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RESUMO

Os objetivos deste estudo foram avaliar o efeito de diferentes concentragdes de Concanavalina
A (Con A) e do FSH sobre a ativagdo, sobrevivéncia e crescimento in vitro de foliculos
primordiais caprinos, bem como investigar os efeitos da Con A e do FSH sobre a expresséo
de RNAm para PCNA, KL, c-Kit, BMP-15 e GDF-9. Para isto, fragmentos de cortex ovariano
foram cultivados in vitro por 1 ou 6 dias em a-MEM" suplementado com 0, 5, 10, 20 ou 40
pug/mL da lectina Con A (experimento 1). No final do periodo de cultivo, os fragmentos de
cortex ovariano foram fixados para histologia classica. Em seguida, avaliou-se a percentagem
de foliculos primordiais ou em desenvolvimento. Apds a determinacdo da concentracdo de
Con A mais eficiente (10 pg/mL), os fragmentos do cortex ovariano foram cultivados in situ
por 6 dias em a-MEM" sozinho ou suplementado com 50 ng/mL de FSH, 10 ug/mL de Con A
ou ambos (experimento 2). Os tecidos provenientes do controle ndo cultivado ou apds cultivo
nos diferentes tratamentos foram fixados para histologia classica ou armazenados a -80°C
para avaliar o perfil de expressdo de RNAs mensageiros para PCNA, KL, c-Kit, BMP-15 e
GDF-9. Os resultados do experimento 1 demonstraram que ap6s 6 dias de cultivo, a
percentagem de foliculos em desenvolvimento foi significativamente maior nos fragmentos
cultivados com a-MEM? suplementado com 10 e 40 ug/mL de Con A, quando comparado aos
demais tratamentos (P <0,05). No experimento 2, a presenca de FSH, Con A ou ambos
promoveram uma reducdo na percentagem de foliculos primordiais e aumento de foliculos em
desenvolvimento em relagdo ao meio controle (a-MEM™). Ap6s 6 dias de cultivo, a presenca
de FSH promoveu um aumento nos niveis de RNAm para PCNA, mas este efeito foi
bloqueado pela Con A. Por outro lado, a Con A aumentou o0s niveis de RNAm para c-kit em
comparacdo ao controle ndo cultivado, mas Con-A ou ambos Con A e FSH reduziram os
niveis de RNAm para KL. Além disso, uma reducdo dos RNAm para BMP-15 foi observado
em foliculos cultivados no meio controle, mas a presenca de FSH inibiu esta reducdo. Além
disso, a Con A promoveu um aumento nos niveis de RNAm para GDF-9 ap06s cultivo in vitro.
Em concluséo, a Con A sozinha ou em combinagdo com FSH promovem a ativacdo de
foliculos primordiais caprinos apés 6 dias de cultivo in vitro e regulam a expressao de RNAm
para PCNA, KL, c-Kit, BMP-15 e GDF-9.

Palavras-chave: Concanavalina A, FSH, cultivo in vitro, foliculos primordiais, caprinos



ABSTRACT

The aim of this study were to evaluate the effect of different concentrations of Concanavalin
A (Con A) and FSH on activation, and survival in vitro growth of goat primordial follicles, as
well as investigating the effects of Con A and FSH on the expression of mRNA for PCNA,
KL, c-Kit, BMP-15 and GDF-9. For this, ovarian cortex fragments were in vitro cultured for 1
to 6 days in o-MEM" supplemented with 0, 5, 10, 20 or 40 pg/mL of Con A lectin
(experiment 1). At the end of the growing period, the fragments of ovarian cortex were fixed
for histology. Next, we evaluated the percentage of primordial follicles or under development.
After determination of the concentration of Con A more efficient (10 pg/mL), fragments of
ovarian cortex were cultured in situ for 6 days in o-MEM" alone or supplemented with 50
ng/mL of FSH, 10 pg/mL of Con A or both (experiment 2). Tissues from the control
uncultured or after culture in different treatments were fixed for histology or stored at -80°C
to assess the expression profile of mMRNA for PCNA, KL, c-Kit, BMP-15 and GDF-9. The
results of Experiment 1 demonstrated that after 6 days of culture, the percentage of
developing follicles was significantly higher in samples cultured with a-MEM™ supplemented
with 10 and 40 pg/mL Con A, when compared to the other treatments (P <0.05). In
experiment 2, the presence of FSH, or both Con A promoted a reduction in the percentage of
primordial follicles and increase developing follicles compared to control medium (a-MEM™).
After 6 days of culture, the presence of FSH promoted an increase in mRNA levels for
PCNA, but this effect was blocked by Con A. Moreover, the Con A increased mRNA levels
for c-KIT compared to the control not grown, but Con A or Con A and FSH both reduced the
levels of mMRNA for KL. Furthermore, a reduction of BMP-15 mRNA was observed in
follicles cultured in control medium, but the presence of FSH inhibited this reduction.
Furthermore, Con A promoted an increase in levels of GDF-9 mRNA after in vitro culture. In
conclusion, the Con A alone or in combination with FSH promote activation of primordial
follicles goat after 6 days of in vitro culture and regulate the expression of mMRNA for PCNA,
KL, c-Kit, BMP-15 and GDF-9.

Keywords: concanavalin A, FSH, in vitro culture, primordial follicles, goats
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1 INTRODUCAO

No Brasil, o efetivo de caprinos em 2010 foi estimado em cerca de 9,3 milhGes de
animais. A regido nordeste do pais mantém o maior efetivo de caprinos, com mais de 90% do
total nacional. O estado do Ceara é detentor de 11% do rebanho (IBGE, 2010), sendo esta,
uma espécie de elevada importancia comercial, uma vez que € utilizada para muitos
propdsitos, tais como producdo de carne, leite e pele. Visando aumentar a eficiéncia da
caprinocultura, nas ultimas décadas, varias pesquisas com énfase nas biotécnicas de
reproducéo assistida tém sido realizadas com o intuito de aumentar o potencial reprodutivo e a
produtividade dos rebanhos. Desta forma, o conhecimento da fisiologia ovariana podera
contribuir para otimizar a eficiéncia de varias biotecnologias que visam aumentar o potencial
reprodutivo de animais de alto padrdo genético, contribuindo para um aumento na
produtividade animal.

A foliculogénese é iniciada na vida intra-uterina com a formacdo dos foliculos
primordiais e, ao nascimento, os ovarios das fémeas mamiferas contém milhares de odcitos
imaturos inclusos em foliculos pré-antrais (primordiais, primarios e secundarios), que
constituem o estoque de foliculos ovarianos que sera utilizado durante a vida reprodutiva das
fémeas. Estes foliculos representam uma fonte potencial de odcitos fertilizaveis, mas poucos
conseguem desenvolver-se até o estagio de foliculo pré-ovulatério, visto que a grande maioria
sofrera atresia (MARKSTROM et al., 2002). Assim, a utilizagdo e o desenvolvimento de
biotécnicas da reproducdo animal sdo condic¢Bes indispensaveis para 0 aumento da eficiéncia
produtiva dos rebanhos (FIGUEIREDO et al., 2008).

A ativacdo dos foliculos primordiais quiescentes resulta no crescimento do odécito e
na transicdo de foliculos primordiais para os estagios posteriores (HILLIER, 2009). A
comunicacdo paréacrina que ocorre entre as células somaticas circundantes e o odcito é
responsavel pela ativacdo folicular. Entre os fatores envolvidos nesse processo podemos
destacar o kit ligand (LIU, 2006), o fator de crescimento e diferenciagdo 9 (GDF-9) e a
proteina morfogenética 0ssea 15 (BMP-15) (EPPIG et al., 1997b; CHANG et al., 2002;
DUBE et al., 1998). O hormonio foliculo estimulante (FSH) também parece ser essencial para
o0 crescimento in vitro de foliculos pré-antrais ( WU et al., 2007), pois estimula a ativacdo e o
crescimento de foliculos primordiais nas espécies caprina (MATOS et al., 2007b) e suina (Wu
et al., 2007). Além disso, alguns estudos tém indicado que a adi¢do de lectinas mitogénicas de
origem vegetal ao cultivo in vitro de odcitos induziu a retomada da meiose em camundongas,

indicando uma possivel acdo dessas moléculas durante a foliculogénese (CYERT e
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KIRSCHNER, 1988; KISHIMOTO, 1988). Desta forma, a avaliagdo do efeito da lectina
Concanavalina A e do FSH durante a ativacdo e o crescimento folicular torna-se relevante
para uma melhor compreensdo dos diversos fatores implicados na foliculogénese inicial e no
processo de atresia. Dentre as biotécnicas utilizadas para a compreensédo do efeito dos fatores
que regulam a ativacdo dos foliculos primordiais quiescentes, destaca-se a manipulacdo de
odcitos inclusos em foliculos ovarianos pré-antrais (MOIFOPA), que consiste no isolamento e
cultivo in vitro de foliculos pré-antrais (FOPAS), visando promover a ativacgao, o crescimento
e a maturacdo folicular in vitro (FIGUEIREDO et al., 2008), prevenindo-se, assim, a
ocorréncia da atresia. Tal biotécnica vem sendo aprimorada nos Gltimos anos e consiste em
uma das principais ferramentas utilizadas atualmente para a elucidacdo da foliculogénese
inicial.

Para o maior esclarecimento da importancia deste trabalho a revisdo de literatura a
seguir abordara aspectos relacionados com a ativagdo, o desenvolvimento e a atresia folicular,
com énfase na utilizagdo da lectina Concanavalina A e do FSH no cultivo in vitro de foliculos

ovarianos pré-antrais.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Ovario mamifero

O ovério mamifero contém o estoque de células de odcitos que sera utilizado durante a
vida reprodutiva e também atua em varios aspectos do desenvolvimento da fémea, bem como
nos processos fisioldgicos (EDSON et al., 2009). O ovério € um 6rgdo complexo e que é
determinante para a fertilidade feminina (MAHESHWARI e FOWLER, 2008; TINGEN et
al., 2009). Desta forma, as principais fun¢es do ovario séo: a geracdo de o6citos competentes
e a secrecdo de hormonios esteroides. Estas funcdes sdo essenciais para o desenvolvimento

trato reprodutivo feminino, bem como para a fecundacéo e o desenvolvimento da gestacao.

2.2 Formacao dos odcitos e dos foliculos primordiais

Os foliculos ovarianos representam a unidade bésica do ovario mamifero e cada
foliculo contém um odcito que é circundado por células somaticas, chamadas de células da
granulosa (McGEE e HSUEH, 2000). A foliculogénese, que envolve a formacdo, o
crescimento e a maturacéo folicular, € um processo complexo, que € regulada por varios tipos
celulares que interagem para prover condi¢fes necessarias para o desenvolvimento de od6citos
competentes, bem como para a secrecdo de niveis adequados de esteroides para a ocorréncia
dos ciclos reprodutivos (KNIGHT e GLISTER, 2006).

O inicio da foliculogénese ocorre ainda na fase fetal, com a diferenciacdo das células
germinativas primordiais (CGPs) a partir do epiblasto. As BMP-4 e BMP-8b produzidas no
ectoderma extra-embrionario, sdo necessarias para induzir a diferenciacdo e formacdo das
CGPs a partir do epiblasto proximal adjacente. Em estudos com camundongos, foi
demonstrado que a retirada ou inativacdo da BMP-2, expressa no endoderma extra-
embrionario, causa reducdo significativa no numero de CGPs (YING e ZHAO, 2001). Apos a
formagéo das CGPs, ocorre o inicio do processo de migracao destas celulas do saco vitelinico
até a crista gonadal, essa etapa é controlada por diversos fatores, tais como o KL, que atua
regulando a migracdo, proliferagdo e/ou sobrevivéncia celular (GU et al., 2009). As CGPs
utilizam movimentos ameboides e movem-se entre as células mesenquimais até colonizarem
as cristas gonadais (SOTO-SUAZO e ZORN, 2005), onde contribuirdo para a formagéo do

futuro ovario (Figura 1).
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Figura 1. Migragdo de células germinativas primordiais (PGC) e proliferagcdo oogonial, a entrada para a meiose e
as fases de profase meidtica 1 (MP1), a formacao de ninho e discriminagdo, foliculogénese, a apoptose de células
germinativas e os numeros de células germinativas em certas fases.
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Fonte: Adaptado de Hartshorne et al., 2009.

Apds a chegada das CGPs no ovaério, ocorre a diferenciacdo em oogonias, que dardo
origem ao odcito primario, o qual se encontra no estagio de profase | da meiose,
permanecendo nesse estagio até que o animal atinja a puberdade (FIGUEIREDO et al., 2008).

Os foliculos primordiais possuem um od6cito na fase dipléteno da meiose I, com
didmetro em torno de 30 a 60um que sdo circundados por células da pré-granulosa que se
diferenciam a partir do epitélio superficial ovariano ou dos tubulos mesonéfricos. Os
primeiros foliculos primordiais em caprinos foram verificados aos 62 dias de gestacdo,
periodo muito préximo aquele observado em fetos ovinos (em torno de 66 dias de gestacao)
(BEZERRA et al., 1998, RUSSE, 1983). BEZERRA et al., (1998) relataram que os foliculos
de transicdo, primarios e secundarios foram observados aos 73 dias de gestacdo, sendo este
um indicativo de que alguns foliculos primordiais s&o ativados na vida fetal, antes mesmo de
entrar em quiescéncia, conforme descrito em bovinos e ovinos (RUSSE, 1983).

Para uma melhor compreensdo do processo de formagdo desses foliculos primordiais,
tem sido realizados estudos transcriptomicos em diversas espéecies (ovelhas: MANDON-
PEPIN, 2003; camundongas: SMALL, 2005; YOON, 2006; ratas: KEZELE, 2005; primatas
ndo humanos: ARRAZTOA, 2005 e em humanos adultos: SERAFICA, 2005; ASSOU, 2006;
ZHANG, 2007) que demonstraram o envolvimento de uma grande diversidade de genes na
organizacéo desses foliculos (EDSON, 2009). Dentre esses genes estdo fatores de transcricéo,

enzimas envolvidas na meiose e o fator de crescimento neural (NGF). Cada foliculo
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primordial formado pode seguir caminhos distintos, tais como permanecer quiescentes
durante o periodo reprodutivo ou iniciar o crescimento, podendo crescer até o estagio de
foliculo ovulatério ou morrer por atresia. No entanto, os foliculos primordiais também podem
sofrer atresia, ainda no estadgio de dorméncia, contribuindo assim para o envelhecimento
reprodutivo da fémea (McGEE e HSUEH, 2000; HANSEN, 2008).

2.3 Dorméncia e ativagéo dos foliculos primordiais

Para manter uma longa vida reprodutiva € necessario que a maioria dos foliculos
primordiais permaneca no estado de quiescéncia, para que posteriormente possam ser
utilizados (HIRSHFIELD, 1991; McGEE e HSUEH, 2000). Desta forma, para que ocorra a
formacdo de um o6cito maduro, os foliculos primordiais sdo recrutados a partir da reserva dos
foliculos dormentes, os quais entram no pool de foliculos em crescimento, também
denominado de ativacao folicular (McGEE e HSUEH, 2000). A figura 2 ilustra os foliculos

primordiais e as varias categorias de foliculos em desenvolvimento.

Figura 2. Caracterizagcdo morfoldgica da foliculogénese
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Fonte: adaptado de EDSON et al., 2009.

WANDJI et al., (1996) demonstraram que a maioria dos foliculos primordiais é
mantida no estado de quiescéncia, ou seja, eles sdo assim caracterizados por ndo haver
mudanca de estagio, e isto se da sob a acdo constante de fatores inibitdrios. Por outro lado, a
ativacdo desses foliculos pode ocorrer devido a uma diminuigdo desses fatores inibitérios ou
aumento dos fatores que estimulam esse crescimento. Isto mostra que a longa sobrevivéncia
dos foliculos primordiais é mantida através de constantes sinais (REDDY, 2009) e que a

elevacdo ou reducdo na disponibilidade desses sinais de sobrevivéncia para os foliculos
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primordiais pode determinar a manutengdo da viabilidade ou morte destes foliculos que se
encontram no estagio de dorméncia.

Recentemente foram demonstrados que varios fatores controlam a sobrevivéncia e a
atresia dos foliculos primordiais, entre esses fatores esta a BMP-15. Estudos in vitro em
roedores demonstraram que a BMP-15 promove a proliferacdo de células da granulosa e é
capaz de estimular a transi¢do de foliculos primordiais para primarios (OTSUKA et al., 2000;
FORTUNE, 2003). Por outro lado, in vivo, foi demonstrado que ovelhas mutantes, ou seja,
baixa producdo para BMP-15 sdo inférteis, pois o desenvolvimento folicular ndo prossegue
além do estagio de foliculos priméarios (DONG et al., 1996; GALLOWAY et al., 2000).

O GDF-9 ¢ outro membro da superfamilia fator de crescimento transformante-p (TGF-
), que promove a transicdo de foliculos primordiais para primarios (McNATTY et al., 1999;
GOUGEON e BUSSO, 2000; PAULINI e MELO, 2011). Através de estudos genéticos, foi
demonstrado em camundongos que os foliculos primordiais ndo prosseguiam 0
desenvolvimento para o estadgio primario na auséncia de GDF-9 (DONG et al., 1996). O
GDF-9 também promove a sobrevivéncia e progressdao de desenvolvimento folicular em
estagio de foliculos secundarios em humanos (HREINSSON et al., 2002). A presenca de
GDF-9 em foliculos primarios caprinos (SILVA et al., 2004) sugere que GDF-9 esta
envolvido em eventos de sinalizacdo, sendo importante no desenvolvimento de foliculos pré-
antrais nesta espécie.

Além disso, estudos em roedores demonstraram que o receptor de tirosina quinase (c-
kit) e 0 KL estdo envolvidos na ativacdo de foliculos primordiais (SKINNER, 2005; REDDY,
2005). O KL é produzido nas células da granulosa (HUTT et al.,2006b) e o c-Kit esta presente
em odcitos (MONIRUZZAMAN et al., 2007a). No entanto, esse processo de ativacdo
envolvendo o KL em algumas espécies, como camundongas (JOHN et al.,, 2009;
DRIANCOURT et al., 2000), porcas (MONIRUZZAMAN et al., 2007) e coelhas (HUTT et
al., 2006b) pode ndo ser necessario para que ocorra a ativagdo. O KL é um fator de
sobrevivéncia para as células germinativas primordiais e também atua na proliferacdo das
CGs (OTSUKA et al., 2002).

O horménio Anti-Mulleriano (AMH) é membro da superfamilia TGF-p e juntamente
com o seu receptor AMHII sdo expressos por células da granulosa de foliculos em
desenvolvimento (BAARENDS et al.,1995; DURLINGER et al., 2002; HIROBE et al., 1992;
TAKAHASHI et al., 1986; VIGIER et al., 1984; WEENEN et al., 2004). O AMH inibe o
crescimento de foliculos primordiais e funciona de maneira direta ou indireta como repressor

no recrutamento dos foliculos primordiais (EDSON, 2009).



27

Além do estimulo exdgeno, diversos mensageiros intracelulares estdo envolvidos nos
mecanismo de dorméncia, sobrevivéncia e controle do inicio do desenvolvimento dos
foliculos primordiais. Dentre estes fatores, podemos citar o PTEN (Homologo da fosfatase e
tensina deletado no cromossomo 10), que é considerado regulador negativo da via PI3K
(Fosfatidilinositol-3-quinase) e atua no odcito como supressor da ativacao folicular (Figura 3).
Recentemente pesquisas mostraram que a via de sinalizagdo PI3K/PTEN, regula tanto a
dorméncia como a sobrevivéncia de foliculos primordiais (JOHN et al., 2008; REDDY et al.,
2008; REDDY et al., 2009). Essa sinalizacdo mediada por PI3K converte-se em
Fosfatidilinositol-dependente quinase-1 (PDK1). A PDK1 ativa a proteina kinase B (Akt) e é
responsavel por regular uma cascata de eventos nos o6citos que irdo promover a regulacdo da
sobrevivéncia dos foliculos primordiais. A sinalizacdo de PDK1 em odcitos é indispensavel
por manter a sobrevivéncia de foliculos primordiais, 0s quais se tornam essenciais para
determinar a duracdo da fertilidade feminina (REDDY et al., 2009). Desta forma, tem sido
demonstrado a importancia da sinalizagdo PTEN/PI3K, que é determinante para a
sobrevivéncia, o desenvolvimento ou morte dos foliculos primordiais (ADHIKARI et al.,
2010).

Outro fator envolvido nos mecanismos moleculares, ¢ 0 mMTORC1 (complexo 1 do
alvo da rapamicina em mamiferos) que é uma serina treonina quinase, que funciona regulando
0 crescimento e a proliferacdo celular, visto que sdo responsivos a fatores de crescimento e
nutrientes (SARBASSOV et al., 2005; WULLSCHLEGER et al., 2006; GUERTIN et al.,
2007). Em humanos, a atividade de mTORC1, é regulada negativamente por um complexo
heterodimérico, que consiste de duas moléculas de proteinas. TSC1 (Hamartina) e TSC2
(Tuberina), estas proteinas sdo os produtos de dois distintos genes supressores de tumor,
TSC1 e TSC2 (Complexo de Esclerose Tuberosa). A sinalizacdo de TSC/mTORC1 em
odcitos regula o desenvolvimento de foliculos primordiais (Figura 3). ADHIKARI et al.,
(2010) deletaram o gene TSC1 em oocitos de foliculos primordiais e de foliculos em
desenvolvimento em camundongos. Esta delecdo do TSC1 induziu a ativacao total de todos os
foliculos primordiais durante a puberdade, causando o esgotamento folicular no inicio da
idade adulta, levando a faléncia ovariana prematura (FOP). Diante disso, 0 complexo TSC1-
TSC2 em o0citos de camundongas € indispensavel para manter os foliculos primordiais
quiescentes. Estes resultados também demonstraram que TSC e PTEN sé&o responsaveis por

manter a dorméncia dos foliculos, pois ambos suprimem a atividade da Proteina ribossomal
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p70 ligada a quinase S61 (S6K1). Desta forma, ocorre uma colaboracgdo entre TSC e PTEN

sendo essencial para manter a quiescéncia dos foliculos primordiais.

Figura 3. Via de sinalizacdo PI3K, mostrando as moléculas que mantém a dorméncia dos foliculos primordiais
incluindo PTEN, FOXO3, p27 e o complexo TSC1/TSC2, e as que mantém a sobrevivéncia de foliculos
primordiais, incluindo PI3K, PDK1, mTORC1, S6K1 e rpSe6.
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Fonte: Adaptado de REDDY et al., 2009a.

2.4 Desenvolvimento de foliculos primarios, secundarios e formacéo de antro

A transicao de foliculos primordiais para o estagio de foliculos primarios se da pela
diferenciacdo de uma camada de células da granulosa de forma pavimentosa para formato
cuboide, as quais circundam o odcito imaturo em estagio de vesicula germinativa. Este
processo ocorre através de uma rede de comunicacdo que se da entre o odcito e as células
somaticas (células da granulosa e da teca), além de componentes da matriz extracelular e
fatores de crescimento que agem de maneira autocrina e paracrina, que sdo responsaveis pelo
inicio da transicdo e crescimento dos foliculos (OKTAY et al., 1997; EPPIG, 2001;
SKINNER, 2005).

A regulacdo da diferenciacdo das células da granulosa durante a transi¢cdo de
foliculos primordiais para primario requer a atividade de diferentes horménios e fatores de
crescimento. Ja foi demonstrada a presenca de receptores especificos para as gonadotrofinas
FSH e LH nas células da granulosa de foliculos primarios. No entanto, apesar de parecerem
responsivos a esses horménios, o desenvolvimento desses foliculos € independente de
gonadotrofinas, (RICHARDS e MIDGLEY, 1976; OKTAY et al., 1997). Além disso, alguns
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fatores de crescimento parecem ter papel essencial na regulacdo da diferenciagdo folicular,
como o fator de crescimento epidermal (EGF) (VLODAVSKY et al., 1978; WANDJI et al.,
1992) que é um agente mitogénico das células foliculares em suinos e humanos
(GOSPDAROWICZ et al., 1979). Alem disso, o fator de crescimento semelhante a insulina |
(IGF-1) (ADASHI, 1998) é responsavel por promover a diferenciacdo das células da granulosa
em suinos, estimular a sintese de DNA e aumentar a capacidade de sobrevivéncia e
crescimento dos foliculos (BARANADO et al.,1984).

Com a continua proliferacdo das células da granulosa, ocorre a formacéo do foliculo
secundario, caracterizado pela presenca de duas ou mais camadas de células da granulosa de
morfologia cubica ao redor do odcito. Durante esta fase, ocorre uma intensa atividade mitética
nas células da granulosa, que é regulada por inumeros fatores, dentre os quais pode-se
destacar o Antigeno Nuclear de Proliferacdo Celular (PCNA), uma proteina nuclear que atua
como co-fator para a DNA polimerase e se expressa diferentemente de acordo com o ciclo
celular. A sua taxa de sintese é diretamente proporcional a taxa de proliferagdo celular. Essa
proteina constitui-se em um marcador de células em proliferacdo, sendo expressa durante a
replicacdo do DNA, no inicio da fase G1, com expressdo maxima na fase S e declinio na fase
G2 (GAN et al., 1995; WANDJI et al., 1996), sendo assim, um marcador operacional de
proliferacdo celular marcando células tanto em proliferagio como células em reparo
(BACCHI e GOWN, 1993). O PCNA vai atuar quando trés subunidades dessa proteina se
ligam a bracadeira deslizante que esta ligada a DNA polimerase durante a replicacdo do DNA
(Figura 4).

Figura 4. Unido das subunidades da PCNA com a bragadeira deslizante que esté ligada com a DNA polimerase.
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Fonte: Adaptada de De ROBERTIS, 2006.

Dentre os fatores locais responsaveis pelo desenvolvimento de foliculos primarios
para secundarios, a Ativina A demonstrou a capacidade de promover o crescimento de

foliculos pré-antrais e a proliferagdo de CGs em ratos e camundongos através de sinais
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autocrinos e paracrinos (SMITZ et al., 1998; LIU et al., 1999; OKTAY et al., 2000; ZHAO et
al., 2001; OKTEM e OKTAY, 2007a). O GDF-9, que promove o crescimento de foliculos
primarios e secundarios em humanos e roedores, e tem um importante papel no inicio do
crescimento e progressdo folicular (HAYASHI et al., 1999; HREINSSON et al., 2002;
NILSSON et al., 2002; WANG e ROY, 2004). Além disso, 0 GDF-9 também exerce funcdo
no crescimento do odcito em foliculos primordiais caprinos in vitro e a proliferacdo e
diferenciacdo de CGs (SAHA et al., 2000; SILVA et al., 2004a; WANG et al., 2007).

O EGF é também conhecido como um fator de sobrevivéncia in vivo e in vitro
(MARKSTROM et al., 2002). Alguns autores demonstraram que baixas concentracdes de
EGF promoveu uma inibi¢do da apoptose de células da granulosa, ou a reducdo dos niveis de
atresia folicular em suinos, bovinos e caprinos (GUTIERREZ et al., 2000; MAO et al., 2004,
ZHOU e ZHANG, 2005). O TGF-B ¢ outro fator capaz de promover a proliferagdo de CGs, e
o crescimento de foliculos pré-antrais em roedores (LIU et al., 1999).

O estagio de foliculos secundéarios é iniciado com o desenvolvimento de uma
segunda camada de CGs, esse processo continua e varias camadas de células se organizam ao
redor do odcito, até 0 momento em que se desenvolve uma cavidade antral e o foliculo atinge
didmetro de aproximadamente 250um. FORTUNE e EPPIG (1979) demonstraram uma
distinta camada de células da teca em foliculos de roedores no estagio de foliculos primérios e
de secundario iniciais, mas ndo foi observado em ovinos, bovinos e em primatas até o estagio
de foliculos secundarios (GOUGEON, 1996; BRAW-TAL e YOSSEFI, 1997; LUNDY et al.,
1999). As células da teca se diferenciam a partir de precursores presentes no estroma ovariano
(Van den HURK, 1997). Durante o crescimento folicular ocorre aumento do volume
oocitéario, aumento de organelas, bem como a modificacdo e redistribuicdo das organelas ja
existentes (PICTON et al.,1998).

Apbds a formacdo de uma cavidade repleta de liquido denominada antro, os foliculos
sdo classificados como tercidarios ou antrais e posteriormente como pre-ovulatorios
(BARNETT et al., 2006) (Figura 5). Tanto a multiplicacdo das CGs como a expansédo do
antro folicular sdo importantes e dependem estimulos de hormonios ou fatores de
crescimento. A formacéo do fluido folicular se inicia com a vascularizacdo das células da
teca, 0 que possibilita o acimulo do fluido mesmo durante o crescimento folicular (IRVING-
RODGERS et al., 2006).
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Figura 5. Desenho esquematico do desenvolvimento folicular, mostrando a transicéo de foliculos pré-antrais para
antrais (foliculo de Graaf) evidenciando o antro folicular, bem como os componentes presentes no fluido que
preenche esta cavidade.

Fluido Folicular
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I |
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Fonte: Adaptado de Richards e Pangas, 2010.

2.5 Crescimento folicular na fase antral (terciario e pré-ovulatério)

Os foliculos antrais iniciais possuem receptores para FSH (FSH-R) nas células da
granulosa, mas ainda séo relativamente independentes de gonadotrofinas durante o periodo
inicial de crescimento. A partir de entdo os foliculos aumentam de tamanho na presenca ou
auséncia de concentracdes de FSH e LH. Durante o crescimento, é observada a expressao de
enzimas relacionadas com a biossintese de esteroides nas células da teca, enquanto que nas
células da granulosa ndo é detectada a expressdo de aromatase. Isto pode indicar que a
progesterona e 0s androgenos e ndo os estrogenos sdo o0s principais hormonios esteroides
formados no inicio da formagao dos foliculos antrais (Van den HURK e ZHAO, 2005).

Durante o periodo de selecdo dos foliculos antrais, ocorre uma modulagdo das
atividades esteroidogénicas, e os foliculos passam a ser responsivos as gonadotrofinas. Isto é
requerido para sensibilizar alguns foliculos para um maior crescimento que é seguido pela
diferenciacdo de um foliculo dominante. Algumas evidéncias sugerem que estes eventos
ocorrem por meio do controle de fatores autdcrinos e paracrinos, tais como os derivados das
células da granulosa, como a Ativina e a Proteina Morfogénetica Ossea-6 (BMP-6), bem
como os derivados do o6cito (GDF-9, BMP-15 e BMP-6) e das células da teca (BMP-2, -3b, -
4 e -7), os quais exibem diferentes padrdes de expressdo (OKTEM e URMAN, 2010). As
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BMPs 4 e 7 proporcionam a sinalizacdo do FSH de forma que resulte na producdo de
Estradiol (E2), por outro lado, inibem a sintese de Progesterona (P4), agindo como inibidores
da luteinizacdo (SHIMASAKI et al., 1999).

O FSH e o LH séo gonadotrofinas que coordenam o desenvolvimento e ovulagéo dos
foliculos antrais. Através da atuagcdo do FSH nos foliculos antrais desencadeia-se a formagéo
e manutencdo da sobrevivéncia destes foliculos. Também foram identificados grandes
numeros de outros fatores que podem exercer fungdes importantes durante os estagios finais
da foliculogénese (EDSON et al., 2009). Com o continuo desenvolvimento folicular, o
foliculo pré-ovulatério pode ser caracterizado por um odcito circundado por células da
granulosa especializadas que sdo denominadas células do cumulus (Figura 6). As células da
granulosa de foliculos pré-ovulatorios param de se multiplicar em resposta ao LH e iniciam o
programa final de diferenciacdo. A ovulacdo do odcito e células do cumulus ocorrem em
resposta ao pico pré-ovulatdrio de LH. Em todas as espécies, a formacdo de foliculos pré-
ovulatérios ocorre geralmente a partir da puberdade (DRIANCOURT, 2001).

Figura 6. Diferenciagdo das células da granulosa em células do cimulus.
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Fonte: Adaptado de Williams e Erickson, 2012,
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2.6 Atresia Folicular

Como pdde-se observar, a foliculogénese é um processo longo e complexo que
envolve a participacdo de varios hormonios e fatores de crescimento e isto faz com que a
grande maioria dos foliculos ovarianos sofram atresia em algum estagio do desenvolvimento.
O processo de atresia pode ocorrer por via degenerativa e/ou apoptotica (FIGUEIREDO et al.,
2008). A via degenerativa da atresia é iniciada quando ocorre uma reducdo da oxigenacéao
celular durante a isquemia resultando na diminuicdo da producdo de ATP, afetando
diretamente o funcionamento da bomba de sddio (Na*) e potassio (K*) presente na membrana
celular. Logo apés, ocorre oacimulo intracelular de fons Na* e fons calcio (Ca**), com
conseguente aumento do volume de agua intracelular, ocorrendo a agregacdo da cromatina,
vacuolizacdo citoplasmatica, perda da integridade da membrana plasmaética e consequente
ruptura celular (BARROS et al., 2001; BERRIDGE et al., 2000; SAVILL, 1995; WYLLIE,
1994). Além da isquemia, outros fatores que podem levar a degeneracdo sdo 0s estimulos
toxicos e imunoldgicos. Com a evolucdo da degeneracdo, a morte celular é identificada
histologicamente como necrose (PADANILAM et al., 2003; BARROS et al., 2001). Durante
a necrose, ocorre a fragmentacéo celular e liberacdo de contetdos lisossdmico e granular para
0 espaco extracelular, seguido da inflamacdo (MAJNO and JORIS, 1995). Assim, a
morfologia da célula necrética é diferente da célula apoptética classica, com alteragdes tanto
no citoplasma como no ndcleo.

A apoptose pode ser reconhecida por suas caracteristicas morfoldgicas muito
marcantes e coordenadas. De modo geral, a apoptose € um fendmeno bastante rapido, onde
ocorre a retracdo da célula, o que causa perda da aderéncia com a matriz extracelular e células
vizinhas. Desta forma, as organelas celulares mantém a sua morfologia, com excecéo, em
alguns casos, das mitocondrias, que podem apresentar ruptura da membrana externa. A
cromatina sofre condensacéo e se concentra junto & membrana nuclear, que se mantém intacta
(GRIVICICH et al., 2007).

Na maioria dos casos, tanto a sobrevivéncia como a apoptose dos foliculos ovarianos
resulta de um balango entre a expressao de fatores anti-apoptéticos e pré-apoptoticos. Entre
estes fatores podemos citar as proteinas Bcl-2 e Bax, que sdo responsaveis por desenvolver
um papel critico nesse processo. Em camundongos deficientes para Bcl-2, ocorre a
diminuicdo no nuamero de foliculos presentes ap0s o nascimento (RATTS et al.,, 1995),

favorecendo a sobrevivéncia e crescimento. No entanto, a deficiéncia da proteina Bax leva ao
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prolongamento do tempo de vida ovariano (PEREZ et al., 1999). Desta forma, 0 aumento da
expressao de Bax acelera a morte celular (OLTVAI et al., 1993).

A nivel molecular, a progressdo de apoptose pode ser dividida em trés fases: de
iniciacdo, execucdo e terminacdo. A fase de iniciacdo pode ser promovida por fatores
extrinsecos, tais como as citocinas (por exemplo, o Fator de Necrose Tumoral-a, o Fas
ligand), proteinas virais e ainda pela retirada dos fatores de crescimento. Por outro lado, a
morte celular pode também ser induzida por fatores intrinsecos, o qual inclui o estresse
oxidativo, irradiacdo ou a ativacdo de genes supressores de tumor, dentre eles a p53. Além
disso, cada via pode envolver uma ou mais caspases, tais como as caspases 8 € 9 (MORITA &
TILLY, 1999; JOHNSON & BRIDGHAM, 2002). J4 a fase de execucdo, é caracterizada por
mudancas na membrana celular, fragmentacdo nuclear, condensacdo da cromatina e
degradacdo do DNA. Portanto esta fase é considerada irreversivel e ocorre por meio da
ativacdo das caspases 3, 6 e 7. Em seguida, ocorre a fase de terminacdo que consiste na
fagocitose dos corpos apoptéticos fragmentados por um processo nao inflamatério. Assim,
apoptose e a necrose frequentemente ocorrem simultaneamente em grande variedade de
condicdes patoldgicas, bem como em células durante o cultivo, as quais sdo expostas as
diferentes atividades fisioldgicas, traumas fisicos ou até mesmo a toxinas e produtos quimicos
(MARTIN et al., 2001).

2.7 Importancia do FSH para a foliculogénese

Os estagios iniciais da foliculogénese ocorrem independentemente de horménios
gonadotroficos. No entanto, os foliculos se tornam responsivos a estes horménios no inicio do
desenvolvimento da fase antral e passam entdo a depender do FSH (ROCHE, 1996). A
dependéncia de FSH é observada ap6s a diferenciacdao das células da granulosa em subtipos
como células do cumulus e murais, até a formacgédo do antro (RICHARDS, 2001). O FSH ¢
essencial para o crescimento in vitro de foliculos pré-antrais suinos (WU et al., 2007), e
contribui também para a manutencdo da integridade morfologica de foliculos caprinos
cultivados in vitro (MATOS et al., 2007a). Além disso, 0 FSH é capaz de estimular a ativagdo
de foliculos primordiais caprinos e o crescimento dos foliculos ativados. MATOS et al.,
2007b; MATOS et al., 2007a demonstraram que 50 ng/mL de FSH foram suficiente para
promover a ativacdo dos foliculos primordiais e auxiliar no crescimento folicular durante o
cultivo do tecido cortical ovariano caprino. Além disso, o FSH pode ser identificado como

regulador da apoptose nas células da granulosa (CHUN et al., 1996). Desta forma, 0 FSH é o
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principal hormoénio reprodutivo em mamiferos, sendo necessario tanto para o0
desenvolvimento gonadal, como para a liberagdo de gametas durante a fase de fertilidade da
fémea (CHAPPEL and HOWLES, 1991; SIMONI and NIESCHLAG, 1995). No ovario, FSH
atua se ligando a superfamilia de receptores acoplados a proteina G, que estdo localizados
exclusivamente nas células da granulosa (GUDERMANN et al., 1995), onde € iniciada a sua
expressdo em foliculos primarios (MEDURI et al., 2002).

SARAIVA et al., (2010) identificaram por mudancas nos niveis de expressdo de
RNAmM para o FSH-R em foliculos caprinos, indicando que a expressdo dos receptores
aumenta com o desenvolvimento folicular in vivo. O FSH é importante para a regulacdo de
quase todos os fatores de crescimento envolvidos com a sobrevivéncia folicular
(MARKSTROM et al., 2002). Portanto, as interagdes que ocorrem entre os diferentes tipos
celulares sdo importantes para o controle da diferenciacdo e proliferacdo das células da
granulosa e para permitir o crescimento e maturacdo do odcito. Nos estagios finais da
foliculogénese, as comunicages intercelulares entre o odcito e células da granulosa ocorrem
através da via de sinalizacdo parécrina, ocorrendo a troca de pequenas moléculas reguladoras
através das juncdes gap. O odcito secreta fatores paracrinos sollveis que atuam nas células da
granulosa vizinhas, as quais por sua vez, regulam o desenvolvimento do odcito em uma
comunicagdo bidirecional (GILCHRIST et al., 2004). Sob a influéncia do LH e FSH , as
células da teca produzem andrégenos que sdo utilizados pelas células da granulosa para
sintese dos estrogénios, sendo um evento importante para proteger os foliculos dominantes
contra a atresia (GILCHRIST et al., 2004). Além da importancia de horménios e fatores de
crescimento, alguns trabalhos demonstraram que outras substancias, como as lectinas, podem
influenciar o crescimento e maturacdo oocitaria (FAGBOHUN and DOWN, 1990).

2.8 Lectina Concanavalina A (Con A)

As lectinas ou hemaglutininas séo proteinas de origem nao-imune, estruturalmente
heterogéneas, capazes de se ligar de maneira reversivel a carboidratos (CAVADA et. al.,
2001). As lectinas de origem vegetal sdo as mais estudadas, especialmente aquelas da familia
Leguminosae, constituindo assim um grande grupo de proteinas com estruturas similares,
apresentando carboidratos especificos e distintos entre si. Dentre as lectinas das leguminosas
destaca-se a Concanavalina A (Con A), isolada a partir de sementes de Canavalia ensiformis
(familia Leguminosae, tribo Phaseoleae, subtribo Diocleinae). A Con A foi a primeira lectina
isolada (WANG, 1974), sequenciada (DEREWENDA, 1989; GOMES et al., 1999) e a ter sua
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estrutura tridimensional determinada por cristalografia de raios-x (BARRAL-NETTO et al.,
1992; RODRIGUES FILHO et al., 1992).

A lectina Con A apresenta especificidade para residuos de carboidratos de D-
glucose, D-manose e derivados que séo encontrados na regido central de todas as ligacdes de
asparagina (N-ligacdo) (TEIXEIRA et al., 2001). Os residuos de aminoécidos da Con A que
estdo envolvidos no sitio de ligagdo a carboidratos séo especificados como Tyrl2, Asnl4,
Leu99, Tyr100, Asp208 e Arg228. Muitas lectinas podem ser designadas mitogénicas ou ndo
mitogénicas com base em suas habilidades em estimular a proliferacdo de linfocitos
(GOLDSTEIN & HAYES, 1978; LIS & SHARON, 1981; SHARON, 1983). As lectinas
mitogénicas, possuem a capacidade de induzir a proliferacdo celular, e dentre elas inclui-se a
lectina Con A.

Estudos mostraram que a Con A tem maior afinidade pela parte interna da zona
pelicida (ZP), que é uma membrana produzida pelo o6cito em ovualos de hamster,
camundongos e ratos (NICHOLSON et al., 1975). Além disso, a Con A j& foi identificada em
células da granulosa e no citoplasma do o6cito em suinos (TALEVI et al., 1997). O papel da
Con A durante a maturacdo de odcitos ja foi investigado e observou-se que essa lectina
estimula a maturacdo de odcitos e a expansdo do cumulus em foliculos isolados a partir de
ovarios de camundongas (FAGBOHUN & DOWNS, 1990).

As lectinas ja foram utilizadas para a caracterizagdo da zona pellcida em hamsters,
camundongos e suinos (NICHOLSON et al., 1975). Ja foi também realizada a distribuicdo de
padroes da lectina em odcitos de mamiferos (SHALGI et al., 1991) e verificou-se a
distribuicdo e a disponibilidade de residuos de agucares especificos na zona peltcida de
odcitos humanos. Com base em um ensaio de competicdo de aclcar. MORI et al.,(1989)
sugeriram que a presenca de residuos de D-manose sobre a zona pellcida seria importante na
fertilizacdo humana. As lectinas de leguminosas ja foram utilizadas para inibir a adesdo entre
espermatozoides e oocitos (OIKAWA et al., 1973).

Outros estudos demonstraram que a Con A reconhece os oligossacarideos dos
receptores de insulina e do fator de crescimento epidermal (EGF). Assim, foi relatado que a
ligagdo da Con A com estes receptores pode desencadear uma acgdo celular similar aquela que
ocorre em resposta ao EGF e a insulina (CARPENTER and COHEN, 1977; PRIME and
TOH, 1980). Desta forma, a acdo de Con A e outras lectinas em células do complexo

cumulus-o0cito pode ocorrer a partir da ligacdo de receptores para fatores de crescimento.
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3 HIPOTESES CIENTIFICAS

Conforme mostrado na revisdo de literatura, a foliculogénese é um processo
complexo regulado por diferentes horménios e fatores de crescimento. Diante do exposto,

foram formuladas as seguintes hipoteses cientificas:

1) O efeito da lectina Con A na ativacédo, desenvolvimento e crescimento de foliculos inclusos
no tecido ovariano caprino é dependente da concentracao utilizada.

2) O FSH interage com a Con A e estimula a ativacdo, sobrevivéncia e crescimento in vitro de

foliculos pré-antrais caprinos inclusos em fragmentos de tecido ovariano.

3) A Con A e o FSH influenciam a expressdo de RNAm para Kit ligand, c-kit, BMP-15,

GDF-9 e PCNA durante a ativacao e crescimento de foliculos primordiais caprinos in vitro.



38

4 JUSTIFICATIVA

O estudo do efeito da lectina Con A e do FSH, associado ao cultivo in situ de ovarios
caprinos justifica-se pelo fato do baixo rendimento do ovario mamifero no que concerne a
producdo e liberacdo de odcitos vidveis para a fecundacdo. Apesar da enorme populacdo
oocitéaria presente em ovarios de mamiferos, uma pequena propor¢do, cerca de 0,1%, sera
naturalmente ovulada (MARKSTROM et al., 2002). Desta forma, é importante de se
compreender 0s mecanismos responsaveis pelo funcionamento da fisiologia ovariana, no que
concerne a prevencao da atresia folicular.

Sabendo-se da importancia e do valor econémico que a espécie caprina representa
em especial para o Nordeste brasileiro, & extremamente importante o desenvolvimento de um
sistema de cultivo capaz de ativar esses foliculos quiescentes, seguido do desenvolvimento in
vitro. Sendo assim, para compreender o crescimento dos foliculos em diferentes categorias, 0
desenvolvimento de um sistema de cultivo eficiente poderéd contribuir para a propagacao de
biotécnicas reprodutivas para uma melhor compreensdo sobre os fatores que regulam a
foliculogénese na fase pré-antral, necessarios para a sobrevivéncia, a ativacdo e o inicio do
crescimento folicular.

Até 0 momento sabe-se que a ativagdo, o crescimento e o desenvolvimento folicular
sdo regulados por hormonios, fatores de crescimento e outras substancias que irdo agir de
forma autdcrina ou paracrina, sendo que os mecanismos reguladores desses processos sdo
pouco conhecidos, especialmente em animais de producdo, como o0s caprinos. O Hormonio
Foliculo Estimulante (FSH) é capaz de influenciar todos os estagios de desenvolvimento
folicular, além de regular a agdo de diferentes fatores de crescimento. O estudo do efeito de
outras substancias durante a ativacdo folicular é de grande importancia, pois ja existem relatos
gue a Con A na promove a maturacdo oocitaria e a expansdo das células do cumulus em
camundongas (FAGBOHUN and DOWNS 1990). Além disso, o efeito da acdo da Con A
associada com o FSH durante a ativacdo de foliculos primordiais ndo havia sido testados no

cultivo in situ de fragmentos de cortex de ovarios caprinos.
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5 OBJETIVOS

5.1 Objetivos gerais

1) Avaliar o efeito de diferentes concentracdes de Con A sobre a ativacdo e viabilidade de
foliculos primordiais durante 6 dias de cultivo de tecido ovariano caprinos.
2) Avaliar o efeito da interacdo entre FSH e Con A sobre a ativacéo e vabilidade de foliculos

primordiais caprinos in vitro.

5.2 Objetivos especificos

1) Analisar morfoldgica e ultraestruturalmente os foliculos pré-antrais caprinos inclusos em
tecido ovariano cultivados in vitro por 6 dias na presenca de Con A e FSH

2) Verificar o efeito de Con A, na presenca ou auséncia de FSH, sobre a expressdo dos
RNAs mensageiros para o Kit Ligand (KL), c-Kit, Proteina Morfogenética Ossea-15 (BMP-
15), Fator de Crescimento e Diferencia¢do-9 (GDF-9) e PCNA.
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Abstract

This study aims to investigate the effects of Concanavalin A (Con A) and Follicle Stimulating
Hormone (FSH) on the survival and activation of primordial follicles, and gene expression in
cultured goat ovarian tissue. Ovarian tissues were cultured for 1 or 6 days in medium
supplemented with different concentration of Con A (0, 5, 10, 20 and 40 pg/mL — experiment
1). Non-cultured (control) and cultured ovarian fragments were processed for histological
evaluation. After choosing the best concentration of Con A (10 pg/mL), ovarian tissues were
cultured for 6 days in medium supplemented with Con A (10 pg/mL), FSH (50 ng/mL) or
both. Non-cultured (control) and cultured ovarian fragments were processed for histology, or
stored to evaluate the expression of the mRNA’s for PCNA, c-kit, KL, GDF-9 and BMP-15

by PCR in real time. The results showed that after 6 days of culture, the presence of Con A
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(10 or 40 pug/mL) or FSH was effective in maintaining the percentage of normal follicles and
in promoting primordial follicle activation. After culture, FSH increased the expression of
PCNA mRNA, but this effect was blocked by Con A. Con A increased the levels of c-KIT
mRNA in relation to uncultured control, but Con-A or both Con A and FSH reduced the
levels of KL mRNA. In addition, a reduction of BMP-15 mRNA expression was found in
follicles cultured in control medium, but not in media containing FSH, Furthermore, follicles
cultured in presence of Con A had higher levels of GDF-9 mRNA than those cultured in
control medium. In conclusion, Con A and FSH regulate gene expression and are able to
improve goat primordial follicles activation in ovarian cortical tissue that was cultured for 6

days.

Keywords: Con A, FSH, ovary, primordial follicles, goat

1. Introduction

Several studies have demonstrated that activation of primordial follicle and initiation
of folliculogenesis is a complex process regulated by endocrine and intra-ovarian factors (for
reviews, see Gougeon, 1996; Fortune, 2003; Van den Hurk and Zhao, 2005). During the onset
of follicular growth, the flattened pre-granulosa cells of primordial follicles become cuboidal,
start to proliferate, and the enclosed oocyte begins to grow. Granulosa cell proliferation is
associated with expression of proliferating cell nuclear antigen (PCNA), which is a valuable
marker to evaluate cell proliferation because it is universally expressed throughout the G1/S-
phase interface and reaches a plateau during G2 (Xiong et al., 1992). PCNA was shown to be
correlated with follicular growth in different animal species (goat: Silva et al 2004 a,b;
human: Oktay et al., 1998, 2000, cow: Wand;ji et al., 1996; Fricke et al., 1997, sheep: Lundy

etal., 1999).
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The involvement of gonadotrophins FSH and LH (Saraiva et al., 2008) and local
growth factors, like GDF-9 (Martins et al., 2008), KL/c-Kit (Lima et al., 2011) and BMP-15
(Celestino et al., 2011) on goat primordial follicle activation in vitro has been extensively
studied in the last decade. KL, GDF-9 and BMP-15 have an important role during the earliest
stages of folliculogenesis, since knockout mice for KL or its receptor (c-Kit) do not form
primordial follicles and the follicular development is interrupted at the primary follicle stage
in mice knockout for GDF-9 (Dong et al,1996) or in sheep containing mutations for BMP-15
(Galloway et al., 2000).

Despite the activation of primordial follicles have been studied in the last decade, the
results obtained are still limited, making it important to study the effects of new chemical
substances, like the lectin concanavalin A (ConA). Con A is a lectin which is isolated from
Canavalia ensiformis (Jack Bean) and exists as a homotetramer at physiological pH with
molecular mass of 102.5 kDa (Agrawal et al., 1968). Each monomer consists of Mn?*, Ca*
and carbohydrate-binding sites and has a mannose/glucose-binding specificity. The
carbohydrate binding activity of Con A induces different cellular responses through the
binding of glycoproteins or glycolipids on the plasma membrane of different cell types. Con
A has long been known as a mitogen to stimulate the polyclonal proliferation of T-
lymphocytes (Boldt et al., 1979). Fagbohun and Downs (1990) additionally. Shown that Con-
A have profound effects on in vitro cultured mouse oocyte-cumulus cell complexes,
(demonstrating that Con A modifies the maturational state of both the oocyte and cumulus
cells, by its ability to induce germinal vesicle break-down in oocytes that had artificially been
kept in meiotic arrest. These data suggest that lectins may stimulate a signal or metabolic
pathway common for both mitogenesis and maturation of the oocyte-cumulus cell complex
(Fagbohun and Downs, 1990). The action of Con A on the oocyte and granulosa cells, at least

in part, may be due to its binding to receptors for growth factors and/or to other stimulatory
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ligands (Channing and Ledwitz-Rigby 1975; Chang et al., 1977). Despite knowing that a
variety of important physiological processes in germ cells are potentially mediated by surface
glycoconjugates, the effects of Con A, either alone or associated with FSH, on goat
primordial follicles activation, viability and gene expression was still not evaluated.

Thus, the aim of the present study was to evaluate the effect of different
concentrations of Con A on the in vitro activation, survival and development of primordial
follicles, and to investigate the interaction of Con A and FSH on follicular growth and
expression of mMRNA GDF-9, BMP-15, KL, c-kit and PCNA in cultured ovarian cortical

tissue.

2. Materials and Methods

The culture media, Con A and other chemicals used in the present study were

purchased from Sigma (St. Louis, Mo., USA), unless mentioned otherwise.

2.1. Experiment 1: Effect of different concentration of Con A on activation and survival

of goat primordial follicles

Ovaries (n=12) from adult mixed-breed goats (Capra hircus) were collected from a
local slaughterhouse. Immediately postmortem, the ovaries were washed in 70% alcohol for
10 sec following two times in 0.9% sterile saline supplemented with 100pug/mL penicillin and
100pg/mL streptomycin. The pairs of ovaries were transported within 1 h to the laboratory in
o-MEM" at 4°C (Chaves et al., 2008).

From the same ovarian pair, 18 slices (3mm x 3mm x 1mm) were cut using a scissor
and a scalpel under sterile conditions. The tissue pieces were then either directly fixed for

histology (fresh control) or placed in culture for 1 or 6 days.
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Ovarian cortical tissues were transferred to 24-well culture dishes containing 700 uL
of culture media. The basic culture medium consisted of a-MEM" (pH 7.2-7.4) supplemented
with ITS (10 ug/ml insulin, 5.5 pg/ml transferrin, and 5ng/ml selenium), 0.23 mM pyruvate, 2
mM glutamine, 2 mM hypoxantine, 1.25mg/ml of bovine serum albumin (BSA), calcium
chloride and manganese chloride. To test the optimal concentration of con A, different
concentrations (0, 5, 10, 20 or 40 pg/mL) of this lectin were added to the culture medium.
Culture was performed at 39°C in 5% CO in a humidified incubator for 1 or 6 days. On days
2 and 4, the medium was replaced with fresh medium.

After one or six days of culture, the pieces of ovarian tissue were fixed in 4%
paraformaldehyde for 12 h and then dehydrated with increasing concentrations of ethanol.
After paraffin embedding (Synth, Sdo Paulo, Brazil), the caprine tissues pieces were cut into 7
um sections, and every section was mounted on glass slides and stained by periodic acid
Schiff-hematoxylin. Follicle stage and survival were assessed microscopically on serial
sections. Coded, anonymized slides were examined on a microscope (Nikon, Tokyo, Japan)
under 400x magnification.

The developmental stages of follicles have been previously defined (Hulshof et al.,
1994). Primordial follicles consist of an oocyte surrounded by one layer of flattened or a
mixture of flattened and cuboidal granulosa cells, while developing follicles consisted of
primary (one layer of cuboidal granulosa cells) and secondary follicles (two or more layers of
cuboidal granulosa cells around the oocyte). These follicles were still individually classified
as histologically normal when an intact oocyte was present and surrounded by granulosa cells,
which were well organized into one or more layers and no pyknotic nucleus was present.
Atretic follicles were defined as follicles with a retracted oocyte, pyknotic nucleus, and/or

disorganized granulosa cells detached from the basement membrane. To evaluate follicular
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activation, the percentage of healthy primordial and developing follicles were calculated
before (fresh control) and after culture in each medium.

The percentages of primordial and developing follicles, and morphologically normal
follicles after 1 or 6 days of culture in medium supplemented with different concentration of
Con-A were compared by chi-square test (Graphpad Instat). The differences were considered

significant when P < 0.05.

2.2. Experiment 2: Influence of Con A and FSH on follicular growth and ultrastrutural

integrity, and gene expression in cultured cortical tissue

Ovaries (N=16) from adult mixed-breed goats were collected as described in
experiment 1. In vitro culture was performed in 24-well culture dishes containing 700 uL of
culture media. Culture was performed for 6 days, at 39°C in 5% CO, in a humidified
incubator. The basic culture medium consisted of MEM (pH 7.2-7.4) supplemented with ITS
(10 pg/ml insulin, 5.5 pg/ml transferrin, and 5 ng/ml selenium), 0.23 mM pyruvate, 2 mM
glutamine, 2 mM hypoxantine, 1.25 mg/ml of bovine serum aloumin (MEM+), in presence of
Concanavalin A lectin at 10 pg/mL and/or 50 ng/mL FSH. On days 2 and 4, the medium was
replaced with fresh medium. At the end of the culture, fragments from each treatment were
fixed for routine histological studies. In addition, fragments were stored at -70°C for
extraction of total RNA and quantification of mRNA by PCR in real time.

After six days of culture, the pieces of ovarian tissue were fixed in 4%
paraformaldehyde and processed for routine histological examination as described in
experiment 1. The percentages of primordial and developing follicles were determined as
described previously.

To evaluate the effects of Con A, FSH and their combination on expression of

MRNA for BMP-15, GDF-9, Kit Ligand, c-KIT and PCNA in 6-days cultured ovarian tissue,
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per test medium, three fragments of this tissues were collected and then stored at -80°C until
extraction of total RNA.

Total RNA extraction was performed using Trizol purification kit (Invitrogen, S&o
Paulo, Brazil). According to the manufacturer’s instructions, 800 uL of Trizol solution was
added to each frozen samples and the lysate was aspirated through a 20-gauge needle before
centrifugation at 10,000 x g for 3 min at room temperature. Thereafter, all lysates were diluted
1:1 with 70% ethanol and subjected to a mini-column. After binding of the RNA to the
column, DNA digestion was performed using RNAse-free DNAse (340 Kunitz units/mL) for
15 min at room temperature. After washing the column three times, the RNA was eluted with
30 puL RNAse-free water.

Prior to reverse transcription, the eluted RNA samples were incubated for 5 min at
70°C, and chilled on ice. Reverse transcription was then performed in a total volume of 20 uL,
which was comprised of 10 pL of sample RNA, 4 uL 5X reverse transcriptase buffer
(Invitrogen, Sdo Paulo, Brazil), 8 units RNAseout, 150 units Superscript Ill reverse
transcriptase, 0.036 U random primers (Invitrogen, Sdo Paulo, Brazil), 10 mM DTT, and 0.5
mM of each dNTP. The mixture was incubated for 1 h at 42°C, for 5 min at 80°C, and then
stored at -20°C. Negative controls were prepared under the same conditions, but without the
inclusion of the reverse transcriptase.

Quantification of mMRNA was performed using SYBR Green. PCR reactions were
composed of 1 uL. cDNA as a template in 7.5 uL of SYBR Green Master Mix (PE Applied
Biosystems, Foster City, CA), 5.5 uL of ultra-pure water, and 0.5 uM of each primer. The
primers were designed to perform amplification of mMRNA for BMP-15, GDF-9, Kit Ligand,
c-kit, PCNA and housekeeping gene ubiquitin (UBQ) and B-Actin (Table 1). The efficiency
amplification for all genes was verified according to Pfaffl (2001). The thermal cycling

profile for the first round of PCR was: initial denaturation and activation of the polymerase
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for 10 min at 95°C, followed by 50 cycles of 15 sec at 95°C, 30 sec at 58°C, and 30 sec at
60°C. The final extension was for 10 min at 72°C. All reactions were performed in a real time
PCR Mastercycler (Eppendorf, Germany). The delta-delta-CT method was used to normalise
the data of MRNA expression (Livak and Schmittgen 2001).

The percentages of primordial and developing follicles as well as those of
morphologically normal, after 6 days of culture were compared by chi-square test. Levels of
MRNA for PCNA, BMP-15, GDF-9, KL and c-Kit in in situ culture were analysed by using
the non-parametric Kruskal-Wallis test (P<0.05). Data were expressed as mean + sem. The

differences were considered significant when P<0.05.

3. Results

3.1. Experiment 1: Effect of different concentrations of Con A on activation and survival

of goat primordial follicles

Histological analysis showed that normal (Figure 1A ) and degenerated (Figure 1B)
follicles were found in non-cultured and cultured ovarian cortical tissue. Degenerated follicles
had a shrunken oocyte, with pyknotic nucleus or disorganised granulosa cells. A total of 2.129
follicles was counted to evaluate follicular morphology and activation. Figure 2 shows the
percentage of morphologically normal preantral follicles after 1 or 6 days of culture in o-
MEM® alone or in this medium supplemented with Con A (5, 10, 20 e 40 ug/mL). After 1
and 6 days of ovarian cortical tissue culture, all treatments reduced the percentage of normal
follicles present in these tissues, when compared to those in uncultured control tissues (P
<0.05), but no significant differences were observed among treatments. However, a
significant decrease in the percentage of normal follicles was observed with the increase of

culture period from 1 to 6 days.
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When compared to fresh non-cultured control tissues, additional significant (P <0.05)
reductions in the percentage of primordial follicles (Figure 3) and increases of developing
follicles (Figure 4) were observed in tissues that were 1 or 6 days cultured in medium
supplemented with different concentrations of Con A (5, 10, 20 and 40 pug/mL). Moreover,
when compared to other treatments, including the control medium (MEM+), after six days of
culture, significant reductions in the percentage of primordial follicles (Figure 3) and
increases of developing follicles (Figure 4) were observed in ovarian tissues that were
cultured in presence of 10 or 40 pg/mL of Con A,. With progress of the culture period from
day 1 to day 6, all treatments also decreased the percentage of primordial follicles (Figure 3)

and increased those of developing follicles (Figure 4, P<0.05) in ovarian tissues.

3.2. Experiment 2: Influence of Con A and FSH on follicular growth, ultrastruture and

gene expression in cultured cortical tissue

In total, 1.456 follicles were counted to evaluate follicular morphology and activation
in this experiment. Compared to uncultured control (P<0.05), a significant reduction in the
percentage of morphological normal follicles was observed in 6-days cultured ovarian tissue,
while the presence of FSH, Con A or both in the culture medium did not increase the
percentage of normal follicles (Figure 5).

Compared to non-cultured control ovarian tissues, all 6-days cultured tissues
significantly (P <0.05) reduced the percentage of primordial follicles (Figure 6) and increased
that of developing follicles (Figure 7) . Furthermore, compared with ovarian tissue cultured in
control medium (a-MEM) the presence of FSH, Con A or both promoted a decrease in the
percentage of primordial follicles (Figure 5) and an increase in developing follicles (Figure 7).

No synergistic interaction between FSH and Con A was observed (P<0.05).
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Efficiency values obtained for gRT-PCR amplification of five genes in ovarian
cortical tissue fragments are shown in Table 2. The data indicate that amplification efficiency
was near the theoretical optimum level. After 6 days of culture, an increase of PCNA mRNA
expression was demonstrated in tissues cultured in a-MEM® supplemented with FSH
compared to those cultured in a-MEM™ supplemented with both Con A and FSH (Figure 8A)
(P< 0.05). Furthermore, addition of both FSH and Con A to the culture medium resulted in an
increase of MRNA c-KIT expression in cultured ovarian fragments compared to tissues
cultured in a-MEM" supplemented with Con A only (Figure 8B). Compared to uncultured
control fresh ovarian tissue, a reduction in the mRNA levels of KL was observed in tissues
that were cultured in a-MEM™ supplemented with Con-A or both Con A and FSH (Figure
8C). BMP-15 mRNA expression in ovarian tissue fragments cultured in a-MEM® was
reduced compared to that in uncultured control fresh tissue (P<0.05), but not to that in
fragments that were cultured in presence of FSH, Con-A or both (Figure 8D). Moreover, the
levels of GDF-9 mRNA in ovarian fragments that were cultured in Con A containing medium
were significantly (P<0.05) higher than those in tissues cultured in medium with FSH (Figure

8E).

4. Discussion

The present study demonstrated that culture media containing 10 or 40 pg/mL of Con
A, or FSH with or without Con A stimulate the activation of primordial follicles and
contribute in the maintenance of follicular morphological integrity in in vitro cultured goat
ovarian tissue. The positive effect of Con A may be due to its protective effect on granulosa
cell apoptosis and its induction of granulosa cell proliferation. For, previous studies
demonstrated the presence of Con A binding sites in porcine granulosa cells (Lee and Ryan,

1979) and lectins have the ability to bind carbohydrates and improve cell to cell adhesion
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(Sharma, et al, 1996; Yagi, et al., 1995). Thereby, Con A may have recognized and mediated
adhesion between carbohydrates present in the granulosa cells and in the oocyte they
enclosed. Communication between the oocyte and their compassing granulosa cells during
preantral and early antral follicle stages is necessary to ensure the survival of the oocyte and
its subsequent developmental competence (Albertini et al., 2001; Fatehi et al., 2002). The
interaction between the granulosa cells and the oocyte during follicular development not only
benefits the oocyte, but also the granulosa cells, since the oocytes regulate granulosa cell
functions and inhibiting apoptosis in the layers of cells immediately around the oocyte
(Hussein et al., 2005). Apart from their effect on oocyte survival and developmental
comptetence, mitogenic lectins, like Con A, have found to stimulate both oocyte maturation
and cumulus expansion in isolated mouse oocyte-cumulus cell complexes (Fagbohun and
Downs, 1990).

Addition of Con A and/or FSH to the culture medium reduced the percentage of
primordial follicles and concomitantly increased the percentage of developing follicles within
cultured ovarian cortical tissue. As far as we know there are no data published about the
effects of Con A on in vitro ovarian follicle development. Studies, demonstrated that FSH is
essential for the in vitro growth of pig preantral follicles (Wu et al., 2007. In goats, FSH
appeared important for the maintenance of the morphological integrity of follicles, the
activation of primordial follicles and the growth of activated follicles in in situ cultured
ovarian tissue (Matos et al., 2007a; 2007b). In the current studies, no synergistic effects of
FSH and Con A on follicles were observed. Binding of Con A to receptors of growth factors
and hormones, like FSH, may explain the absence of such a positive interaction between the
lectin and FSH.

The presence of Con A in culture medium stimulated the expression of GDF-9 mRNA

in in vitro cultured ovarian cortical tissue. Maybe Con A acts indirectly on goat primordial
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follicles present in this tissue, because Martins et al. (2008) previously demonstrated a
positive effect of GDF-9 on the survival and development of goat primordial follicles. In
cultured ovarian tissue, the medium components Con A and FSH reduced the levels of KL
MRNA, but increased those of c-kit. In vivo and in vitro studies have shown that the functions
of the KL/c-kit system in the ovary include the establishment of primordial germ cells (PGC),
primordial follicle activation, oocyte survival and growth, granulosa cell proliferation, theca
cell recruitment, maintenance of meiotic competence and ovarian steroidogenesis regulation
(Otsuka and Shimasaki, 2002; Jin et al., 2005; Hutt et al., 2006a; Thomas et al., 2008;
Celestino et al., 2010). The currently observed disturbed balance between c-kit and KL in Con
A and FSH treated ovarian tissue fragments may dramatically influence normal follicular
development, but it is unclear whether the disbalance between KL and its receptor has
favourable or unfavourable consequences for this process.

In cultured ovarian tissues, the expression of PCNA was stimulated by addition of
FSH to culture medium, while presence of Con A in this medium blocked the stimulatory
effects of FSH. Various studies have shown that FSH regulates the expression of growth
factors, that are essential for the activation of follicle development and subsequent follicle
growth (Joyce et al. 1999; Thomas et al. 2005). FSH also directly acts on the regulation of
follicular development, its actions being mediated by specific receptors on the surface of
granulosa cells (Minj et al. 2008). It is furthermore known that lectins, like Con A, exhibit
binding affinity for glycoproteins (Pandian et al., 1975). Because FSH is a glycoprotein,
formed from two subunits (alpha and beta), and its receptor is a glycoprotein transmembrane
receptor (Kumar and Matzuk, 2000), they can have been blocked by their binding to Con A.
This blockage may explain the presently observed absence of FSH-stimulated PCNA

expression in ovarian tissue in presence of Con A.
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In cultured ovarian tissues, BMP-15 mRNA levels were kept at control levels, when
FSH, Con A or both compounds were added to culture medium. Previously, we detected
mRNAs for BMP-15 and their associated receptors in primordial, primary and secondary
follicles and in the oocytes and granulosa cells of antral follicles (Silva et al., 2005).
Futhermore, it was found that FSH regulates the expression of BMP-15 in murine follicles
(Joyce et al., 1999, Thomas et al., 2005). Both these compounds are involved in the activation
of primordial follicles (Silva et al., 2006). FSH can also modulate the levels of BMP-15 and
GDF-9 in growing follicles (Thomas et al., 2005), and the latter two growth factors appeared
essential for primordial and primary follicle development in mice (Dong et al.,1996) and
sheep (Galloway et al., 2000).

In conclusion, 10 or 40 pg/mL Con A and FSH are effective in primordial follicle
activation and in promoting primordial follicle activation in 6-days cultured goat ovarian
cortical slices. Moreover, culture with Con A and/or FSH alters the levels of mMRNA for genes
that are important for activation of primordial follicles. This suggests that Con A has an

important role in the development of goat preantral follicles.
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Table 1. Primer pairs used in real-time PCR.

Sense
Target . o (s), anti- . GenBank
Primer sequence (5" 3") Position .
gene sense accession no.
(As)
GAAGATGGCCGCACTCTTCTGAT S 607-631
UBQ Gl: 57163956
ATCCTGGATCTTGGCCTTCACGTT As 756-780
ACCACTGGCATTGTCATGGACTCT 187-211
S
-Actin .
P TCCTTGATGTCACGGACGATTTCC As 386-410 G1:28628620
TGCCGAGATCTCAGTCACAT S 566-586
PCNA GI:77735938
TATGGCAACAGCTTCCTCCT As 695-715
ACAACACTGTTCGGCTCTTCACCC S 332 -356
GDF-9 GI1:51702523
CCACAACAGTAACACGATCCAGGTT As 426-451
AAGTGGACACCCTAGGGAAA S
237-257 Gl: 8925958
BMP-15
AS 362-384
TTGGTATGCTACCCGGTTTGGT
AGCGAGATGGTGGAACAACTGTCA S
KL 211-235 Gl: 16580734
AS
GTTCTTCCATGCACTCCACAAGGT
AGTTTCCCAGGAACAGGCTGAGTT S
c-KIT 1751-1775
AS G1:633053
CGTTCTGTTAAATGGGCGCTTGGT 1904-1928




Table 2. Efficiency of the primers used in real time PCR.

Target gene Efficiency

UBQ 1,02
B-Actin 1,08
PCNA 1,02
GDF-9 1,02
BMP-15 1,00
KL 1,04
c-KIT 1,01

60
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Figure 1. Histological section of non-cultured ovarian tissue after staining with periodic
acid-Schiff-haematoxylin, showing a normal primordial follicle (A) and a degenerated
primordial follicle (B). o: oocyte; n: nucleus; g, granulosa cells. (Original magnification
x400.).
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Figure 2. Percentage (mean = SEM) of viability follicular in fresh control (non-cultured),
culture control and after culture for days 1 or 6 in the absence or presence of different
concentrations of lectin Con A [5, 10, 20 and 40]. * differs significantly from control fresh

follicles (P<0.05); a, b differs significantly between 1 and 6 days of culture (P < 0.05).
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Figure 3. Percentage (mean £ SEM) of primordial follicles in fresh control (non-cultured),
culture control and after culture for days 1 or 6 in the absence or presence of different
concentrations of lectin Con A [5, 10, 20 and 40]. *Differs significantly from control non-
cultured follicles (P<0.05); a, b differs significantly between 1 and 6 days of culture (P <
0.05); A, B differs significantly among treatment with MEM, 10 and 20ug/mL in 6 day of

culture (P < 0.05).
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Figure 4. Percentage (mean + SEM) in development follicles in fresh control (non-cultured),
culture control (MEM™) and after culture for days 1 or 6 in the absence or presence of
different concentrations of lectin Con A [5, 10, 20 and 40 pg/mL].* Differs significantly from
control non-cultured follicles (P < 0.05); a, b differs significantly between 1 and 6 days of
culture (P < 0.05); A, B differs significantly among treatment with MEM, 10 and 20pg/mL in

6 day of culture (P < 0.05).
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Figure 5. Percentage (mean £ SEM) of viability follicular in fresh control (non-cultured),
culture control and after culture for days 6 in 10pg/mL in a medium containing Concanavalin
A lectin alone and / or with FSH. *Differs significantly from control non-cultured follicles

(P<0.05).
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Figure 6. Percentage (mean + SEM) of primordial follicles in fresh control (non-cultured),

culture control and after culture for days 6 in the 10ug/mL in a medium containing

Concanavalin A lectin alone and / or with 50ng/mL of FSH. *Differs significantly from

control non-cultured follicles (P<0.05); # Differs significantly from MEM" in each culture

treatment with different concentrations of CON A (P < 0.05).
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Figure 7. Percentage (mean = SEM) in development follicles in fresh control (non-cultured),

culture control (MEM®) and after culture for days 6 in the 10ug/mL in a medium containing
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Concanavalin A lectin alone and / or with 50ng/mL of FSH.* Differs significantly from
control non-cultured follicles (P < 0.05); # Differs significantly from MEM™ in each 6 day of

culture (P < 0.05).
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Figure 8. Levels of mMRNA expression for in PCNA (A), ¢-KIT (B), KL (C), BMP-15 (D) and
GDF-9 (E) in uncultured control tissue (day 0) and in tissue cultured for 6 days in MEM" or

medium containing FSH, Concanavalin A (Con A) or both.
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7 CONCLUSOES GERAIS

A lectina Con A, nas concentracdes de 10 ou 40 pg/mL promove a ativacdo e o
desenvolvimento de foliculos primordiais e auxilia na manutengdo da viabilidade folicular
durante o cultivo in situ por 6 dias. A associa¢do de Con A (10 pg/mL) e FSH (50 ng/mL) é
capaz de promover a ativacdo e o desenvolvimento de foliculos primordiais para os estagios
de foliculos primarios e secundarios. Além disso, A lectina Con A (10 pg/mL), sozinha ou
associada ao FSH (50 ng/mL), durante o cultivo in situ altera a expressao de genes associados
a formacéo e ativacdo folicular e proliferacéo celular, tais como, o GDF-9, c-KIT, KL e BMP-
15. Portanto, foi observado que a suplementacdo com FSH ao meio de cultivo promoveu um
aumento significativo da expressdo do PCNA.e que a adicdo da Con A promoveu um
blogueio do efeito estimulatério do FSH reduzindo de forma significativa a expressdo do
PCNA. Ja o cultivo por 6 dias em MEM sozinho induziu a reducdo significativa da expressao
da BMP15, comparado ao controle fresco. A suplementacdo do meio com a lectina ConA
sozinha ou em associagcdo com o FSH reduziu a expressdo do RNAm para o KL comparado
ao controle fresco. Com relacdo a expressdo do c-KIT ocorreu um aumento significativo nos
niveis de RNAm no tratamento com FSH+CONA comparado a lectina sozinha. No meio
suplementado com a lectina CONA a expressdo do GDF9 foi significativamente maior do que

o tratamento com FSH.
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8 PERSPECTIVAS

Os resultados obtidos nesta pesquisa evidenciaram informac6es valiosas, sobre o
efeito da Lectina Concanavalina A (Con A) e do FSH sobre a expresséo do RNAm para
PCNA, BMP-15, GDF-9, KL e c-Kit, que estdo envolvidos na proliferacao celular, ativacéo e
crescimento de foliculos pré-antrais.

Estudos adicionais poderéo ser desenvolvidos, afim de melhor esclarecer o papel
destas substancias e suas interacdes sobre o desenvolvimento de foliculos primordiais. Estes
estudos contribuirdo para a elucidagdo dos mecanismos que regulam o desenvolvimento
folicular in vitro. Em adicdo, a utilizacdo da Con A e do FSH sozinhos ou em combinagéo
com outras substancias (fatores e/ou hormonios) para o desenvolvimento de outros meios
sequenciais, pode ser uma alternativa de sucesso na busca por melhores resultados de ativacédo

de foliculos primordiais.
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