showed an evident oocyte, with the nucleus located at an eccentric cytoplasm
position and a well-defined nucleolus, with condensed chromatin areas. Organelles were centered at the peri-nuclear area,
showing mostly round shaped mitochondria. Follicles under development showed an increasing number of organelles and
elongated mitochondria. Adherence zones, coated pits and endocitose vesicles maintained the oocyte-granulosa cell
interfaces. The zona pellucida (ZP) appeared in primary follicles, showed small microvilos and many vesicles, which
permeated into the ZP. Secondary follicles presented clusters of cortical granules associated to Golgi complexes. In
conclusion, the mechanical method provide a sufficient amount of preantral follicles from Nelore breed cows and, due to
ultrastructural similarity with follicles from other breed, it is possible to use same protocols of culture, since the oocyte
meiotic maturation is kept intact.

KEY-WORDS: Bovine. Preantral follicles. Isolation. Ultrastructure.
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