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RESUMO

O crescimento folicular ovariano ¢ regulado por diversas substancias, tais como hormonios,
fatores de crescimento e citocinas. O fator de necrose tumoral-o (TNF-a) e a interleucina-13
(IL-1PB) sao citocinas pro-inflamatorias que apresentam varios locais de sintese no ovario. Nesse
contexto, o estudo do efeito destas citocinas durante o crescimento in vitro de foliculos pré-
antrais ¢ de grande importancia para a compreensdo dos mecanismos que controlam o
desenvolvimento folicular in vitro. O objetivo do presente estudo foi determinar o efeito do
TNF-a e IL-1P sobre o desenvolvimento e a sobrevivéncia de foliculos secundarios bovinos
ap6s 18 dias de cultivo in vitro. Foliculos secundarios (~ 0,2 mm) foram isolados do cortex
ovariano de vacas e cultivados individualmente. Os foliculos secundarios foram distribuidos
aleatoriamente nos seguintes tratamentos: (I) TCM-199" sozinho (controle) ou suplementado
com (IT) IL-1B (10 ng/mL), (IIT) TNF-a (10 ng/mL) e (IV) e ambos TNF-a e IL-1p. Os foliculos
foram cultivados a 38,5 °C, com 5% de CO,, durante 18 dias. A cada dois dias, 60 pL. de meio
de cultivo foram substituidos por meio fresco. Em seguida, avaliou-se o efeito destes
tratamentos sobre crescimento, sobrevivéncia folicular, formacao do antro, viabilidade,
ultraestrutura e niveis de RNAm para GDF9, C-MOS, Hl1foo e Ciclina Bl. No final de 18 dias
de cultivo in vitro, o didmetro folicular e taxa de formacao de antro aumentaram apos o cultivo
em meio suplementado com apenas TNF-a. Todos os tratamentos mantiveram viabilidade apds
o cultivo entre 74.32 € 92.00%. A analise da ultraestrutura mostrou que os foliculos cultivados
na presenca do TNF-a e IL-1B mantiveram a ultraestrutura do citoplasma do o6cito e das células
da granulosa. Os foliculos cultivados expressaram RNAm para GDF9, C-MOS, H1foo e Ciclina
B1, mas nao houve diferenca significativa entre os tratamentos. Em conclusdo, o TNF-a
contribui para o crescimento folicular e a manutengcdo da ultra-estrutura de foliculos

secundarios bovinos cultivados in vitro.

Palavras chaves: ovario; foliculo pré-antral; bovino;



ABSTRACT

Ovarian follicular growth is regulated by various substances, such as hormones, growth factors
and cytokines. Tumor necrosis factor-a (TNF-0) and interleukin-1p (IL-1B) are
proinflammatory cytokines that have several sites of synthesis in the ovary. In this context, the
study of the effect of these cytokines during the in vitro growth of preantral follicles is of great
importance for understanding the mechanisms that control follicular development in vitro. The
objective of the present study was to determine the effect of TNF-a and IL-1 on development
and survival of bovine secondary follicles after 18 days of culture in vitro. Secondary follicles
(~0.2mm) were isolated from ovarian cortex of cows and individually cultured. The secondary
follicles were randomly distributed in the following treatments: (I) TCM-199" alone (culture
control), or supplemented with (II) 10 ng/mL IL-1, (IIT) 10 ng/mL TNF-a and (IV) both TNF-
a and IL-1P. The follicles were cultured at 38.5°C, with 5% CO2 in air, for 18 days. Thereafter,
the effect of these treatments on growth, follicular survival, antrum formation, viability,
ultrastructure and mRNA levels for GDF9, C-MOS, H1foo and Cyclin B1 were then evaluated.
At the end of 18 days of in vitro culture, TNF-a increased follicular diameter and the rate of
antrum formation. On the other hand, IL-1p and both IL-1 and TNF-a did not influence follicle
growth. All treatments maintained viability rates after culture between 74.32 and 92.00%.
Ultrastructural analysis of showed that follicles cultured in the presence of TNF-a had oocyte
citoplasm and granulosa cells well preserved. The presence of TNF-a, IL-1p or both did not
influence the expression o mRNAs for GDF9, C-MOS, H1foo and Cyclin B1 after 18 days of
culture. In conclusion, TNF-a promotes follicular growth and maintains the ultrastructure of

isolated bovine secondary follicles cultured in vitro.

Key words: ovary; Pre-antral follicle; bovine;
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ARTIGO 1

FIGURE 1.

FIGURE 2.

Viable bovine secondary follicles cultured for 18 days after viability
staining with calcein-AM (green staining) and ethidium homodimer-
1 (red staining). Secondary follicle cultured in TCM-199+(control)
(A,B), Secondary follicle cultured in medium containing IL- (C,D),
Secondary follicle cultured in medium containing TNF-a (E,F),
Secondary follicle cultured in medium containing both and TNF-a

and IL-B (G,H). Scale bars represent 100 pum (100x magnification).

Levels of mRNA for GDF-9 (A); C-MOS (B), Hlfoo (C) and
CYCLIN (D) in secondary follicles (mean + SD) cultured in vitro for
18 days. Same uppercase letters (A) represent no significant

differences between different treatments (P>0.05).
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FIGURE 3.

Representative micrographs of secondary follicles after 18 days of
culture in the presence of IL-1p or TNF-a alone or in combination.
Follicles from fresh control (A-B), cultured follicles in TCM-199+
(C-D), cultured follicles in IL-1B (E-F), cultured follicle in TNF-a
(G-H), cultured follicle in both IL-1p and TNF-a (I-J). Bars are
presented in the micrographs. ZP: zona pellucida; m: mitochondria;

v: vacuole.
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1. INTRODUCAO

As biotecnologias reprodutivas vém se destacando no cenario nacional e
internacional, criando oportunidades extraordinarias para a reproducao animal, especialmente
no que se refere ao aumento da eficiéncia reprodutiva dos rebanhos de elevado potencial
econdmico. A bovinocultura ¢ um dos principais destaques do agronegodcio brasileiro no cenario
mundial. O Brasil lidera o ranking de maior exportador de carne bovina do mundo desde 2008
e hoje ¢ o segundo maior produtor, com mais de 212,34 milhdes de animais, superado apenas
pelos Estados Unidos, responsavel por 17% da produgdo total (IBGE, 2015). A criacdo de
rebanho bovino apresenta um impacto significativo no cenario socioecondmico mundial,
atuando como fonte de renda para criadores, além de produzir alimento de alto valor nutricional
e contribuir com valioso material genético voltado as pesquisas para reprodugdo animal.

Dentre as biotecnologias utilizadas com maior frequéncia na producdo animal,
destacam-se a Inseminagdo Artificial (IA), a Fecundagdo in vitro (FIV) e a Transferéncia de
Embrides (TE). Atualmente, o Brasil destaca-se como primeiro pais do mundo em ntimero de
embrides produzidos in vitro (IETS, 2014). Além das biotécnicas supramencionadas, existe
técnicas que apresentam boas perspectivas para aplicacdo no futuro, como a Manipulacao de
Oocitos Inclusos em Foliculos Ovarianos Pré-Antrais (MOIFOPA), a qual vem sendo bastante
explorada por sua potencialidade em aproveitar a abundancia oocitaria presente no ovario.
Avangos no desenvolvimento da biotécnica de MOIFOPA envolvem essencialmente duas
estratégias. A primeira baseia-se no estudo in vivo da presenca, distribuicdo e niveis de
expressao de diversas substancias nas diferentes categorias foliculares; ja a segunda, concerne
a avaliacao de diversos fatores, ou seja substancias intra e extra-ovarianas, meios de cultivo de
base, concentragdo de gases, matrizes extracelulares, sistemas de cultivo, dentre outros, sobre
a sobrevivéncia e o desenvolvimento de foliculos pré-antrais crescidos in vitro. Desta forma, a
utiliza¢ao da biotécnica de MOIFOPA poderia incrementar a producao in vitro de embrides
através do fornecimento de um elevado ntimero de oocitos maturos que poderiam ainda ser
utilizados para o incremento na eficiéncia das biotécnicas de clonagem e transgenia, as quais
tém aplicagdo direta na producao de biofarmacos. Assim, tanto no contexto molecular quanto
nos aspectos aplicados, o desenvolvimento e aprimoramento de biotécnicas da reprodugao, sao
necessarios para aumentar a eficiéncia produtiva e reprodutiva dos rebanhos. Para isto, torna-
se necessario a compreensao da fisiologia ovariana em bovinos e o desenvolvimento de
métodos eficientes que possibilitem avaliar os efeitos de substancias que estao envolvidas no

controle da foliculogénese.
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Os estudos in vivo e in vitro sao de grande importancia, pois apesar da enorme
quantidade de informacdes produzidas durante as duas ultimas décadas, o entendimento
completo dos mecanismos que controlam o desenvolvimento folicular, a ovulacdo e a
maturagdo oocitaria ainda nao foi alcancado. Desta forma, o modelo bovino vem sendo
utilizado na identificacdo de fatores envolvidos na ativacdo, desenvolvimento ¢ selecdo
folicular, maturagao oocitaria, ovulagao e lutedlise (FERREIRA et al., 2007; FERREIRA et al.,
2011; GASPERIN et al.,2012; TONELLOTTO DOS SANTOS et al.,2012; BARRETA et al.,
2013; GASPERIN et al., 2014; PASSOS et al., 2016; BEZERRA et al., 2016). Dentre estes
fatores, pode-se destacar as citocinas inflamatorias, tais como o fator de necrose tumoral alfa
(TNF-a) e a interleucina 1B (IL-1P) que desempenham importante papel tanto na ovulagao
como na funcgao folicular (MORRISON et al., 2002). Um conceito emergente ¢ que as citocinas
sdo importantes reguladores intraovarianos, que podem modular acdes relativas a
foliculogénese, ovulacao, e fungdo do corpo luteo, revelando a importancia dos sistemas TNF-
a e IL-1p nas alteragdes funcionais e estruturais no ovario em todas as fases do ciclo ovariano
(PASSOS et al., 2016; SILVA, 2016)

Visando uma melhor compreensao do assunto, a revisao de literatura a seguir
abordara inicialmente os aspectos gerais relacionados a oogénese e foliculogénese. Além disso,
serdo discutidos a caracterizagdo do ovario mamifero, oogénese, foliculogénese ovariana e
caracterizagcdo folicular, sistemas de cultivo in vitro de foliculos pré-antrais, técnicas de
avaliacdo de avaliagdo folicular apds o cultivo in vitro, citocinas na reproducdo das fémeas,

crescimento oocitario e estoque de RNAs mensageiros.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Caracterizacoes do ovario mamifero

O ovario ¢ o 6rgao principal do sistema reprodutor feminino, cuja maior fungdo ¢ a
diferenciagdo e liberagdo de um odcito maduro para fertilizacdo e propagacao das espécies
(McGEE; HSUEH, 2000). Durante o ciclo estral, o ovario passa por grandes e previsiveis
mudangas fisiologicas ¢ morfologicas em um periodo curto de tempo (SENGER, 2003),
destacando-se por ser um oOrgdo complexo que desempenha fung¢des endocrinas e
gametogénicas (BRISTOL-GOULD et al., 2006). Além da produgdo de oocitos aptos a
fertilizagdo, o ovario também ¢ fonte de esteroides sexuais que permitem o desenvolvimento
das caracteristicas sexuais secundarias femininas e manutengdo da gestacdo
(STEFANSDOTTIR et al., 2014).

Este orgao heterogéneo ¢ constituido por duas regides distintas: medular,
constituida por tecido fribroelastico que representa a por¢ao interna do ovario e alojam os vasos
sanguineos, linfaticos e nervos, assim como tecido conjuntivo denso, sendo estas estruturas
responsaveis pela nutri¢ao e sustentacao do ovario (HAFEZ et al., 2004; SANTOS et al., 2006).
A regido cortical do ovario contém inimeros foliculos ovarianos em diferentes estagios de
desenvolvimento, corpos hemorragicos, luteos, albicans e uma populacdo de células
mesenquimais pouco diferenciadas, muito semelhantes as células mesenquimatosas
embrionarias, que podem sofrer grandes e complexas modificagdes durante a vida reprodutiva
(FIGURAT). (KNIGHT; GLISTER, 2006).

O ovario ¢ circundado por uma camada simples de células cuboidais chamada de
epitélio germinativo e encontra-se também uma camada de tecido conjuntivo conhecido como
tunica albuginea aonde se aloja a populacao de foliculos ovarianos quiescentes. O foliculo
ovariano ¢ a unidade funcional basica do ovario, responsavel por proporcionar um ambiente
ideal para a sobrevivéncia, o crescimento € a maturagdo oocitaria, formado por uma célula
germinativa (oocito) e células somaticas (da granulosa e tecais) (CORTVRINDT; SMITZ,
2001).

Os fatores produzidos pelos diferentes tipos celulares do ovario contribuem para a
formagdo de um sistema bastante complexo que regula a producdo de gametas e hormonios
(ERICKSON; SHIMASAKI, 2003). Estas funcdes sdao exercidas pela interagao da oogénese e
a foliculogénese que sdo dois fendmenos que ocorrem no ovario e correspondem a processos

biologicos complexos e coordenados que induzem mudangas morfoldgicas e funcionais dentro
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do foliculo, conduzindo a diferenciacdo de células e ao desenvolvimento dos odcitos

(BONNET; DALBIES-TRAN; SIRARD, 2008).

Figura 1
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Figura 1. Desenho esquematico do corte transversal do ovario de mamiferos representando os foliculos ovarianos,
corpos luteos e albicans na regido cortical e vasos na regido medular. FONTE: disponivel em
WWW.ugtr.ca/Actualite/Entete (adaptado)

2.2 Oogénese

A oogénese consiste na formagdo e diferenciacao do gameta feminino, e inicia-se
ainda na vida fetal (MCGEE et al., 2000). No embriao bovino, por volta do 35° dia de gestacao
(ERICKSON et al., 1966), originam-se, as cé¢lulas germinativas primordiais (CGPs) originadas
no epiblasto proximal, adjacente ao ectoderma extra embrionario. As CGPs migram para as
cristas genitais, onde se diferenciam em oogdnias e se multiplicam formando agregados
celulares circundados por células somaticas provenientes do mesonefro (JAGARLAMUDI E
RAJKOVIC 2012). Através de movimentos ameboides, as CGPs migram através do intestino
médio até alcancarem a crista genital onde se diferenciam e se multiplicam. Nem todas as CGP

irdo obter sucesso nesta migragdo; aquelas que nao alcancarem a crista genital irdo degenerar

23



(ADAMS et al., 2008). Durante esse percurso até a crista genital, as CGPs estdo sofrendo
mitoses ¢ aumentando significativamente em numero para compor o futuro reservatorio
folicular (SOTO-SUAZO; ZORN, 2005).

Quando as CGPs chegam na crista genital, elas estimulam o tecido conjuntivo local
a se proliferar. Isso resulta na formagao de corddes compactos de tecido chamados de corddes
sexuais primitivos promovendo o crescimento das cristas genitais (FREMAN, 2003). Apos
sofrerem extensiva proliferacao celular e redistribui¢do das organelas citoplasmaticas, as CGPs
diferenciam-se em oogonias e se multiplicam formando agregados celulares circundados por
células somaticas provenientes do mesonefro. (SADEU et al., 2006).

A ultima divisdo mitotica das oogoOnias para se transformar em o0citos constitui
uma etapa importante, pois o odcito primario entrara na fase de profase I da primeira divisao
meiotica (VAN DEN HURK; ZHAO, 2005). Quando concluir as fases de leptoteno, zigoteno,
paquiteno e alcangar a fase de diploteno da profase I, o nicleo do odcito primario se tornard
dormente e permanecera assim até que seja estimulado pelas gonadotrofinas apds a puberdade
(SUH; SONNTAG; ERICKSON, 2002). Logo apo6s o nascimento, as fémeas apresentam um
periodo de incremento somatico e desenvolvimento no qual ha o aumento no crescimento
corporal, porém as gonadas permanecem relativamente estaveis. Durante este periodo de
crescimento, alguns dos oocitos primarios comecam a acumular grandes volumes de citoplasma
e a desenvolver uma estrutura circular translicida em volta do citoplasma conhecida como zona
pelucida (SENGER, 2003).

A progressao da divisao meidtica ocorre somente na puberdade, com a liberagao do
pico pré-ovulatorio do hormonio foliculo estimulante (FSH) e do hormonio luteinizante (LH)
(MCGEE et al., 2000); os oocitos concluem seu crescimento e retomam a meiose, reativando o
nucleo para que este saia da fase de diploteno da profase I e passe para a diacinese (CECCONI
et al., 2004). Com o rompimento da vesicula germinativa, o oocito evolui para as fases de
metafase I, andfase I e telofase I, culminando com a expulsdo do primeiro corpusculo polar;
originando o o6cito secundario. Este iniciara a segunda divisdo meiotica, em que o nucleo do
od6cito evolui até o estagio de metafase II, quando ocorre a segunda interrup¢ao da meiose
(GORDON et al.,1994) e somente apos a fecundacao do odcito pelo espermatozoide, com a

formagao do odcito haploide fecundado, a oogénese ¢ concluida (FIGUEIREDO et al., 2008).
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2.3 Foliculogénese ovariana e caracterizacio folicular
2.3.1 Formagdo e crescimento de foliculos primordiais

Os foliculos primordiais constituem a reserva de células germinativas durante todo o
periodo da vida reprodutiva feminina e representam cerca de 95% do total de foliculos pré-
antrais presentes no ovario (ERICKSON, 1986). Estes foliculos possuem diametro médio de
20um em bovinos (HULSHOF et al., 1994). Apds sua formagao, cada foliculo primordial tem
trés possiveis destinos: (1) permanecer quiescente; (3) ser ativado para o pool de crescimento
(seguido pela atresia, em um estagio mais avan¢ado de desenvolvimento, ou pela ovulacao) ou

(3) sofrer atresia diretamente no estagio de foliculo quiescente (REDDY; ZHENG; LIU, 2010).

Os sinais de ativagao dos foliculos primordiais incluem a retomada da proliferacao das
células da granulosa (VAN DEN HURK; BEVERS; BECKERS, 1997) ¢ a mudanga na
morfologia dessas células de pavimentosas para cubicas. O controle do mecanismo de ativagao
¢ feito por fatores inibitérios, que mantém o foliculo primordial em estado de dorméncia, e
estimulatdrios, responsaveis pela promocao da sobrevivéncia e ativagao destes foliculos
(MONNIAUX et al., 2014). O kit ligand (KL), também conhecido como fator de células-tronco
(Stem cell factor — SCF), e o fator de crescimento fibroblastico basico (bFGF), por exemplo,
foram relatados como fatores necessarios a ativacao de foliculos primordiais bovinos (bFGF:
TANG et al., 2012). Além disso, gonadotrofinas, como o hormdnio foliculo estimulante (FSH),
promovem a ativagao de foliculos primordiais, bem como o crescimento dos foliculos ativados,
uma vez que o FSH parece estar envolvido na proliferacao e diferenciacdo das células da
granulosa in vitro (MATOS et al., 2007a; MAGALHAES et al., 2009; TANG et al., 2012).
Assim, os fatores endocrinos (gonadotrofinas) e fatores intraovarianos (fatores de crescimento
e peptideos) sdo os principais responsaveis pelo controle dessa ativagao e do crescimento desses

foliculos (PICTON et al., 2008).

2.3.2 Crescimento de foliculos primarios e secundarios

ApoOs a ativacdo, surgem os foliculos de transi¢do que sdo foliculos primordiais que
gradualmente adquiriram células da granulosa de formato ciibico. Em seguida, quando todas as
células que circundam o oocito tornam-se cubicas, aumentando em nimero ¢ volume, os
foliculos sao chamados foliculos primarios (VAN DEN HURK; BEVERS; BECKERS, 1997,
FIGUEIREDO et al., 2008; PAN et al 2012). Os foliculos primarios possuem diametro médio
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de 34,7um e apresentam-se com uma camada completa de células da granulosa. Com a
multiplicagdo destas células, ocorre a formagao dos foliculos secundarios, cujo didmetro médio
¢ de 58,94um (FORTUNE et al.,2000), caracterizados por possuirem duas ou mais camadas de
células da granulosa cubicas ao redor do o6cito (FIGURA 2). Com o desenvolvimento desses
foliculos, a zona pelucida torna-se mais evidenciada (LUCCI et al., 2001), bem como a inicia-
se a formacao das células da teca externa a partir do estroma intersticial (VAN DEN HURK;
ZHAOQ, 2005). Nesta fase do desenvolvimento folicular, além do ntcleo do odcito encontrar-se
em uma posicdo excéntrica, as organelas comegam a mover-se para a periferia. O namero de
reticulos endoplasmaticos lisos aumenta e a grande maioria das mitocondrias apresentam-se
alongadas. A medida que os foliculos crescem, as proteinas que constituem a zona pelticida
comecgam a ser sintetizadas (LEE, 2000). A multiplicagdo das células da granulosa dos foliculos
primarios leva a formagao de varias camadas destas c€lulas ao redor do odcito, dando origem
aos foliculos secundarios, que possuem diametro que variam de 150 a 700 um (LUNDY et al.,
1999, PRAVEEN CHAKRAVARTHI et al., 2015).

Com o crescimento dos foliculos secundarios e organizagao das células da granulosa em
varias camadas, ocorre a formagdo de uma cavidade repleta de liquido, a qual caracteriza a
classe de foliculos antrais onde estdo presentes os foliculos nos estagios de terciarios e pré-

ovulatorios (VAN DEN HURK; ZHAO, 2005).

Figura 2
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Figura 2. Classificagdo dos foliculos pré-antrais de acordo com o estagio de desenvolvimento (adaptado de
CHAVES, 2011)
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2.3.3 Crescimento folicular na fase antral (terciarios e pré-ovulatorios)

A fase antral da foliculogénese esta caracterizada pela presenca dos foliculos
terciarios ou antrais, os quais sdo morfologicamente constituidos por um oo6cito que ¢
circundado por uma zona pelucida, uma cavidade antral repleta de fuido folicular, diversas
camadas de células da granulosa, duas camadas de células da teca, a teca interna e a teca externa,
e uma membrana basal (SILVA et al., 2002).

O fluido folicular que estd presente no interior do antro ¢ constituido por agua,
proteinas séricas, eletrdlitos e altas concentragdes de estradiol e inibina, ambos produzidos
pelas células da granulosa (MARTINS et al., 2008). Este fluido folicular atua como uma
importante fonte de substincias regulatorias, como esteroides, enzimas, glicoproteinas,
lipoproteinas e fatores de crescimento (VAN DEN HURK & ZHAO, 2005). A producao do
fluido folicular ¢ acentuada pelo aumento gradual da vascularizacao dos foliculos, bem como a
permeabilidade dos vasos sanguineos, os quais estdo intimamente correlacionados com o
crescimento folicular antral (VAN DEN HURK & ZHAO, 2005). Na espécie bovina, foi
observada a formagdo dos foliculos antrais aos 230 dias de gestagio (RUSSE, 1983). A partir
deste estagio, o didmetro do foliculo aumentara notavelmente em virtude do crescimento
oocitario, proliferagao das células da granulosa, das células da teca e pela expansao da cavidade
antral (DRIANCOURT, 2001).

Os pequenos foliculos antrais crescem até alcancarem um didmetro de 3 mm,
independentemente de gonodotrofinas. A partir deste estagio, os foliculos tornam-se
dependentes destes hormonios até o estagio de foliculos pré-ovulatérios, que tem um didmetro
em torno dede 10 a 15 mm na espécie bovina (GINTHER, 2003).

Durante o desenvolvimento folicular na fase antral ocorrem trés eventos principais, o
recrutamento, a selecdo e a dominancia (VAN DEN HURK & ZHAO, 2005). Além das
gonadotrofinas, algumas substancias que sdo produzidas localmente, dentre os quais pode-se
destacar os peptideos, que exercem um papel essencial no processo regulatorio da fase antral,
tanto por meio de mecanismos enddcrinos como paracrinos (FORTUNE, 2003). Durante o
recrutamento folicular, um grupo de foliculos torna-se dependente das gonodrotrofinas e inicia
seu desenvolvimento (BARROS; FIGUEIREDO; PINHEIRO, 1995).

Dos foliculos que foram recrutados a partir de um determinado grupo, somente um
serd selecionado para continuar se desenvolvendo (foliculo dominante), mesmo em niveis
baixos de FSH. Enquanto isso, os outros foliculos (subordinados) comegam a sofrer atresia,

caracterizando esse processo como divergéncia folicular (GINTHER et al.,1996). O foliculo
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dominante reduz de forma passiva a liberagao de hormonio foliculo estimulante (FSH), ou seja,
os hormonios produzidos pelas células da granulosa do foliculo dominante, estradiol e inibina,
diminuem a liberagdo de FSH. A baixa concentragdao de FSH interrompe o desenvolvimento
dos foliculos subordinados, mas ainda ¢ suficiente para promover o crescimento do foliculo
dominante (ALVES et al., 2002).

Ja foi demonstrado que a dinamica folicular acontece observando um padrao de ondas
de crescimento folicular ao longo do ciclo estral, sendo que poderao ocorrer duas (PIERSON
& GINTHER, 1988; GINTHER; KNOPF & KASTELIC, 1989; FIGUEIREDO et al., 1997) ou
trés ondas foliculares (SAVIO et al., 1988; GAMBINI et al., 1998; CASTILHO et al., 2000).
O numero de ondas em que o crescimento folicular esta envolvido pode sofrer influéncias de
diversos fatores, dentre os quais pode-se destacar: o tempo de duracdo da fase luteinica
(BARUSELLI et al., 1997), baixa ingestdo de nutrientes (MURPHY et al.,1991), niveis
plasmaticos de FSH e inibina-A (PARKER et al., 2003).

Ao iniciar uma nova onda folicular, um determinado grupo de foliculos ¢ recrutado,
apresentando crescimento simultdneo (fase de recrutamento), mas somente um deles sera
selecionado (fase de selecao). A partir de entdo, este foliculo passara a exercer dominancia
sobre os demais foliculos, suprimindo assim o desenvolvimento e levando a inibicdo do
recrutamento de um novo grupo de foliculos. Na presenca de niveis elevados de progesterona,
o foliculo dominante tornar-se-4 anovulatorio, em virtude da frequéncia na pulsatilidade do
hormonio luteinizante (LH) ser baixa (GINTHER; KNOPF & KASTELIC, 1989; GINTHER
et al., 1996).

A reducdo de FSH foi identificada como tendo um papel fundamental na fase de
selegdo folicular, pois foi verificado que a administragao de FSH de forma exdgena na fase de
recrutamento impede o desvio, permitindo o desenvolvimento de diversos foliculos dominantes
(MIHM et al., 1997).

Ja foi demonstrado que a reducao progressiva nos niveis de FSH e a elevacdao da
frequéncia de liberagdo do LH sdo os dois principais eventos que definem a dominancia
folicular, sendo que o foliculo dominante € o principal inibidor da secrecdo de FSH, e a0 mesmo
tempo ele tem a capacidade de manter sua sobrevivéncia em baixos niveis deste hormonio, pois
ele apresenta uma maior quantidade de receptores para o LH. Na verdade, a divergéncia
folicular acontece bem proxima do momento em que o FSH chega a atingir niveis basais, sendo
isto crucial para a selecdo de um unico foliculo ovulatério nas espécies monovulatorias (MIHM

& EVANS, 2008).
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O oocito de mamiferos sofre mudangas significativas durante o desenvolvimento
folicular, inclusive no periodo em que o foliculo se torna dominante, evento que antecede ao
pico pré-ovulatorio de LH. Essas mudangas sdo chamadas de capacitacdo, e tem papel

fundamental na aquisicdo da competéncia (DIELEMAN et al., 2002).

Figura 3
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Figura 3. Classificagdo dos foliculos antrais de acordo com o estagio de desenvolvimento (adaptado de CHAVES,

2011)

2. 4 Sistemas de cultivo in vitro para foliculos pré antrais

Visando evitar a enorme perda folicular que ocorre naturalmente in vivo por apoptose,
nas ultimas décadas, tém sido desenvolvidos varios modelos de isolamento e cultivo folicular
in vitro que possibilitam o estudo dos fatores que controlam o crescimento € maturacao
folicular. Diferentes métodos enzimaticos para isolar foliculos ovarianos pré-antrais a partir de
ovarios ja foram desenvolvidos para camundongos, ratos, hamsters, coelhos, suinos, bovinos,
caprinos ¢ humanos (FIGUEIREDO et al., 2002). As principais enzimas utilizadas para o
isolamento folicular sdo a colagenase e a DNAse. Os tratamentos enzimaticos possibilitam a
recuperagao de um grande numero de foliculos pré-antrais, mas podem danificar a membrana
basal ou células da teca quando o tempo de incubagdo nao ¢ rigorosamente controlado. Um
método mecanico desenvolvido por (FIGUEIREDO et al. 1993) possibilita o isolamento de até

70.000 pequenos foliculos pré-antrais (< 100 um) por ovario bovino (De Bem et al., 1997).
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Este método também diminui possibilidade de causar danos na membrana basal durante o
isolamento (FIGUEIREDO et al., 2002).

Para o isolamento de grandes foliculos pré-antrais (150-200um) tem sido utilizado a
técnica de microdissecagdo, que isola os foliculos do estroma ovariano com o auxilio de
agulhas. Esta técnica possibilita a manutencdo da integridade das camadas tecais presentes em
grandes foliculos pré-antrais (TELFER, 1998). Nos tltimos anos, diversos sistemas de cultivo
in vitro foram desenvolvidos para foliculos pré-antrais. Os principais métodos realizam o
cultivo dos foliculos diretamente sobre o suporte de plastico, sobre uma matriz de colageno ou
inclusos em gotas de colageno (DEMEESTERE et al., 2005). O cultivo de foliculos pré-antrais
em suporte de plastico tem sido realizado principalmente para grandes foliculos pré-antrais
isolados mecanicamente do estroma ovariano (SMITZ, CORTVRINDT, 2002). O segundo
sistema de cultivo possibilita o crescimento de foliculos isolados sobre uma matriz de colageno.
Este sistema tem sido utilizado com sucesso, permitindo o crescimento de odcitos, inclusos em
foliculos pré-antrais, até estarem aptos a fertilizacdo. Outros componentes da matriz
extracelular (fibronectina, colageno tipo I e laminina) podem ser utilizados como substratos
para adesao folicular (FIGUEIREDO et al., 2002). Esse sistema ja foi utilizado em diferentes
espécies (suina: LIU et al., 2003; caprina: BARROS et al., 2013; ovina: BARBERINO et al.,
2015; bovina: ARAUJO et al., 2014).

No terceiro sistema de cultivo, os foliculos isolados sdo incluidos em gotas de colageno,
sendo a principal vantagem possibilitar a manutengao da estrutura tridimensional dos foliculos
cultivados in vitro. A utilizagdo de componentes da matriz extracelular ¢ importante para a
preservacao da morfologia folicular, bem como para reduzir ou abolir as perdas foliculares
durante as trocas de meio (TELFER, 1998; FIGUEIREDO et al., 2002).

Com relagdo aos principais avangos obtidos com o cultivo folicular, grandes foliculos
pré-antrais (150pum) de bovinos (McCAFFERY; GUTIERREZ et al., 2000, McCLAUGHLIN et
al 2010; ROSSETTO et al., 2013) foram cultivados in vitro e chegaram até formagao de antro.
Além disso, foliculos secundarios bovinos isolados, apresentaram alta porcentagem de foliculos
vidveis apds 16 dias de cultura in vitro (ROSSETTO et al., 2013). Em suinos, foliculos pré-
antrais crescidos in vitro chegaram até a ovulagdo e tiveram seus odcitos fecundados in vitro
(HIRAO et al., 1994). Finalmente, a producao de embrides e o nascimento de 53 camundongos
vidveis foram obtidos a partir de oocitos de foliculos pré-antrais que foram cultivados,

maturados e fecundados in vitro (O’BRIEN et al., 2003).
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2.5 Técnicas de avaliacao folicular apés o cultivo in vitro

A otimizacdo da exploracdo do potencial reprodutivo das fémeas requer uma
compreensdo mais ampla dos mecanismos que controlam o crescimento e o desenvolvimento
folicular apd6s um determinado periodo de cultivo in vitro. Além disso, uma avaliagao precisa
da eficiéncia do cultivo in vitro permite o monitoramento das alteracdes ocorridas, sendo,
portanto, de grande importancia para a melhoria dos sistemas de crescimento in vitro de
foliculos pré-antrais. Assim, o entendimento dos eventos ocorridos durante a foliculogénese,
associados a técnicas como a Reagdo em Cadeia da Polimerase (PCR) em tempo real,
Microscopia de Fluorescéncia e Microscopia Eletronica de Transmissao, poderao ser uteis na
elucidacao da fisiologia ovariana de mamiferos e, consequentemente, na otimizacdo da
eficiéncia reprodutiva destes animais.

A PCR em tempo real combina amplificagdo e quantificagdo em uma mesma etapa. Isso
¢ alcangado utilizando-se uma variedade de produtos quimicos fluorescentes que correlacionam
a concentragao do produto da PCR com a intensidade da fluorescéncia (HIGUCHI et al., 1993).
Esta ¢ uma técnica tutil para a amplificagdo in vitro, de sequéncias de DNA usando
oligonucleotideos iniciadores ou primers de sequéncia conhecida e complementares as
extremidades do segmento a ser amplificado, direcionando a sintese de DNA-alvo, em ciclos
repetidos (MULLIS, 1990). Para esta reagdo, utiliza-se da enzima Taq- DNA polimerase
extraida da bactéria termoestavel Thermus aquaticus, sendo realizada em um termociclador.
Além da enzima Taq - DNA polimerase, os constituintes desta reagao sao o DNA molde, os
iniciadores (primers), os desoxirribonucleotideos trifosfatados (dATP, dTTP, dCTP, dGTP),
cloreto de magnésio (MgCl,) e um tampao.

A anélise da expressdo génica tem adquirido importincia em muitos campos de
pesquisa bioldgica. O conhecimento acerca dos padrdes de expressdao de genes deve fornecer
um melhor entendimento dos complexos sistemas regulatorios e ird, provavelmente, levar a
identificacao de genes relevantes para novos processos biologicos. Além disso, muitos eventos
que ocorrem nas células dos foliculos ovarianos, tais como sobrevivéncia, crescimento e
diferenciagdo sao mediados a partir da alteracdo dos padrdes de expressao génica. Contudo, a
possibilidade de se quantificar os niveis de transcricao de genes especificos ¢ de fundamental
importancia para qualquer investigacao das fung¢des foliculares (ZAMORANO et al., 1997)

A Microscopia de Fluorescéncia ¢ uma técnica utilizada na andlise de viabilidade
folicular apos o cultivo in vitro de foliculos pré-antrais isolados do ambiente ovariano (BRUNO

et al., 2010; SILVA et al., 2010). Esta técnica utiliza marcadores fluorescentes, que quando
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excitados com radiagdo de baixo comprimento de onda, absorvem energia e emitem luz de
comprimento de onda maior (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2005). E considerada uma técnica
confiavel, pratica e rapida para analisar a viabilidade folicular (CORTVRINDT & SMITZ,
2001; LOPES et al., 2009), tendo sido, portanto, empregada para avaliacdo da viabilidade de
foliculos pré-antrais apds o cultivo in vitro em diversos trabalhos (BRUNO et al., 2010; SILVA
et al., 2010; MAGALHAES et al., 2010).

Para a anélise de viabilidade de foliculos pré-antrais ou odcitos por fluorescéncia, os
marcadores comumente utilizados sdo o etidio homodimero-1 e calceina-AM, que permitem a
deteccao simultanea de células mortas (etidio homodimero-1) e vivas (calceina-AM). O etidio
homodimero-1 marca acidos nucléicos em células nao viaveis, indicando a perda da integridade
da membrana plasmatica celular (LOPES et al., 2009), enquanto a atividade enzimadtica
(esterases) no citoplasma ¢ detectada nas cé€lulas foliculares através do composto calceina-AM
(SCHOTANUS et al., 1997, VAN DEN HURK et al., 1998), que ¢ clivado por enzimas esterase
em células vivas, resultando em um produto fluorescente (DE CLERCK et al., 1994). As sondas
fluorescentes calceina-AM e etidio homodimero-1 j& haviam sido utilizadas com sucesso para
avaliacdo da viabilidade de foliculos bovinos em estagios iniciais (SCHOTANUS et al., 1997,
VAN DEN HURK et al., 1998). Além disso, esta técnica ¢ empregada no intuito de avaliar a
configuragdo da cromatina de oocitos oriundos de foliculos pré-antrais, indicando assim o
estagio meiotico alcancado apds terem sido cultivados e maturados in vitro (SARAIVA et al.,
2010).

A microscopia eletronica de transmissao (MET) € considerada uma boa técnica para
avaliacdo das membranascelulares e das mudangas ultra-estruturais (SALEHNIA et al., 2002)
ocorridas durante o desenvolvimento e a atresia folicular, sendo, portanto, um método mais
preciso e eficiente do que a histologia classica para avaliar os foliculos pré-antrais. Tal técnica
¢ capaz de identificar alteragdes ocorridas durante o cultivo in vitro que ndo foram visiveis
durante a analise morfologica, utilizando-se microscopio Optico. Isso porque o emprego da
MET permite uma maior ampliagdo do material estudado e melhor visualizacao dos elementos
celulares. Um microscopio eletronico de transmissao pode chegar até um aumento de 180.000
vezes, com um limite de resolucao de 0,45 nm, o que fornece ao pesquisador resultados cada
vez mais precisos e relevantes.

Em 2006, Matos e colaboradores realizaram analises histologicas e ultraestruturais
apos o cultivo in vitro de foliculos pré-antrais caprinos e apds cinco dias de cultivo, evidenciou-
se uma elevada percentagem de foliculos histologicamente normais. No entanto, os estudos

ultraestruturais nao confirmaram a manutencao da integridade morfologica desses foliculos. Ja
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em outros estudos com o cultivo in vitro de foliculos pré-antrais, os resultados obtidos por
histologia classica puderam ser confirmados por MET (MATOS et al., 2007; MARTINS et al.,
2008; ROSSETTO et al., 2009; LIMA-VERDE et al., 2010).

2.6 Citocinas na reproducio de fémeas
2.6.1 As citocinas e as fungoes na fisiologia ovariana.

As citocinas exercem varias fungdes no ovario, pois estao envolvidas nos processos de
crescimento folicular, esteroidogénese, recrutamento e ativagao de leucdcitos necessarios para
a ovulagdo e remodelacao tecidual durante a luteinizacao, ovulacao e lutedlise (BUSCHER et
al., 1999). A ovulacdo em mamiferos pode ser considerada uma reacao inflamatoria e os
foliculos ovarianos representam um local de sintese, recep¢do e acdo do Fator de Necrose
Tumoral-a (TNF-0) (BRANNSTROM et al., 1995; ROBY et al., 1990) e da interleucina-1 3
(IL-1B) (BRANNSTROM et al., 1993b). Esses peptideos afetam diretamente a fungdo secretora
das células da teca e/ou das células da granulosa, com efeito estimulante ou inibitorio sobre a

biossintese de prostaglandinas e esteroidogénese (OTANI et al., 1996).

2.6.2 Importancia do Sistema TNF-o no ovario de femeas mamiferas

O TNF-a ¢ uma proteina com 17,3 kDa que foi identificada nos ovarios de varios
animais, incluindo coelhas (Bagavandoss et al., 1990), vacas (ROBY et al., 1989) e os seres
humanos (ROBY et al., 1990). Em ovério de ratas os sitios de localizagdo do TNF-a incluem,
o6citos (MARCINKIEWICZ et al., 1994), células da granulosa (ROBY et al., 1989), células
do corpo luteo e macréfagos (SANCHO-TELLO et al., 1993). Este peptideo foi mostrado por
inibir a secrecao de estradiol, bem como a secre¢ao de progesterona em células da granulosa de
ratos, suinos, bovinos ¢ humanos (SPICER, 1998; VELDHUIS et al., 1991; RICE et al., 1996).

O TNF-a age ligando-se a um de seus dois subtipos de receptores distintos: receptor do
tipo I (TNFR1), que ¢ de aproximadamente 60 kDa (p60) e o receptor do tipo II (TNFR2). Os
receptores sdo proteinas transmembranares com porgdes citoplasmaticas que iniciam a
transducdo de sinal a partir da ligacdo ao TNF-a. Odcitos e células do cumulus humanos
expressam tanto o RNAm quanto a proteina para TNF-a e seu receptor do tipo II (TNFRII)
(NAZ et al., 1997). A figura 4 mostra detalhadamente a via de sinalizagao do TNF-a.
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Figura 4
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Figura 4. Via de sinalizacdo do TNF-a. Adaptado de Nature, (2010). Simbolos AP1, proteina ativadora 1; CFLIP,
proteina inibitéria similar a FLICE celular (também conhecida como CFLAR); CIAP, inibidor celular da proteina
da apoptose; FADD, dominio de morte associado a Fas; IKK, inibidor da quinase K; JNK, Jun cinase N-terminal,
MAPK, proteina quinase ativada por mitogénio; MEKK, quinase cinase quinase ativada por mitogénio; MKK3,
quinase 3 ativada por mitogéno de especificidade dupla; NEMO, modulador essencial do fator nuclear kB (NF-k
B); RIP, proteina que interage com o receptor; TRADD, dominio de morte associado a TNFR1; TRAF, fator
associado ao receptor de TNF.

A expressao de receptores para TNF-o também foi determinada nas células da granulosa
em bovinos (SPICER et al., 2001). Além disso, o TNF-a imunorreativo estd presente em
foliculos bovinos durante o desenvolvimento folicular (SPICER, 1998). Em humanos, a
expressao do TNF-a aumenta gradativamente durante as fases foliculares, atingindo o nivel
maximo em todo do periodo pré-ovulatorio (ZOLTI, et al., 1992). Portanto, € provavel que o
TNF-a produzido localmente no ovario desempenhe um papel importante na regulacdo do
desenvolvimento folicular ovariano em vérias espécies.

O TNF-a induz tanto a proliferacao celular quanto a morte celular em cultivo de
células da granulosa de grandes foliculos antrais suinos (PRANGE-KIEL et al., 2001) e as
cascatas de sinalizagdo do TNF ovariano que regulam a esteroidogénese atuam mais
provavelmente através do receptor TNF p55 do tipo 1 (TNFR1) (ROBY et al., 1999) do que do
receptor TNF p75 do tipo 2 (TNFR2) (NAKAYAMA et al 2003). O TNF exerce a sua fungao
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através da por¢ao interna de TNFR1 contendo trés dominios funcionais: 1) dominio de morte
C-terminal, 2) dominio ativador de esfingomielina acida e 3) dominio ativador de
esfingomielina neutra (ZHANG et al., 1998). Cada dominio liga-se a proteinas distintas e ativa
proteinas de sinalizagdo a jusante incluindo MAPK, ceramida, caspase, proteina de activagao 1
(AP-1) e fator nuclear (NF) -KB. A familia Jun (c-Jun, Jun-B e Jun-D), uma familia de fatores
basicos de transcricdo de leucina (bZIP), forma homodimeros ou heterodimeros entre os
membros da familia Jun, os membros da familia Fos (c-Fos, Fos- B, Fra-1 e Fra-2) e fator de
transcrigao ativante 2 (ATF-2). O dimero liga-se aos locais da sequéncia de DNA (TGAC /
GTCA) chamados AP-1 encontrados numa variedade de promotores (KYRIAKIS; LEPPA
1999). Os papéis funcionais dos fatores de transcricio AP-1 envolvem varios processos
celulares incluindo ciclo celular, oncogénese ou apoptose. Em particular, c-Jun regula
diferencialmente apoptose, proliferagao ou diferenciacdo de uma célula especifica (MECHTA-
GRIGORIOU et al., 2001). E bem conhecido que o TNF pode afetar a apoptose das células
granulosa (BASINI et al., 2002), a proliferacao (NAKAYAMA et al., 2003) e a diferenciagao
(PRANGE-KIEL et al., 2001). Quando o TNFR2 ligado ao TNF alfa interage com o fator 2
associado ao TNFR (TRAF2), a expressao de Sobrevivéncia / antiapoptodticos ¢ regulada.

Em adicdo, estudos apontam que o TNF-a em associacdo a progesterona (P4) pode
interagir na regulacdo do crescimento de foliculos primordiais (NILSSON et al., 2006). Em
sintese, o TNF-a tem uma variedade de efeitos sobre a foliculogénese em mamiferos. Estes
efeitos incluem: (1) modulagdo da esteroidogénese pelas c€lulas da granulosa, teca e luteais,
(2) envolvimento na regressao luteal, (3) envolvimento na ruptura do foliculo ovariano, e (4)
envolvimento na apoptose ovariana (CHUN et al., 1998). No entanto, estudos in vitro afirmam
que a exposi¢do de odcitos suinos a0 TNF-a (200ng/mL) causa uma reducao na maturagao
oocitaria (CAI-HONG et al., 2010).

Recentemente, Silva (2017) demonstrou que as proteinas para o sistema TNF-a (TNF-
a, TNFR1 e TNFR2) sdo expressas em varios compartimentos foliculares em ovarios bovinos.
As proteinas para TNF-a ¢ TNFR1 sdao moderadamente expressas em oocitos de foliculos
primordiais e primarios, bem como em odcitos, células da granulosa e da teca de foliculos
secundarios a antrais. Com relagdo ao TNFR2, foliculos primordiais e primarios apresentam
uma expressao moderada desta proteina, enquanto que uma alta expressao foi identificada em
odcitos, células da granulosa e teca de foliculos secundarios (Silva, dados nao pulblicados). A
presenca de proteinas para os membros do TNF-a (TNF-a, TNFR1 e TNFR2) nos foliculos

primordial, primario, secundario e antral destaca um efeito autocrino e paracrino do TNF-a
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durante o desenvolvimento folicular em mamiferos. A tabela 1 ilustra detalhadamente a
expressao do sistema TNF- o em foliculos pré-antrais bovinos.

Com relagdo a acao do TNF-a no cultivo in vitro de foliculos pré-antrais bovinos, um
estudo recente demonstrou que o TNF-a em concentragdes superiores a 10 ng/ml reduz a
percentagem de foliculos primordiais / primarios normais ao final de 6 dias de cultivo de tecido
ovariano (Silva, 2016). Além disso, este estudo também relatou um concomitante aumento no
numero de células apoptoticas no tecido ovariano bovino cultivado na presenca de TNF-a por
6 dias. Estudos anteriores mostraram que o TNF-a induz a morte de o6citos, granulosa e células
luteais (Chen et al., 1993, Kaipia et al., 1996, Sasson et al., 2002, Abdo et al., 2003), bem como
apoptose em culturas primdrias de células de granulosa oriundas de foliculos pré-ovulatorios
de ratas (Sasson et al., 2002). No entanto, em outros tipos celulares, Fisher et al (2011)
demonstraram que o TNF-a pode ligar-se ao TNFR2 e atuar nos processos de regeneragao de
tecidos e neuroprotecao. Estes autores mostraram que a prote¢ao contra a morte celular depende

da ativagao do TNFR2 ¢ da via PI3K-PKB / Akt.

Tabela 1. Intensidade da expressao de proteinas para TNF-a TNFR-1 e TNFR-2 em foliculos

bovinos.

(-) ausente; (+) reag@o imohistoquimica fraca, (++) moderada; ou (+++) forte

TNF-a TNFR1 TNFR2

Estrutura
Foliculo primordial

Oocito +++ ++ ++

Células da granulosa - - -
Foliculo primario

Oocito +++ ++ ++

Células da granulosa - - -
Foliculo Secundario

Oocito ++ +++ o

Células da granulosa ++ ++ -+

Células da Teca - - ++

Fonte: Adaptado de Silva (dados ndo pulblicados)

2.6.3 Caracterizagdo do Sistema Interleucina-1 (IL-1) na foliculogénese ovariana

A interleucina-1 (IL- 1B) foi inicialmente identificada como reguladora do sistema
imunologico, mas também afeta as fung¢des do ovario (ADASHI et al., 1990). O sistema

Interleucina-1 (IL-1) ¢ composto por dois ligantes bioativos, IL-1a e IL-1p (DINARELLO et
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al., 1994), dois receptores, IL-R1 e IL-R2 (SIMS et al., 1994), ( Figura 5) e um antagonista do
receptor IL-1RA, que regula a atividade biologica da IL-1 por uma fixa¢ao competitiva sobre
os receptores (AREND et al., 1991). Todos eles sdo expressos ou apresentam efeitos sobre uma
grande variedade de tecidos, incluindo as células do ovario (KOL et al., 1999). A figura 5
mostra detalhadamente a via de sinalizagao da IL-1B. Estudos in vitro mostraram que IL-1
regula algumas atividades das células da granulosa e das células da teca, como esteroidogénese
e promove a ovulacao em ratas (BRANNSTROM et al., 1993b) e coelhas (TAKEHARA Y et
al., 1994). Além disso, a IL-1 B induz o rompimento da vesicula germinativa de o6citos em
coelhas (TAKEHARA et al., 1994) e induz a retomada da meiose em odcitos eqiiinos
(MARTORIATI et al., 2002), sugerindo um papel potencial de IL-1B na maturacdao nuclear do
oocito (MAUD CAILLAUD et al., 2005). Desta forma, sabe-se que a IL-1B ¢ um fator
paracrino que estd envolvido na cascata de eventos que levam a ovulagao (BEM-SHLOMO et

al., 1994) e a maturacao oocitaria.

Figura 5.
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Figura 5. Via de Sinalizagdo da Interleucina 1 (IL-1), mostrando as moléculas que estdo envolvidas na cascata de
sinalizagdo. Interleucina 1 (IL-1), receptor de interleucina 1 (IL-1RI), receptor acessorio da proteina da interleucina
1 (IL-1RACcP), proteina de diferenciacdo mieloide (MyD88), quinases associadas ao receptor de interleucina 1
(IRAKSs), fator 6 associado ao receptor de TNF (TRAF6), proteina quinase NF-kB indutoras de quinase (NIK),
NF-kB inibidor de proteinas (I-kB), fator de transcri¢do nuclear (NF-kB). Adaptado de GREENFEDER et al.,
1995

Em muitos tipos de células, o tratamento com IL-1 B aumenta a sintese do 6xido nitrico
(NO), que, por sua vez, ativa guanilato ciclases soluveis (SCHMIDT et al., 1994). No cultivo
de foliculos pré-ovulatorios, o tratamento com IL-1B aumenta a produgao de NO e inibe a

apoptose do foliculo de maneira dose dependente (CHUN et al., 1995). Em adigao, a IL-1p tem
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sido evidenciada a participar na indu¢ao da ovulacdo, facilitando a ruptura folicular
(VASSILIADIS et al., 2005). Foi demonstrado ainda que a IL-1p também suprime a apoptose
em foliculos antrais iniciais (CHUN et al., 1996). Acredita-se que a IL-1B exerce sua acao
através de receptores presentes nas células da teca (HURWITZ et al., 1991).

Com relagdo a expressdao do sistema interleucina em ovarios bovinos, Passos et al.
(2016) demonstraram que as proteinas para o sistema IL-1 (IL-1pB, IL-1RA, IL-1RI e IL-1RII)
estdo presentes nos diferentes compartimentos foliculares em todas as fases do
desenvolvimento folicular. Em geral, os oocitos e as células da granulosa de foliculos pré-
antrais expressam as proteinas para IL-1p, IL-1RA, IL-1RI e IL-1RII. Ja nos foliculos antrais,
as células da teca também expressam os membros do sistema interleucina (Passos et al., 2016).
A tabela 2 ilustra detalhadamente a expressao do sistema interleucina em foliculos pré-antrais

bovinos.

Tabela 2. Intensidade da expressao de IL-1p, IL-1RA, IL-1RI and IL-1RII e localizagao do
mRNA para IL-1a, IL-1B, IL-1RA, IL-1RI e IL-1RII em ovarios bovinos.

IL-1a IL-1p IL-1RA IL-1RI IL-1RII
Estrutura mRNA Proteina mRNA  Protein mRNA Proteina mRNA Proteina mRNA
Foliculo primordial
Oocito O + O - 0 + 0 + O
Granulosa O + O +/- O + 0 +/- O
Foliculo primario
Oocito O + O - 0 + O + O
Granulosa O ++ 0 +/- O + 0 ++ O
Foliculo Secundario
Oocito 4 ++ " + + " + + " + "
Granulosa " +++ " ++ " + + " + "
Teca # - “ - # - # - #

#Foliculos inteiros; * Parede folicular. ¢ Nao fo1 avaliado

(-) ausente; (+/-); ocasionalmente encontrado; (+) imunorreacdo fraca, (++) moderada ou (+++) forte

Fonte: Adaptado de Passos (2016)
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No cultivo in vitro de foliculos pré-antrais bovinos, a presenca de 10 e 50 ng/mL de IL-
1B resultou em um aumento significativo na percentagem de foliculos em desenvolvimento e
influenciou positivamente a viabilidade folicular durante o cultivo de tecido ovariano (Passos

etal., 2016).

2.7. Crescimento oocitario e estoque de RNAs mensageiros

Durante o crescimento folicular em dire¢dao a formacao dos foliculos pré-ovulatorios
sdo observados importantes eventos nos oocitos. Dentre estes eventos podemos citar o
acumulo de RNAs e proteinas que serdo utilizados durante as fases finais de maturagao
ooictaria e durante o desenvolvimento embrionario inicial. Dentre os RNAs que sdo

estocados no odcito, pode-se citar GDF-9, HIfoo, Ciclina Bl e C-MOS.

2.7.1. GDF-9 e membros da familia SMAD

O GDF-9 ¢ um importante regulador do desenvolvimento folicular e oocitario (DONG et
al., 1996). A expressao do RNAm para GDF-9 ja foi demonstrada em o6citos de bovinos
(PENNETIER et al. 2004). Nesta espécie, o GDF-9 estimula a proliferagao de células da
granulosa (SPICER et al. 2006) e da teca (SPICER et al. 2008) de pequenos (3-6 mm) e grandes
(8-22 mm) foliculos antrais. Além disso, estimula o crescimento de foliculos pré- antrais,
promove a formacao da cavidade antral e aumenta a expressao de RNAm para versican e
perlecan em foliculos cultivados in vitro (VASCONCELOS et al.,2012). Em caprinos, o GDF-
9 mantém a sobrevivéncia de foliculos pré-antrais e promove a ativagdo de foliculos
primordiais. Além disso, estimula a transicdo de foliculos primarios para secundarios,
mantendo a ultraestrutura e integridade folicular (MARTINS et al., 2008). A atividade do GDF-
9 ¢ mediada por receptores do tipo 1 (Activin Receptor-like Kinase Type 5 - ALK-5),
(MAZERBOURG et al. 2004) e 2 (BMPRII, VITT et al. 2002). Estes receptores ativam as
SMADs e outros mensageiros intracelulares, regulando assim a transcricdo génica
(SCHMIERER e HILL, 2007). Durante o estoque dos RNAs, a proteina de ligagao ao elemento
de poliadenilagao citoplasmatica (CPEB) interage com os RNAs mensageiros, incluindo os que
codificam o fator de crescimento e diferenciacdo-9 (GDF-9) e membros da familia SMAD
(PAN et al., 2005). A poliadenilagdo citoplasmatica, desencadeada pela CPEB, ¢ um importante

evento que permite que o RNAs possam ser estocados para utilizagao futura (PAN et al., 2005).
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As Smad-1 e Smad-5,que sao mensageiros intracelulares da via de sinalizagao dos fatores
da familia TGF-p, sdo especialmente abundantes em odcitos de foliculos primordiais, primarios
e secundarios (RACKI, RICHTER, 2006). Os receptores das proteinas morfogenéticas dsseas
(BMPs) dos tipos 2, 4, 6, 7 e 15 fosforilam as SMAD-1, SMAD-5, SMAD-8 e receptores
regulados (R-SMADs). Uma vez fosforilados, os R- SMADs formam um complexo
heterotrimérico transcricional, com um SMAD corregulador, a SMAD-4, que se transloca ao
nucleo e atua como fator de transcri¢ao ligando-se de forma direta a sitios de ligagao especificos
nos promotores dos genes-alvo (OHTA et al., 2008; MIYAZONO et al., 2010), ou a outros
fatores de transcrigdo (LEMBONG et al., 2008), ativando ou inibindo a expressao de um gene
(MASSAGUE et al., 2005). Em camundongos, as proteinas SMAD1/5/8 fosforiladas foram
detectadas em oocitos e células de granulosa em todas as fases do desenvolvimento folicular,

incluindo foliculos primordiais (TANWAR ¢ MCFARLANE, 2011).

2.7.2. Membro O da familia das Histonas HI, especifica para oocitos (H1foo)

A CPEB também interage com o H1foo (TANAKA et al., 2005), que ¢ abundante em
odcitos de foliculos primarios até o estagio de foliculos antrais (RACKI e RICHTER, 2006).
As histonas estdo envolvidas na formacao dos cromossomos, ou seja, as histonas H2A, H2B,
H3 e H4 forma o nucleossoma que ¢ envolvido pelo DNA, formando assim a cromatina. Os
membros da familia das histonas HI interagem com os nucleossomas possibilitando uma
melhor organizagdo da cromatina (MCGRAW et al., 2006). A expressao da Hlfoo ja foi
identificada em o6citos bovinos (MCGRAW et al., 2006) e estudos recentes demosntraram que
H1foo ¢ essencial para a maturagao oocitaria (bovinos: YUN et al., 2015). Em camundongos,
a HIlfoo estd localizada no nucleo dos odcitos e controla os niveis de expressao génica ¢ as
modificagdes que ocorrem na cromatina durante a maturagdo oocitaria e desenvolvimento
embrionario inicial (FURUYA et al., 2007). Estes autores demonstraram que apos o bloqueio

de H1foo in vitro, as taxas de maturagdo oocitaria sao reduzidas significativamente.

2.7.3 Ciclina Bl

Durante a maturacao oocitaria, a CPEB, através de ondas sequenciais de poliadenila¢ao
citoplasmatica, regula as atividades fator promotor da maturacio (MPF). O MPF ¢ um
heterodimero formado pela ciclina B e cinase Cdc2. A Ciclina-B, por meio da formacao do

MPF, ¢ uma das principais reguladoras das alteragdes que ocorrem durante a maturagao
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oocitaria, regulando a condensagdo dos cromossomos, o rompimento do envelope nuclear, a
reorganizacdo dos microtubulos e outras organelas citoplasmaticas (KRISCHEK e
MEINECKE, 2002; LEFEBVRE et al., 2002). A ativagdo do MPF ¢ também um ponto chave
da retomada da meiose em o6citos (EPPIG et al., 1996). Em bovinos, a atividade do MPF requer
tanto a neossintese proteica como as cascatas de fosforilagao/desfosforilacao. A estabilidade da
atividade do MPF pode ser prevenida por drogas que agem nesses dois niveis (MERMILLOD
et al., 2000). A variagdo da atividade do MPF pode ser detectada nos odcitos bovinos durante
a maturagdo. Sua atividade ¢ baixa no estagio de vesicula germinativa (GV), passando a ter
niveis menores no inicio da GVBD. Ela alcanga um pico na meiose 1 (M1), declina sua
atividade durante a transi¢cdo entre os estagios de M1 e M2 (KUBELKA et al., 2000) e eleva-
se novamente para a entrada do oocito em M2. Sua inativagao nos odcitos em estagio de M2 ¢
induzida pela fecundagdo ou pela ativacao paternogenética (KIKUCHI ez al., 2000; KUBELKA
et al., 2000; ABRIEU et al., 2001; LEDAN et al., 2001). O processo de desorganizacao do
heterodimero do complexo MPF independe da sua ativagdo catalitica, que € causada geralmente
pela proteolise da ciclina B. Em odcitos fecundados de camundongos e de suinos, a degradagao
da ciclina B foi claramente relacionada com a inativagao do complexo MPF (KIKUCHI et al.,

2000).

2.7.4. Quinase C-MOS

O produto do proto-oncogene C-MOS (quinase C-MOS) ¢ um dos principais fatores que
estabiliza e mantém a atividade do MPF. O RNAm para C-MOS ¢ alvo de ligacao da CPEB ¢
ja foi detectado em odcitos plenamente desenvolvidos (MUTTER, WOLGEMUTH, 1987;
IWAOKI et al., 1993), inclusive na espécie bovina (WU et al., 1997). A quinase C-MOS
desempenha um papel crucial no controle meiose em odcitos, sua agdo ocorre através de
proteinas quinases ativadas por mitdégenos (MAPKSs) e regula a sobrevivéncia ou apoptose
celular (JALOCHA et al., 2010). Além disso, o bloqueio da atividade de C-MOS durante a
maturacao de odcitos de camundongos bloqueia a formagdao do primeiro corpusculo polar
(ZHAO et al., 1991a). Quando a sua agao foi bloqueada em zigotos, observou-se a interrupgao
da primeira clivagem (ZHAO et al., 1991b). Estes dados indicam que C-MOS ¢ necessario
tanto para a ativagdo do MPF durante as meioses 1 e 2 como para o desenvolvimento

embrionario inicial (ZHAO et al., 1991ab).
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3. JUSTIFICATIVA

Muitos fatores de crescimento sao produzidos no ovario e estdo envolvidos no controle
do crescimento oocitario e na multiplicacao das células da granulosa em animais de laboratorio.
Contudo, em bovinos, as funcgdes biologicas das citocinas (TNF-a e IL-1B) durante a
foliculogénese ainda ndo foram totalmente elucidadas. O estudo dos efeitos destas citocinas
durante o crescimento in vitro de foliculos pré-antrais e antrais iniciais ¢ de grande importancia
tanto para a pesquisa fundamental, como para a reproducdo animal. No tocante a pesquisa
fundamental, poderé contribuir para elucidagdo dos mecanismos implicados na foliculogénese
inicial. Nesse caso, os foliculos isolados do ambiente ovariano, bem como da influéncia
enddcrina e nutricional comum ao organismo animal, poderdo ser cultivados in vitro na
presenca de TNF-a e IL- 1B cujo efeito individual ou associado podera ser avaliado e
controlado. Além disso, poderd ser avaliado os niveis de RNAs mensageiros para GDF-9,
histona H1foo, ciclina B1 e quinase C-MOS que sdo normalmente estocados nos oocitos para
serem traduzidos durante a maturagdo nuclear e o desenvolvimento embrionario inicial.
Referente a reproducdo animal, o resgate de milhares de foliculos a partir de um ovario e o
posterior cultivo in vitro para se obter a maturacdo dos oocitos podera contribuir para a
multiplicacdo de animais de alto valor zootécnico ou em via de extingao. Essa demanda poderia
ser alcangada através da producao de um grande nimero de embrides oriundos de um mesmo
animal. A execu¢do desta proposta contribuira, ainda, para o aperfeicoamento de biotécnicas
aplicadas a reprodugdo animal, como por exemplo, o cultivo in vitro de odcitos imaturos, bem

como a fecundacao e produgao in vitro de embrides bovinos.
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4. HIPOTESES

Conforme mostrado na revisao de literatura, a foliculogénese ¢ um processo complexo
regulado por diferentes hormonios e fatores de crescimento que pode ser influenciado pelos
componentes do sistema TNF-a e IL-1p. Diante do exposto, foram formuladas as seguintes

hipoteses cientificas:

v O cultivo in vitro de foliculos pré-antrais por 18 dias em meio contendo TNF-a
e IL-1p mantém a viabilidade e promove o desenvolvimento de foliculos

secundarios bovinos.
v O TNF-o e IL-1p aumentam dos niveis de RNA mensageiros para os genes

GDF9, C-MOS, H1foo e Ciclina B1 durante o crescimento in vitro de foliculos

pré-antrais bovinos.
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5. OBJETIVOS
5.1 Objetivo geral

Avaliar os efeitos de TNF-a (10 ng/mL) e IL- 1B (10 ng/mL) sobre a viabilidade e o

crescimento de foliculos secundarios bovinos cultivados in vitro por 18 dias.

5.2 Objetivos especificos

v" Avaliar a capacidade do TNF-a ou IL- 1B de promover o crescimento, a formacao de

antro de manter a viabilidade de foliculos secundarios in vitro durante 18 dias de cultivo.

v' Verificar a capacidade do TNF-a ou IL- 1P de preservar a ultraestrutura de oocitos e

células da granulosa de foliculos secundarios apds o cultivo in vitro de 18 dias.
v" Quantificar os niveis de RNA mensageiros para os genes GDF-9, C-MOS, Hlfoo e

Ciclina B1 em foliculos secundarios cultivados in vitro na presenca de TNF-a, IL- 1B ou

ambos por 18 dias.
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6. ARTIGO I

Effect of tumor necrosis factor-alpha (TNF-a) and interleukin-1 beta (IL-1 ) on in vitro

development of isolated bovine secondary follicles
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Abstract

The objective of the present study was to determine the effect of TNF-a and IL-1B on
development and survival of isolated bovine secondary follicles after 18 days of culture in vitro.
Secondary follicles (~0.2 mm) were isolated from ovarian cortex of cows and individually
cultured. The secondary follicles were randomly distributed in the following treatments: (I)
TCM-199" alone (culture control), or supplemented with (IT) 10 ng/mL IL-1p, (III) 10 ng/mL
TNF-a and (IV) both TNF-a and IL-1p. The follicles were cultured at 38.5°C, with 5% CO2 in
air, for 18 days. Thereafter, the effect of these treatments on growth, follicular survival, antrum
formation, viability, ultrastructure and mRNA levels for GDF9, C-MOS, H1foo and Cyclin Bl
were then evaluated. At the end of 18 days of in vitro culture, TNF-a increased follicular
diameter and the rate of antrum formation. On the other hand, IL-1p and both IL-13 and TNF-
a did not influence follicle growth. All treatments maintained viability rates after 18 days of

culture between 74.32 and 92.00%. Ultrastructural analysis of showed that follicles cultured in
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the presence of TNF-a had oocyte citoplasm and granulosa cells well preserved. The presence
of TNF-a, IL-1p or both did not influence the expression of mRNAs for GDF9, C-MOS, H1foo
and Cyclin B1 after 18 days of culture. In conclusion, TNF-a promotes follicular growth and

maintains the ultrastructure of isolated bovine secondary follicles cultured in vitro.

Key words: Cow, Ovary, Preantral, Culture, Ultrastructure

1. Introduction

It is well known that, throughout folliculogenesis, the large majority of the oocytes is
naturally lost by atresia. Therefore, the availability of oocytes is a limiting factor for the
development of new reproductive techniques (SMITZ; CORTVRINDT, 2002). The current
methods for the in vitro production of embryos depend on a scarce supply of competent oocytes
from large antral or preovulatory follicles, which are present in the ovary in a reduced number
(TELFER, 1998). In this way, culturing early preantral follicles is an alternative, since these
follicles are found in greater quantity in the ovary, besides being less susceptible to atresia. In
the bovine species (GUTIERREZ et al., 2000; McCAFFERY et al., 2000), isolated preantral
follicles were developed in vitro until the antral stage. Despite of this advance, a culture
protocol guaranteeing complete follicle growth and oocyte maturation in vitro is not yet
available. In this sense, it becomes evident the great importance of testing the effects of
hormones and growth factors on the development of preantral follicles in vitro.

Cytokines are produced in different organs and act as intracellular messengers,
modulating cell growth and hormone production (Baur et al., 2000, Gérard et al., 2004). The
production of cytokines in the ovary and their influence on some ovarian processes suggests

that cytokines could be important autocrine, paracrine or endocrine regulators of ovarian
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function (Sirotkin, 2011; Smolikova et al., 2012; Passos et al., 2016). Ovarian follicles
represent a local of synthesis and action of cytokines, like tumor necrosis factor TNF-a
(Brannstrom et al., 1994) and interleukin-1 beta (IL-1B) (Passos et al., 2016). These peptides
directly affect the secretory function of theca cells and or granulosa cells (Roby et al.,
1990).There are two main functional receptors that are required for TNF-a to carry out their
functions in the ovary, i.e., TNF-a receptor type I (TNFRI) and TNF-a receptor type II
(TNFRII). Type 1 TNF-a receptor (TNFR1), which contains intracellular death domain, which
is required for cell signaling associated with apoptotic processes. In addition, TNF-a receptor
type 2 (TNFR2), can induce gene transcription associated with cell survival, growth and
differentiation (WAJANT, PFIZENMAIER, SCHEURICH, 2003).

IL-1 B is a paracrine factor that is involved in the cascade of events that lead to follicular
rupture, facilitating ovulation (Ben-Shlomo et al., 1994 and Vassiliadis et al., 2005). Interleukin
1 system has two bioactive ligands, IL-1a and IL-1B (Sims et al.,1994 and Dinarello et
al.,1993), and its biological activity is mediated through two receptors, IL-1RI (Dower ef al.,
1995)and IL-1RII (McMahanet al., 1991), as well as a receptor antagonist (IL-1ra), which have
competitive action with receptors (Arend et al., 1991). Only IL-1RI can mediate IL-1 signal
(Jensen et al., 2000). It is essential for signaling of IL-1Ra its association with the complex IL-
IRI (Korherr et al., 1997 and Arend et al., 2008) this occurs when IL-1 binds to IL-1RI,
promoting a conformational change in the receptor, allowing IL-1Ra association of IL-1-IL-
IRI complex (Casadio et al., 2001). It is known that these receptors and ligands are expressed
in bovine ovarian follicles and a recent study reported that IL-1p promotes the activation of
primordial follicles and follicular development in vitro (Passos, ef al., 2016). However, there is
a lack of studies evaluating the role of TNF-& and IL-1B on secondary follicles cultured in

vitro.
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During the growth of oocytes enclosed in ovarian follicles there is accumulation of
mRNAs and proteins that have important role during oocyte maturation and early embryo
development. Among them, GDF-9 has a key role during follicle development and maturation
(Carabatsos et al. 1998). During follicular growth in vitro, the mRNA levels of this growth
factor is an important marker of oocyte quality. Furthermore, expression of genes, such as C-
MOS (MUTTER e WOLGEMUTH, 1987; IWAOKI et al., 1993), H1foo (RACKI e RICHTER,
2006) and Cyclin B1 (KRISCHEK e MEINECKE, 2002; LEFEBVRE et al., 2002) is essential
for the oocyte to achieve their competence to be matured in vitro. Despite these factors are
considered important markers for oocyte competence, it is unknown if their expression is

influenced by TNF-a and IL-1f during culture of secondary follicles.

The aim of this study was to evaluate the effects TNF-a and IL-1B on development and
survival of isolated bovine secondary follicles after 18 days of culture. In addition, the influence
of TNF-a and IL-1p on mRNA expression of GDF-9, C-MOS, H1foo and CyclinB1 in cultured

secondary follicles was evaluated.

2. Materials and methods
2.1. Chemicals

The culture media and other chemicals used in the present study they were bought from
Sigma Chemical Co. (St. Louis, USA) unless otherwise indicated in the text.
2.2. Source of ovaries

Bovine ovaries (n=20) were collected from a local slaughterhouse immediately after
slaughter. After gathering, the ovaries were washed in 70% ethanol for about 10 sec, followed
by two rinses in TCM 199 buffered with HEPES and supplemented with penicillin (100 mg/ml)
and streptomycin (100 mg/ml). Later, the ovaries were transported within 1h to the laboratory in

TCM-199 at 4°C (Chaves et al ., 2008).
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2.3. Follicle isolation and in vitro culture

In the laboratory, the ovaries were subjected to fragmentation of the ovarian cortex (1-
2mm) with the help of a sterile scalpel blade and placed in TCM-199 medium supplemented
with Hepes. Secondary follicles, with approximately 200 mm in diameter, were identified under
a stereomicroscope (SMZ 645 Nikon, Tokyo, Japan) and manually dissected from the strips of
the ovarian cortex using 26-gauge needles. After isolation, the follicles were transferred to
100ul drops of fresh fragmentation medium under mineral oil to further evaluate their quality.
Follicles with a visible oocyte surrounded by granulosa cells, an intact basement membrane,
and no antral cavity were selected for culture. Then, follicles were individually cultured in 100
uL of culture medium under mineral oil in petri dishes (60 x 15 mm, Corning, USA).The control
culture medium, called TCM-199", consisted of TCM-199 (pH .2-7.4) supplemented with 10
pg/mL insulin, 5.5 pg/mL transferrin and 5 ng/mL selenium (ITS), 3.0 mg/mL bovine serum
albumin (BSA), 2mM glutamine, 2mM hypoxanthine, 50 pg/mL of ascorbic acid and 100
ng/mL FSH). The secondary follicles were randomly distributed over the following treatments:
(I) TCM-199" alone (culture control), or supplemented with (II) (10 ng/mL) IL-1p, (IIT) (10
ng/mL) TNF-a and (IV) and both IL-1B and TNF-a). The follicles were cultured at 38.5°C,
with 5% CO2 in air, for 18 days. Every two days of culture, 60 pL. of medium was replaced by

fresh medium.

2.4. Morphological evaluation of cultured follicles

Follicles were morphologically evaluated with the aid of stereomicroscope (SMZ 645
Nikon, Tokyo, Japan), and morphologically normal follicles had a spherical oocyte surrounded
by cumulus cells, which was limited by an intact basement membrane and estrocal-thecal outer

layer, respectively. Follicles with an opaque and/or extruded oocyte and opaque granulosa cells
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were considered degenerated. On days 0, 6, 12 and 18, the percentage of morphologically
normal follicles was assessed. In addition, two perpendicular measurements were performed in
the normal follicles using an inverted microscope with NIS Elements 2.4 software, (Nikon,

Nikon Instruments Inc., Japan).

2.5. Assessment of preantral follicle viability by fluorescence microscopy

To confirm the results of the morphological analyses, the viability of follicles cultured
in all treatments was further analyzed using a more accurate method of assessment based on
fluorescent probes. After culture, follicles (n=20/treatment) were incubated in 100uL droplets
of TCM-199 containing 4mM calcein-AM and 2mM ethidium homodimer-1 (Molecular
Probes, Invitrogen, Karlsruhe, Germany) at 37°C for 15 min. Afterwards, the follicles
were washed three times in TCM-199 and examined under fluorescence microscope (Nikon,
Eclipse, TS 100.,m Japan). Oocytes and granulosa cells were considered to be viable if the
cytoplasm was stained positively with calcein-AM (green) and if the chromatin was not labeled

with ethidium homodimer-1 (red) (Schotanus et al., 1995; Van den Hurk et al., 1998).

2.6. Expression of mRNA for GDF9, C-MOS, Hl1foo and Cyclin Blin bovine secondary
follicles

Morphologically normal follicles that have been cultured in each treatment were
collected and then stored at -80°C until extraction of total RNA. Total RNA extraction was
performed using a Trizol® purification kit (In vitrogen, Sao Paulo, Brazil). In accordance with
the manufacturer’s instructions, 800 pL of Trizol solution was added to each frozen sample and
the lysate was aspirated through a 20-gauge needle before centrifugation at 10,000 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
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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 uL RNase-free water. The RNA concentration
was estimated by Reading the absorbance at 260 nm and was checked for purity at 280nm in a
spectrophotometer (Amersham Biosciences, Cambridge, UK) and 2uL of total RNA was used
for reverse transcription. Before the reverse transcription reaction, samples of RNAwere
incubatedfor 5 min at 70°C and then cooled in ice. Reverse transcription was performed in a
total volume of 20 pL, which was comprised of 10 pL of sample RNA,4 uL 5x reverse
transcriptase buffer (Invitrogen, SaoPaulo, Brazil), 8 units RNase out, 150 units Super script III
reverse transcriptase, 0.036 U random primers (Invitrogen, Sao Paulo, Brazil), 10 mM DTT,
and 0.5 mM of each ANTP. The mixture was incubated forl 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 mRNA was performe dusing SYBR
Green. PCR reactions were composed ofl pl cDNA as a template in 7.5 pul of SYBR Green
Master Mix (PE Applied Biosystems, Foster City, CA,USA), 5.5 uL of ultra-pure water, and
0.5 uM of each primer. The primers were designed by using the Primer Quest SM program

(http://www.idtdna.com) to perform amplification of GDF9, C-MOS, Hlfoo, CyclinBland

housekeeping gene Ubiquitin (UBQ) (Table 1).These housekeeping gene have shown highest
stability in bovine preantral follicles (Rebougas et al., 2012) and, thus, was used to normalize
expression of target genes. The specificity of each primer pair was confirmed by melting curve
analys is of PCR products. The efficiency amplification for all genes was verified according to
Pfaffl et al. (2001). The thermal cycling profile for the first round of PCR was initial
denaturation and activation of the polymerase for 10min at 95°C, followed by 40 cycles of 15
s at 95°C, 30 s at 58°C, and 30 s at 72°C. The final extension was for 10 min at 72°C. All

reactions were performed in a real-time PCR Real plex (Eppendorf, Germany). The AACt
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method was used to transform the Ct values in to normalized relative expression levels (Livak

and Schmittgen, 2001).

Table 1.Primer pairs used to real-time PCR.

Target gene Primer sequence (5> 3") Sense (s), GenBank accession
anti-sense no.
(As)
UBQ GAAGATGGCCGCACTCTTCTGAT S NM_001206307
ATCCTGGATCTTGGCCTTCACGTT As
GDF9 ACAACACTGTTCGGCTCTTCACCC S GI:51702523
CCACAACAGTAACACGATCCAGGTT As
C-MOS CTGCAAGATCGGGGACTTCG S AY:168496.1
CTCGGTGAGTGTAGGTGCCA As
Hlfoo CCCAAGAAGCCGAGTGAGTC S NM_001035372.1
CTTGGTATCTGCTTGGCGGC As
Cyclina Bl CTCCAGTGCTCTCCTCCTCACT S NM:001045872.1

CTAATCTTCGTGTTCCTGGTGATCC As

2.7. Ultrastructural analysis of cultured preantral follicles

In order better evaluate follicular morphology, transmission electron microscopy (TEM)
was carry out to analyze the ultrastructure of bovine secondary follicles after in vitro culture.
Isolated follicles (n= 6 to 10 per treatment) were fixed in Karnovsky solution (4%
paraformaldehyde and 2.5% glutaraldehyde in 0.1 M sodium cacodylate buffer (pH 7.2) for at
least 4h at room temperature (approximately 25°C). After fixation, cultured follicles were
embedded in drops of 4% low melting agarose, and kept in sodium cacodylate buffer.
Specimens were post-fixed in 1% osmium tetroxide, 0.8% potassium ferricyanide and 5 mM
calcium chloride in 0.1 M sodium cacodylate buffer for 1h at room temperature, washed in
sodium cacodylate buffer and counterstained with 5% uranyl acetate. The samples were then

dehydrated through a gradient of acetone solutions and thereafter embedded in epoxy resin
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(Epoxy-Embedding Kit, Fluka Chemika-BioChemika). Thereafter, semi-thin sections (2 pm)
were cut, stained with toluidine blue and analyzed by light microscopy at a 400x magnification.
Ultra-thin sections (70 nm) were obtained from bovine secondary follicles identified in semi-
thin sections. Subsequently, ultra-thin sections were counterstained with uranyl acetate and lead

citrate, and examined under a Morgani-FEI transmission electron microscope.

2.8. Statistical analysis

Data of follicular diameter were subjected tologarithmic transformation (log10 (x)) and
then, evaluated by ANOVA. The treatments were comparedby Student-Newman-Keuls (SNK)
test. Results were expressed as mean =+ standard error of the mean (S.E.M) and differences were
considered significant when P<0.05. Data concerning follicular survival and antrum formation
after in vitro culture in each treatment were compared by using the Chi-square test, with the
results being expressed as percentages. The data of mMRNA were analyzed using the Tukey test.
Differences were considered significant when P<0.05 and data were expressed as mean =+

standard error of means (S.E.M.)

3. Results
3.1. Effects of TNF-o. and IL-1p on follicular growth, antrum formation and survival

A progressive increase (P < 0.05) in follicular diameter was observed in all treatments
during the culture period (Table 2). After 6 days of culture, the follicles cultured in the presence
of both IL-1B and TNF-a showed a significant increase compared to the other treatments
(P<0.05). At day 12, the diameters did not differ among treatments. At the end of culture time
(Day 18), the follicles cultured in the presence of both IL-1p and TNF-a did not differ from
those cultured in control meridum (TCM-199+). On the other hand, follicles cultured in
medium containing TNF-a alone had a significant increase in diameter (P<0.05) compared to

cultured control.
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Table 2. Diameters (Mean + Standard Deviation) of isolated bovine follicles after 0, 6, 12 and
18 days of in vitro culture in TCM 199" alone or supplemented with IL-1B, TNF-a and both IL-

1B and TNF-a. Significantly different (P<0.05).

Day of TCM 199° IL-1pB TNF-a IL-1B +TNF-a
culture
0 189.71+16.9%° 189.72+15.65%*  186.06+£15.45%*  187.97+18.23%

6 223.30435.274°  234.60435.42°%  226.80+34.70"°  243.67+50.30%°
12 267.33456.48"°  285.86+65.38%°  286.48+80.887°  297.59+88.834°
18 300.00£74.31%Y  297.60+64.35%°  339.06+£97.03%¢  306.44+89.00""

A, B, C Uppercase letters represent differences between treatments (on the same day of culture).

a b ¢ Lowercase letters represent statistically significant differences between the culture days (same column).

After 18 days of culture, follicular antrum formation was observed in all treatments, but
only follicles cultured in the presence of TNF-a showed a significant increase in the percentage
of antrum formation when compared to other treatments at days 6, 12 and 18 (P<0.05) (Table

3).

Table 3. Percentage of antrum formation of secondary follicles cultured for 18 days in TCM-

199" or supplemented with IL-1p and / or TNF-a. Significantly different (P<0.05).

Day TCM 199" IL-1B TNF-o IL-1B +TNF-a
ofculture (n=64) (n=64) (n=69) (n=55)

0 0.00 % (0/64)*  0.00 % (0/64)*  0.00 % (0/69)* 0.00 % (0/55) *

6 6.57 % (5/64) " 273 % (2/64) " 24.65 %(18/69)®  4.22 % (3/55)*

12 8.33 (6/64) % *  7.69 % (5/64)"  30.98 %(22/69)®  8.33 % (5/55)*

18 12.5 (8/64) % 10.93 % (7/64)*  33.33 %(23/69)®  9.09 % (5/55)*

Data show the percentage of follicles exhibiting antrum formation, with the number of follicles with an
antrum/total number of follicles given in parentheses.

A, B, C Uppercase letters represent differences between treatments (on the same day of culture).
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Concerning viability, after 18 days of in vitro culture, follicles cultured in the presence
of TNF-a, IL-1P and both IL-1p and TNF-a shows viability rate similar to the control. However,
follicles cultured with TNF-a had higher rates of viability (P<0.05) when compared with those
cultured with IL-1p and both IL-1B and TNF-a (Table 4). Morphologically normal follicles
after in vitro culture are show in Figure 1 (A, C, E, G). Viable follicles are stained with calcein-
AM (green) and are not stained with ethidium homodimer-1 (red) as shown in Figure 1 (B, D,
F and H).

N

Table 4.Survival of bovine isolated secondary follicles cultured for 18 days in TCM-199

supplemented with TNF-a and / or IL-1p. Significantly different (P<0.05).

Day TCM 199" IL-1p TNF-a IL-1B +TNF-a
ofculture

0 100.00(76/76)**  100.00(79/79)**  100.00(75/75)**  100.00(74/74)**

6 100.00(76/76)**  92.40(73/79)®*  97.33(73/75)* 95.94(71/74)*

12 94.73(72/76)*  82.27(65/79)%°  94.66(71/75)* 81.08(60/74)"

18 84.21(64/76)*5°  81.01(64/79)"%°  92.00(69/75)*  74.32(55/74)*""

A, B, C Uppercase letters represent differences between treatments (on the same day of culture).a b ¢ Lowercase

letters represent statistically significant differences between the culture days (same column).
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Figure 1.Viable bovine secondary follicles cultured for 18 days evaluated by light mircroscopy
(100x magnification) and after staining with calcein-AM (green) and ethidium homodimer-1
(red). Secondary follicle cultured in TCM-199+ alone (A, B) or supplemented with IL- (C,

D), TNF-a (E, F), or both TNF-a and IL-B (G, H). Scale bars represent 100 pm.

3.2. Influence of TNF-& and IL-1 on mRNA expression of GDF9, C-MOS, HlIfoo and

Cyclin Bl in cultured secondary follicles

The levels of mRNA for GDF9, C-MOS, H1foo and Cyclin B1 in follicles cultured for
18 days in TCM-199+ alone or supplemented with TNF-a, IL-1p and both IL-1p and TNF-a
are showed in Fig. 2 (A-F). The presence of TNF-a, IL-1P and both in culture medium did not

influence the levels of mRNA for GDF9, C-MOS, H1foo and Cyclin B1 (P>0.05).
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Figure 2. Levels of mRNA for GDF-9 (A); C-MOS (B), HIF00 (C) and CYCLIN (D) in
secondary follicles (mean + SD) cultured in vitro for 18 days. Same uppercase letters (A)

represent no significant differences between different treatments (P>0.05)

3. 3. Ultrastructural analysis of cultured secondary follicles

Normal follicles from fresh control had granulosa cells (Fig. 3A) and oocytes (Fig.
3B) with mitochondria with normal cristae. The organelles were uniformly distributed in the
oocytes and vacuoles were minimally observed. In follicles cultured in control group (TCM-
199", signals of degeneration such as a lack of functional organelles and vacuolization,
multivesicular bodies in the ooplasm (Fig. 3D) of the cultured oocytes were observed. In the
granulosa cells (3C), it was not possible to observe significant changes comparing to control
group.

Follicles cultured in medium supplemented with IL-1B showed granulosa cells with

preserved ultrastructure (Fig. 3E), but vacuolization associated with low density of cytoplasmic
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organelles were seen in the oocyte, (Fig, 3F).The ultrastructural characteristics observed in the
follicles cultured with TNF-a alone showed conserved granulosa cells and nucleus, as well as
intact plasmatic and nuclear membranes (Fig. 3G). Oocyte and granulosa cells were well
connected and visible organelles were observed in ooplasm (Fig. 3H). Follicles cultured in
medium to which both TNF-a and IL-1 was added had ultrastructurally normal granulosa cells

(Fig. 31I) and a oocyte with disorganized ooplasm (Fig. 3J).
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IL-1B
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Figure 3. Representative micrographs of cultured secondary follicles from bovine after
18 days of culture in the presence of IL-1B, TNF-a alone or both. Follicles from fresh

control (A-B) or cultured TCM-199" alone (C-D), or supplemented with IL-1,
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(E-F) TNF-a (G-H), or both IL-1B and TNF-a (I-J). Bars= 2,5 and 10um. ZP: zona

pellucida; m: mitochondria; n: nucleus.

4. Discussion

To the best of our knowledge, this study constitutes the first report to demonstrate the
beneficial effect of TNF-a on the in vitro culture of isolated bovine secondary follicles. In this
work, we observed that TNF-& promotes the growth, antrum formation and maintains the
ultrastructure of secondary follicles cultured in vitro for 18 days, while IL-1B hampered the
follicular survival and the ability to grow in vitro .

The ability of TNF-a to promote the increase in follicular diameter is due to the fact that
there is a presence of specific receptors in the surface of follicular somatic cells. According to
Silva et al. (2016), TNF-a and its receptors (TNFR1 and TNFR2) are present in bovine
follicular cells. This fact suggests that the exogenous TNF-a added in the culture medium binds
to the TNFR2 and promots follicular growth. As reported by WAJANT, PFIZENMAIER,
SCHEURICH (2003), TNFR2 can induce gene transcription associated with cell survival,
growth and differentiation. Fisher et al. (2011) demonstrated that TNFR2 is involved in tissue
regeneration and neuroprotection. These authors showed that protection from cell death is
dependent on TNFR2 activation of the PI3K-PKB/Akt pathway. Recently, Dong et al. (2016)
also highlighted the essential protective role of TNFR2 in cells from the central nervous system.
TNF-a has also been shown to activate NF-kB, which in turn regulates the expression of
proteins associated with cell survival and cell proliferation (Aggarwal et al., 2004). TNF-a can
also activate cellular proliferation through activation of another transcription factor, the
activator protein-1 (AP-1) (Natoli et al., 2000), which is activated by TNF-a through sequential
recruitment of TNFR1, TRADD, TRAF2, MAP/ERK kinase kinase 1 (MEKK1), MAP kinase

kinase 7 (MKK?7), and JNK (Ermolaeva et al., 2008).
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In this study, secondary follicles cultured in the presence of IL-1p alone or in association
with TNF-a did not showed significant difference in growth when compared to control group.
Probably, IL-1B acts mainly in large antral follicles. Previously, it was shown that IL-1
modulates rat (Karakji ez al., 1995) and bovine (Baratta et al., 1996) granulosa cell proliferation
in vitro, dependent on the follicle size. It inhibits steroidogenesis in bovine undifferentiated
follicles, but stimulates the release of progesterone in differentiated follicles (Baratta et al.,
1996; Bornstein et al., 2004). The interaction of IL-1 and TNF-a did not influence the
follicular growth. In this way, we suggest that the presence of IL-1p may acts regulating the
follicular development by reducing the follicle-stimulating hormone binding capacity of
granulosa cells.

The ultrastructural analysis shows that TNF-a maintained follicular integrity, while the
association of TNF-a with IL-1P was not able to maintain the ultrastructure of the follicles after
in vitro culture. A study in mice revealed that IL-1B emerges as an important participant in the
depletion of ovarian reserve associated with age in mice, possibly improving the expression of
inflammatory genes and promoting apoptotic pathways (Uri-Belapolsky S, et al., 2014 )
justifying a possible blockade of TNF-a action on the development of follicles. In a recent
study, it was confirmed the ultrastructural integrity of bovine COCs cultured in presence of
TNF-a (Silva et al., 2016), emphasizing that TNF-a is probably not acting via TNFR1, which
contains an intracellular death domain that triggers signaling pathways associated with
apoptosis (Boldin et al., 1995). Thus, it is possible that TNF-a acts in an paracrine/autocrine

manner in follicular cells to regulate cellular differentiation and proliferation.
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The levels of mRNAs that are stored in the oocytes (GDF-9, C-MOS, HIF00 and
CYCLIN) to be translated during oocyte maturation and early embryo development were not
influenced by TNF-a or IL-1f alone or in association. Since various hormones and growth
factors regulates follicle development and oocyte growth (Silva et al., 2016), probably other

factors different from TNF-a or IL-1 regulates the levels of these transcripts.

In conclusion, TNF-a (10 ng/ml) promotes increase in the diameter of secondary
follicles after 18 days of culture in vitro. In addition, it is capable of promoting the maintenance
of follicular viability after culture. In the other hand, IL-1p does not have additive effect on the

development of isolated bovine secondary follicles cultured for 18 days.
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7. CONCLUSOES GERAIS

v O TNF-a (10 ng/mL) promove o crescimento ¢ a formacao de antro em foliculos

secundarios cultivados in vitro por 18 dias.

v' O cultivo de foliculos secundarios na presenca do TNF-a (10 ng/mL) e IL-1p (10
ng/mL) mantém a integridade do citoplasma do odcito e das células da granulosa apos

18 dias in vitro.

v" O TNF-qa, a IL-1p ou ambos nao influenciam a expressao de GDF9, C-MOS, Hlfoo e

Ciclina Blem foliculos cultivados in vitro por 18 dias.
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8. PERSPECTIVAS

As informagdes obtidas neste trabalho poderdo ser utilizadas para aperfeigoar a
elaboragdo de meios de cultivo capazes de propiciar condi¢cdes adequadas para um completo
crescimento folicular durante a fase pré-antral, preservando a viabilidade destas células em um
longo periodo de cultivo. Estudos adicionais sobre a interacdo do TNF-a com outras substancias
(hormdnios e fatores de crescimento) sdo necessarios para uma melhor compreensdo da
foliculogénese na espécie bovina. Além disso, € necessario a avaliagao dos efeitos do TNF-a e
da IL-1p no cultivo de foliculos em diferentes estagios de desenvolvimento, bem como sobre a

maturagao oocitaria.
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