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RESUMO

O objetivo deste estudo foi o de avaliar o efeito do FSH sozinho ou em
combinacdo com a ativina-A na sobrevivéncia, crescimento e expressao de RNAm para ActR-
IB, ActR-1IB, FSH-R, PCNA e HAS1/2/3 em foliculos secundarios de bovinos cultivados in
vitro por 18 dias. Foliculos pré-antrais (~0,2mm) foram isolados do cortex de ovérios bovinos
e cultivados individualmente na auséncia- o-MEM" (grupo controle) ou na presenca de
ativina-A sozinha na concentracdo de (100ng/mL); FSH sozinho em concentracfes seriadas -
50ng/mL (do dia 0 ao dia 6), 100 ng/mL (do dia 7 ao dia 12), e 200ng/mL (do dia 13 ao dia
18) ou em associacdo com a ativina-A nas mesmas concentragdes. Apos 18 dias de cultivo in
vitro, foliculos cultivados com FSH apresentaram aumento significativo no diametro em
comparacdo aos demais tratamentos. Por outro lado, a ativina- A sozinha nao induz o
crescimento folicular comparado ao grupo controle. Além disso, quando combinada com
FSH, a ativina-A inibiu o crescimento folicular promovido pelo FSH. Ao final de 18 dias de
cultivo, todos os tratamentos apresentaram a formacdo de antro embora sem diferencas
significativas entre os tratamentos. A andlise ultra-estrutural confirmou a integridade dos
foliculos cultivados em FSH apds 18 dias de cultivo. Foliculos cultivados na presenca
de ativina-A associada ao FSH, reduziram significativamente (p <0,05) os niveis de RNAmM
para ActR-IB, ActR-1IB, FSH-R ePCNA. Além disso, em foliculos cultivados
com FSH sozinho, os niveis de RNAm para HAS1 e HAS 2 foram significativamente maiores
(p<0,05) que em foliculos cultivados com ativina-A em associa¢do ao FSH. Ademais, o nivel
de expresséo do RNAm para HAS-3 nédo diferiu (p>0,05) entre o0s tratamentos. Em
conclusdo, a ativina-A ¢é importante para o desenvolvimento folicular inicial (até 6 dias), mas
reduz o efeito estimulatério do FSH em foliculos pré-antrais bovinos apds 18 dias de
cultivo in vitro. Nossos resultados apontam que o FSHé um fator chave para a
sobrevivéncia e crescimento de foliculos pré-antrais cultivados in vitro por um longo periodo
(18 dias). Alem disso, ativina-A em associagcdo ao FSH reduz os niveis de RNAm para o
receptor de ativina do tipo IB (ActR-1B), tipo II-B (ActR-1IB), FSH-R e PCNA, ap0s
18 dias in vitro. Em adic&o, foliculos cultivados em meio suplementado com FSH sozinho,
apresentaram niveis de expressdo de RNAm para HAS-1 e HAS-2 maiores que em foliculos

cultivados em meio suplementado pela associacao de ativina-A e FSH.

Palavras-chave: ovério, bovino, foliculo, cultivo, ativina-A, FSH.



ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate the effect of FSH alone or in combination
with activin-A on survival, growth and expression of mMRNA for ActR- IB, ActR- II1B, FSH-R,
PCNA, and HAS1/2/3 in bovine secondary follicles cultured in vitro for 18 days. Preantral
follicles (~0,2mm) were isolated from the cortex of bovine ovaries and individually cultured
in the absence (control medium) or presence of activin-A alone at concentrations of
(100ng/mL); FSH alone in increased concentrations - 50ng/mL (from day O to day 6),
100ng/mL (from day 7 to day 12), and 200ng/mL (from day 13 to day 18) or in association
with activin-A in the same concentrations. After 18 days in vitro, follicles cultured with FSH
showed a significant increase in diameter compared to the other treatments. On the other
hand, the activin-A alone did not increase follicular diameter compared to control medium.
Moreover, when combined with FSH, activin-A inhibited the growth promoted by FSH. At
the end of 18 days of culture, all treatments presented antrum formation but without
difference between treatments. Ultrastructural analysis confirmed the integrity of follicles
cultured in FSH after 18 days. Follicles cultured in the presence of activin-A in association
with FSH significantly reduced (P<0.05) levels of mRNA for ActR-IB, ActR-11B, FSH-R and
PCNA. Moreover, in follicles cultured with FSH alone, levels of mRNA for HAS 1 and HAS
2 were significantly higher (P<0.05) that in follicles cultured with activin-A in association
with FSH. In addition, the level of mMRNA expression for HAS-3 did not differ (P> 0.05)
between treatments. In conclusion, activin-A is important for early follicular development (up
to 6 days), but reduces the stimulatory effect of FSH on bovine preantral follicles after 18
days of culture in vitro. Our results also indicate that FSH is a key factor for survival and
growth of bovine preantral follicles cultured in vitro for a long period (18 days). Moreover,
activin-A in combination with FSH reduce the levels of mMRNA for activin receptor type 1B
(ActR-1B), type 11-B (ActR-1IB), FSH-R and PCNA after 18 days in vitro. In addition,
follicles cultured in medium supplemented with FSH alone levels of mRNA for HAS-1 and
HAS-2 were higher than in follicles cultured in medium supplemented by the association of
activin-A and FSH.

Keywords: ovary, bovine, follicle, culture, activin-A, FSH.
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1 INTRODUCAO

Nos ultimos anos, as biotecnologias reprodutivas vém se destacando no cenario
nacional e internacional, criando oportunidades extraordinérias para a reproducdo animal,
especialmente no que se refere ao aumento da eficiéncia reprodutiva dos rebanhos de elevado
potencial econdmico. A criacdo de bovinos no Brasil é a atividade econdmica que ocupa a
maior extensdo de terras. No Nordeste brasileiro, a criacdo de rebanho bovino apresenta um
impacto significativo no cenario socioeconémico, atuando como fonte de renda alternativa
para criadores, além de produzir alimento de alto valor nutricional e contribuir com valioso
material genético voltado as pesquisas para reproducao animal.

A utilizacdo e o desenvolvimento de biotécnicas da reproducdo sdo condi¢cbes
indispensaveis para o aumento da eficiéncia produtiva e reprodutiva dos rebanhos, e tém
apresentado um crescimento extraordinario, tanto no contexto molecular quanto nos aspectos
aplicados. No intuito de incrementar a eficiéncia reprodutiva na espécie bovina, algumas
biotécnicas ja estdo estabelecidas ou encontram-se em desenvolvimento, destacando-se a
Inseminacdo Artificial (IA), Fecundacdo in vitro (FIV), Transferéncia de Embribes (TE),
Transgénese, Clonagem e Manipulacdo de Odcitos Inclusos em Foliculos Ovarianos Pré-
Antrais (MOIFOPA), a qual vem sendo bastante explorada por sua potencialidade em
aproveitar a abundancia oocitaria presente no ovario. Tendo em vista que o ovario mamifero
contém milhares de od6citos inclusos em foliculos pré-antrais e que poucos destes foliculos
desenvolvem-se até o estagio de foliculo pré-ovulatério (Van den HURK e ZHAO,, 2005) a
biotécnica de MOIFOPA visa recuperar, preservar e cultivar in vitro um grande nimero de
foliculos pré-antrais a fim de promover a sua ativagao, crescimento e completa maturagéo,
prevenindo-os da morte folicular que ocorre naturalmente in vivo.

Sabendo-se que ¢ possivel isolar cerca de 7.832 foliculos pré-antrais de um ovario
bovino (DE BEM et al., 1997), o desenvolvimento de sistemas de cultivo in vitro que
possibilitem o crescimento destes foliculos até estarem aptos a maturagdo pode revolucionar a
producdo in vitro de embrides bovinos. Desta forma, o desenvolvimento de meios de cultivo,
associado com o estudo dos horménios e fatores de crescimento que controlam o crescimento
e a maturacdo folicular, possibilitard a aplicacdo de estratégias eficientes para o
aproveitamento dos milhares de odcitos presentes em ovario bovinos. Dentre as substancias
que participam da regulacdo do desenvolvimento folicular, destacam-se a Ativina-A e 0

Hormdnio Foliculo Estimulante (FSH).
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Estudos recentes tem demonstrado que a ativina-A adicionada ao meio de cultivo,
mantém a morfologia e integridade de odcitos recuperados de foliculo secundarios bovinos
cultivados por oito dias (McLAUGHLIN et al., 2010). Além disso, quando associada ao FSH,
aumenta os niveis de RNAm para os receptores de FSH em celulas da granulosa, bem como
para o antigeno nuclear de proliferacdo celular (PCNA), os quais desempenham um papel
importante na progresséo do ciclo celular (EL-HEFNAWY & ZELEZNIK, 2001).

Para um maior esclarecimento da importancia deste trabalho, a revisdo de
literatura a seguir aborda aspectos relacionados ao ovario mamifero, o0o0génese,
foliculogénese, caracterizacao folicular, populacédo folicular e atresia, modelos utilizados para
estudo da foliculogénese in vitro, incluindo sistemas de cultivo, destacando a importancia dos
hormonios e fatores de crescimento tais como ativina-A e FSH, técnicas de isolamento
folicular e técnicas utilizadas na avaliacdo do cultivo folicular. Os beneficios oriundos de uma
melhor compreensdo do desenvolvimento folicular para o aumento da eficiéncia reprodutiva

dos bovinos também serdo citados.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Os ovarios dos mamiferos

O ovério mamifero é o 6rgédo principal do sistema reprodutivo das fémeas, o qual
¢ composto por uma regido cortical e uma medular, sendo circundado por um epitélio
superficial conhecido como epitélio germinativo que repousa sobre uma membrana basal.
Logo abaixo, observa-se a tunica albuginea e o estroma ovariano. No coOrtex ovariano de
animais ciclicos podem ser encontrados foliculos ovarianos quiescentes, em desenvolvimento
ou em atresia, corpos luteos, corpos albicans e corpos hemorragicos (MURDOCH et al.,
1996) (Figura 1). No cértex, também sdo encontrados coladgenos dos tipos | e 11, fibroblastos,
vasos sanguineos, linfaticos e terminagdes nervosas (HAFEZ et. al.,1995). A regido medular é
responsavel pela nutricdo e sustentacdo do ovario. Ela consiste de tecido conjuntivo, nervos e
sistemas vasculares (SMITH et al., 1994) que atingem o ovério pelo hilo (HAFEZ et
al.,1995).

Além dos nutrientes e hormoénios provenientes da corrente sanguinea, fatores
produzidos pelos diferentes tipos celulares contribuem para a formagcdo de um sistema
bastante complexo que regula as funcBes do ovario, ou seja, a producdo de gametas e
horménios (ERICKSON e SHIMASAKI et al., 2003). Estas funcdes sdo exercidas pela
interacdo de dois fenbmenos que ocorrem no ovario, a oogénese e a foliculogénese; estes
correspondem a processos biologicos complexos e coordenados que requerem uma série de
eventos que induzem as mudancas morfologicas e funcionais dentro do foliculo, conduzindo a
diferenciacéo de células e o desenvolvimento dos oocitos (BONNET et al., 2008). Assim, 0s
ovarios sdo as gbnadas feminina dos mamiferos, responsaveis pela producdo e
armazenamento das células germinativas, bem como pela producdo de moléculas bioativas,
principalmente os hormonios esterdides e fatores de crescimento, que sdo reguladores criticos

da funcéo ovariana.
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Figura 1. Esquema ilustrando o ovario mamifero com suas principais estruturas.
(Adaptado de <http://www.britannica.com/EBchecked/media/99761/The-steps-of-ovulation-beginning-with-a-
dormant-primordial-follicle>.)

2.2 Oogénese

A oogénese pode ser definida como um processo celular, molecular e fisioldgico
que envolve a formacdo, o crescimento e a maturacdo do odcito que tem inicio na vida intra-
uterina e termina apds a fertilizacdo (Figura 2). Na maioria dos mamiferos, a oogénese
comeca com a formacdo das células germinativas primordiais (CGPs), cuja origem é
extragonadal, do endoderma primitivo, sendo oriundas da porc¢do caudal da linha primitiva e
do saco vitelinico adjacente (WASSARMAN e ALBERTINI et al., 1994). Em vacas este
evento pode ser observado no 35° dia de gestacdo (ERICKSON et al., 1966).

As células germinativas primordiais passam por sucessivas mitoses e migram
através de movimentos amebdides do saco vitelinico para as gbnadas em desenvolvimento
(SOTO-SUAZO e ZORN et al., 2005). Apos perderem suas caracteristicas de motilidade e
sofrerem extensiva proliferagdo celular e redistribuicdo das organelas citoplasmaticas, as
celulas germinativas primordiais se transformam em oogoénias (SADEU et al., 2006).
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As oogobnias formadas sdo envolvidas por um corddo de células somaéticas
provenientes do mesonéfron e a partir de entdo sofrem divisdo mitética e originam o o6cito
(FREMAN, 2003; Van den HURK e ZHAO, 2005). Os odcitos comecam a primeira divisao
meiotica, passando pelos estagios da profase | (leptéteno, zigoteno, paquiteno e diploteno) da
primeira divisdo meidtica (Van den HURK e ZHAO, 2005). No estagio de diploteno ou
vesicula germinativa da profase I, ocorre a primeira interrupcdo da divisdo meidtica e
formacéo dos odcitos primarios, que permanecem neste estagio até a puberdade (SUH et al.,
2002). Na puberdade, imediatamente antes da ovulacdo, com o pico dos horménios foliculo
estimulante (FSH) e luteinizante (LH), os odcitos que terminaram seu crescimento retomam a
meiose e 0 nlcleo passa do estagio de vesicula germinativa para diacinese (CECCONI et al.,
2004b). Em seguida, ocorre o rompimento da vesicula germinativa, progressao para metafase
I, anafase I, telofase I, expulsdo do primeiro corpusculo polar e formacdo do odcito
secundario, iniciando a segunda divisdo meidtica, em que o ndcleo do odcito evolui até o
estdgio de metéfase Il, quando ocorre a segunda interrupcdo da meiose (GORDON et
al.,1994). O odcito permanece assim até ser fecundado pelo espermatozéide, quando entdo
completa a meiose e expulsa o segundo corpusculo polar, formando o od6cito hapldide
fecundado (MOORE e PERSAUD, 1994).

OOGENESE FOLICULOGENESE
s @ Oogonia Células foliculares
Vida s ' - /— Oécito primério
intra-uterina ) Ooctto 4
Crescimento ———jy PrUHAro 1
Odbceito primario 8 ) )
2 em profase I da meiose ~a 9 Foliculo primordial
o R
Apés a puberdade até : Xt D s '»‘.:-" Foliculo primario
a menopausa em profase [ da i B .
1 s S— @ Foliculo em crescimento
]
Meiose I avanga para meiose II ! - PelicaldsiCEE
(o6cito primario torna-se odcito [ o o A
secundario) W ~ Obcito secundério ' e
1° Corptisculo & (Metéfase IT) ¢

Atresia folicular

Fertilizacio

»

polar #— Ovulacio <‘ !
Corpusculo polar [
N

Ll e — Obcito concluindo Odcito
s meiose IT secundério em
e r e metafase Il
2° Corpusculo

polar

Figura 2. Representacdo esquematica da oogénese e foliculogénese em fémeas mamiferas. (fonte primaria)
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2.3 Foliculogénese e caracterizagéo folicular

2.3.1 Foliculogénese

A foliculogénese é o processo de crescimento dos foliculos ovarianos
caracterizado por alteracbes morfolégicas acompanhado por um desenvolvimento funcional.
Este comeca com o recrutamento de foliculos primordiais e termina com a ovulagcdo ou morte
por atresia (HUSSEIN, 2005) (Figura 2).

O foliculo € a unidade fundamental do ovario de mamiferos, apresentando duas
funcBes importantes: assegurar a nutri¢do, o crescimento e a maturacdo do odcito de forma a
permitir a ovulagdo, bem como produzir horménios como o estrégeno, e peptideos como
inibina A e B e ativina (CORTVRINDT e SMITZ, 2001; ADASHI, 1994), eles s&o
constituidos por diferentes tipos celulares (odcito, células da granulosa e da teca) dos quais

suas interacdes sao essenciais para a foliculogénese (BONNET et al., 2008).

Os foliculos dividem-se basicamente em duas categorias, ou seja, os foliculos pré-
antrais ou ndo cavitarios (primordiais, primarios e secundarios), que possuem um o00cito
circundado por uma ou mais camadas de celulas somaticas. J& os foliculos antrais ou
cavitarios sdo caracterizados pela presenca de uma area preenchida por fluido folicular,
denominada antro, em que, a partir de entdo, passam a ser classificados como antrais:
terciarios e pré-ovulatorios. Os foliculos pré-antrais representam cerca de 90 a 95% de toda a
populacdo folicular (FIGUEIREDO et al., 2008). Na fase antral, a maioria dos foliculos
sofrem atresia, enquanto alguns deles continuam o crescimento e atingem o estagio pré-
ovulatério sob um estimulo ciclico de gonadotrofinas, que ocorre apds a puberdade (McGEE
e HSUEH, 2000).

2.3.2 Foliculos pré-antrais

Apos a colonizagdo dos ovarios pelas células germinativas primordiais e posterior
diferenciacdo em oogodnias e odcitos, uma camada de células somaticas planas, conhecidas
também como células da pré-granulosa, circundam os o6citos formando assim os foliculos
primordiais (JUENGEL et al., 2002). CHEN et al. (2007) evidenciou que o estradiol,
progesterona e a genisteina inibem a dissociacdo dos aglomerados de células germinativas e
impedem a formacéo dos foliculos primordiais. Aliado a isso, estudos recentes indicam que

tanto as proteinas E-caderina e N-caderinas sao expressos em ovarios perinatal de hamsters e
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estdo envolvidas diretamente na formacdo dos foliculos primordiais (CHENG WANG &
SHYAMAL K. ROY, 2010).

a) Foliculos primordiais

Os foliculos primordiais sdo constituidos por um odcito quiescente, imaturo e
circundado por uma camada de células da pré-granulosa de morfologia pavimentosa (SILVA,
2005), um grande nucleo do odcito ocupa uma posicdo central demonstrando um nucléolo
evidente. As organelas sdo uniformemente distribuidas no citoplasma ou bem préximas ao
ndcleo. A mitocdndria é a organela mais evidente e é predominantemente redonda, o reticulo
endoplasmatico liso e 0 complexo de Golgi sdo pouco desenvolvidos e varias vesiculas estdo
espalhadas pelo citoplasma (LUCCI et al., 2001).

As células da pré-granulosa sdo recrutadas das células mesoteliais do epitélio da
superficie ovariana ou de mesonéfron renal. Estes dois tipos celulares tém alta atividade
proliferativa. No entanto, ap0s circundarem os o06citos, as células da pré-granulosa param de
se multiplicar e entram em um periodo de quiescéncia (SAWYER et al., 2002). A zona
pellcida nesse estagio ndo é observada, verificando-se apenas uma justaposicdo do odcito e
células da granulosa, sem nenhuma juncédo especifica. Os foliculos primordiais permanecem
quiescentes até seu recrutamento para o grupo de foliculos em crescimento constituindo o
pool de reserva ovariano (Van den HURK e ZHAO, 2005). Na espécie bovina, os foliculos
primordiais surgem no ovario fetal no 90° dia de gestacdo (RUSSE, 1983) e o seu diametro
varia de 30 a 40 um, enquanto seu odcito apresenta entre 20 e 25 um (BECKERS et al.,
1996).

Durante a vida reprodutiva das fémeas, cada foliculo primordial tem trés possiveis
destinos: (1) Manter-se quiescente, ou em repouso, durante todo o periodo reprodutivo; (I1) ser
ativado e fazer parte do pool de foliculos em crescimento, podendo sofrer atresia ou ovulagéo
em uma fase posterior do desenvolvimento, ou ainda (I11) sair da quiescéncia e sofrer atresia
diretamente (McGEE & HSUEH, 2000; BROEKMANS et al., 2007).

b) Foliculos primarios

A ativacdo dos foliculos primordiais é caracterizada pelo aparecimento de uma
camada completa de células da granulosa de formato cubico ao redor do o6cito, formando o
foliculo primario (HULSHOF et al, 1992). Este evento ¢ marcado por um periodo de
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crescimento acentuado do od6cito, com intensa atividade metabolica. Nesta fase de
crescimento, inicia-se o surgimento de uma rede de juncbes gap, que correspondem a canais
intercelulares que permitem a passagem de nutrientes, ions inorganicos, segundos
mensageiros e pequenos metabolitos de uma célula para outra.

Estes canais sdo compostos por conexinas, sendo a conexina 43 a mais abundante
no ovario uma vez que esta é expressa nas células da granulosa desde o inicio da
foliculogénese (ACKERT et al., 2001). Em contrapartida, a membrana plasmatica do odcito
apresenta projecdes que penetram entre as células da granulosa adjacentes e algumas
microvilosidades aparecem na superficie oocitaria (LUCCI et al., 2001). Além disso, a
medida que os foliculos iniciam o crescimento, as proteinas que irdo formar a zona pelUcida

comecam a ser sintetizadas (LEE, 2000).

c) Foliculos secundarios

Apbs intensa multiplicacdo das células da granulosa, uma nova camada de células
é formada, dando origem ao grupo de foliculos secundarios. Durante a mutliplicacdo detas
células evidencia-se a expressdo do antigeno nuclear de proliferacdo celular (PCNA), que
pode ser usado como um marcador confidvel de crescimento folicular por meio da
multiplicacdo das células da granulosa (WANDJI et al., 1996). Os foliculos secundarios séo
constituidos por um od6cito circundado por duas ou mais camadas de células da granulosa de
formato cubdide. O nucleo do o6cito assume uma posicdo excéntrica e as organelas comegcam
a mover-se para a periferia. Com o desenvolvimento dos foliculos, o espessamento da zona
pelicida torna-a visivel (LUCCI et al., 2001), e as celulas da teca comegcam a surgir,
formando uma camada circundante, provavelmente a partir de fibroblastos presentes no
estroma ovariano (HONDA et al. 2007).

2.3.3 Foliculos antrais

Com o crescimento dos foliculos secundérios e a organizacdo das células da
granulosa em varias camadas, ocorre a formacao de uma cavidade repleta de liquido entre as
camadas de células da granulosa, denominada antro.

O fluido folicular que preenche esta cavidade contém agua, eletrolitos, proteinas
séricas e alta concentracdo de hormonios esterdides secretados pelas células da granulosa
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(BARNETT et al., 2006), sendo a producdo deste fluido intensificada pelo aumento da
vascularizagdo folicular e permeabilidade dos vasos sanguineos, os quais estdo fortemente
relacionados com o aumento do foliculo antral (Van den HURK e ZHAO, 2005). Em adicéo,
verificou-se a presenca de grandes moléculas osmoticamente ativas no fluido folicular
ovariano, tais como &cido hialurdnico, sulfato de condroitina e dermatan sulfato, que séo
fortemente hidrofilicas e carregadas negativamente, e assim contribuem diretamente para uma
intensa atividade osmética (CLARKE et al., 2006) (Figura 3).

O acido hialurdnico é sintetizado na superficie de células por isoenzimas
denominadas acido hialurénico sintases (HAS 1, 2 ou 3). No ovério, a producdo de acido
hialurdnico pelas células cumulus tem sido extensivamente estudada (CHEN et al. 1993,
1996; HIRASHIMA et al. 1997; HESS et al. 1999; KOBAYASHI et al. 1999). Acredita-se
que o acido hialurénico esteja envolvido na formacdo do fluido folicular. Desta forma, é
necessario que sua producdo seja realizada antes mesmo da ovulacédo, pelo complexo cumulus
oocito. Observou-se a presenca de acido hialurdnico no fluido folicular, sugerindo que ele
esteja envolvido com a manutencdo e/ou formacdo do antro folicular. Recentemente, baixos
niveis de expressdo de HAS 2 e uma baixa producédo de acido hialurénico foi observado em
cultivo de células da granulosa (SCHOENFELDER & EINSPANIER, 2003). Desta forma,
claramente, o acido hialurdnico tem todas as evidéncias para ser um regulador chave da
formacéo do fluido folicular.

Na fase antral, o odcito aumenta progressivamente o didmetro e prepara-se para
adquirir competéncia para concluir sua divisdo meiotica e, em seguida, para ser fertilizado
(SENEDA e BORDIGNON, 2007). Nos foliculos antrais, as células da teca sofrem alteragdes
morfologicas e funcionais e, aquelas células localizadas proximas da membrana basal séo
denominadas teca interna, enquanto que as localizadas perifericamente sdo classificadas como
teca externa. Ja as células da granulosa sdo diferenciadas em células do cumulus (mais
proximas ao odcito) e células murais, aquelas adjacentes a parede folicular.

No ultimo estagio do desenvolvimento folicular, o foliculo pré-ovulatério é
caracterizado por um odcito circundado por células da granulosa especializadas que sdo
denominadas de células do cumulus. As células da granulosa de foliculos pré-ovulatérios
param de se multiplicar em resposta ao horménio luteinizante (LH) e iniciam o programa final
de diferenciacdo. Em todas as espécies, a formacdo de foliculos pré-ovulatérios ocorre
geralmente a partir da puberdade (DRIANCOURT, 2001), e a ovulagédo ocorre em resposta ao
pico de LH. Além das gonadotrofinas, peptideos sintetizados localmente desempenham papel
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chave na regulagdo da fase antral, tanto por meio de mecanismos paracrinos como endocrinos
(FORTUNE, 2003).

a adgua (H,O)

o eletrdlitos

m proteinas séricas

a hormanios esterdides
a acido hialurénico
aHAS 1/2/3

m sulfato de condroitina
o dermatan sulfot’o_

a FLUIDO FOLICULAR

ANTROFOLICULAR

Figura 3. Desenho esquematico de um foliculo antral (foliculo de Graaf) evidenciando o antro folicular, bem
como os componentes presentes no fluido que preenche esta cavidade. (fonte primaria)

2.4 Populacéo e Atresia folicular

O “pool” de foliculos pré-antrais existente nos ovarios de mamiferos representa
uma significativa reserva de material para estudos com a manipulagdo genética de espécies
domésticas, bem como para a preservacao de espécies em extingdo e tratamento de algumas
formas de infertilidade (PICTON, 2001).

A populacdo folicular presente no ovario bovino foi estimada em 235.000
foliculos, podendo variar de 0 a 720.000 foliculos por ovario (BETTERIDGE et al., 1989).
Vérios fatores como a espécie, raca (CAHILL et al., 1979), genética (ERICKSON, 1966;
SMITH et al., 1994), idade (PETERS, 1976; RUSSE, 1983; ROY & TREACY, 1993) e
estado reprodutivo do animal (ERICKSON et al., 1976) podem influenciar a populacdo de

foliculos ovarianos.
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Durante a vida reprodutiva das fémeas, ocorre uma reducdo ordenada no nimero
de foliculos pré-antrais (SHAW, ORANRATNACHAI e TROUNSON, 2000), a quase
totalidade dos foliculos, ou seja, 99,9% ndo atingem a ovulacdo, pois morrem por um
processo natural denominado atresia, fazendo com que o desenvolvimento de um foliculo pré-
ovulatério a partir de um foliculo primordial seja um evento biolégico extremamente raro
(FIGUEIREDO et al., 2008). A atresia esta associada a uma série de mudancas morfologicas
e bioquimicas, que variam de acordo com o estagio do crescimento folicular e também com a
espécie animal (CUNNINGHAM, 2004).

Este processo, pelo qual o foliculo perde completamente a sua integridade, pode se
dar por duas vias distintas: (1) via degenerativa (SAUMANDE et al., 1981), na qual pode ser
observada alteracdes no fornecimento de oxigénio e nutrientes para o ovario, além de ser
causada por isquemia, que resulta em algumas alteracdes na permeabilidade da membrana
celular. Essas alteracGes podem levar ao aumento de agua intracelular e do volume das células,
vacuolizacdo citoplasmatica e, consequentemente, degeneracdo (BARROS, HERMOSILLA e
CASTRO, 2001). Além disso, a atresia folicular pode ocorrer pela (2) via apoptética
(FIGUEIREDO et al., 1995), na qual observa-se um processo de morte celular individual e
ativo, caracterizado pela fragmentacdo nuclear e pela formagdo de corpos apoptoticos
(RACHID et al., 2000), sendo um processo altamente dependente da expressao génica, em
gue o desbalango entre o0s genes pré e anti-apoptoticos determinam a morte celular
(HURWITZ e ADASHI, 1992). E observado também que quando os fatores paracrinos ou
enddcrinos ndo sdo apropriados para suportar o crescimento folicular e/ou diferenciacdo das
células da granulosa este processo acaba por ocorrer (SILVA et al.,, 2002). O processo
apoptotico é dependente da expressdo de genes (BARNETT et al., 2006), bem como de
proteinas intracelulares (GOUGEON, 2010).

Em foliculos antrais, as gonadotrofinas FSH e LH atuam como importantes
inibidores da apoptose a partir do estagio em que eles estdo aptos a serem recrutados
(MARKSTROM et al., 2002). Provavelmente o balango entre os fatores que promovem
sobrevivéncia e aqueles que induzem a apoptose decidird se um determinado foliculo
continuard o seu desenvolvimento ou sofrera atresia (HSU e HSUEH, 2000). A atresia, apesar
de causar a perda de vérios foliculos ovarianos, € um evento crucial para manutengdo da
homeostase ovariana em mamiferos, assegurando a ciclicidade dos animais e prevenindo o
desenvolvimento de maltiplos embrides durante a gestagdo (AMSTERDAM et al., 2003).

Neste contexto, entende-se que o crescimento do foliculo e desenvolvimento até a

fase antral requer um complexo de sinalizacdo bidirecional entre o o6cito e as células
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somaticas vizinhas, envolvendo citocinas especificas, fatores de crescimento e gonadotrofinas
hipofisarias (ADASHI, 1994; Van den HURK e ZHAO, 2005; DRUMMOND, 2006).

2.5 Cultivo folicular in vitro

O cultivo in vitro de foliculos pré-antrais € utilizado a fim de avaliar o efeito de
diferentes substancias, nas diferentes fases do desenvolvimento folicular, com o objetivo de
otimizar in vitro os eventos que ocorrem com os foliculos ovarianos que ndo séo ovulados in
vivo. Nas Ultimas duas décadas, varios sistemas de cultivo foram desenvolvidos e 0s
resultados sdo dependentes do tipo de meio, do sistema de cultivo utilizado e da espécie
animal estudada (EPPIG e SCHOEDER, 1989, BOLAND et al., 1993, FORTUNE, 2003).
Além disso, o cultivo folicular tem por objetivo fornecer um grande nimero de o0citos
vidveis para posterior utilizagdo em outras biotécnicas como fecundacéo in vitro, visando a
producdo de embrides, transgenia e clonagem. Entretanto, para alcancar esses objetivos, é
necessario o desenvolvimento de um sistema de cultivo in vitro ideal para cada etapa do
desenvolvimento folicular.

Nesse sentido, diversos estudos vém sendo realizados no intuito de se avaliar a
acao de diferentes fatores, tais como tempo do cultivo, influéncia das diferentes concentragdes
de determinadas substancias utilizadas (suplementos, hormonios e fatores de crescimento
(MATOS et al., 2007; ERICKSON, 2001; SARAIVA et al., 2010), bem como diferentes
regimes de troca de meio, sobre a elaboracdo de um sistema de cultivo adequado
(MAGALHAES et al., 2011).

2.5.1 Técnicas de isolamento folicular

O sucesso do cultivo in vitro de foliculos pre-antrais depende, em grande parte, do
emprego de métodos eficazes que possibilite a obtencdo de um maior nimero de foliculos
pré-antrais, com a melhor viabilidade possivel, para entdo se proceder as técnicas de
crescimento e cultivo in vitro (TELFER, 1996)

Para a aplicacdo da biotécnica de MOIFOPA, é importante definir a melhor
metodologia de isolamento dos foliculos de forma que se permita seu adequado isolamento,

evitando danos estruturais e garantindo a sobrevivéncia folicular.
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O principio das técnicas de isolamento folicular consiste na dissociagdo ou
separagdo dos foliculos pré-antrais dos demais componentes do estroma ovariano
(fibroblastos, fibras coldgenas e elasticas, fibronectina, etc.) utilizando-se, para tanto,
instrumentos mecanicos associados ou nao aos quimicos ou enzimaticos.

Atualmente, os métodos mecanicos vém sendo amplamente utilizados para isolar
foliculos secudarios, de aproximadamente 0,2mm, categoria folicular alvo deste estudo. A
microdisseccdo, método de isolamento folicular com o auxilio de agulhas tem se tornado uma
das técnicas mais adotadas para o isolamento de foliculos pré-antrais secundarios em
camundongas (CORTVRINDT et al. 1996), ratas (DANIEL et al., 1989), gatas
(JEWGENOW, 1996), ovelhas (TAMILMANI et al., 2005), vacas (GUTIERREZ et al.,
2000), bafalas (SANTOS et al., 2006), cabras (SARAIVA et al., 2010) e mulheres (ABIR et
al., 1999), por ser uma técnica de baixo custo, comparado a0 método ezimatico e que permite
0 adequado isolamento folicular. Esta técnica tem a vantagem de permitir a manutencéo da
estrutura folicular e membrana basal, além de preservar os receptores de superficie e a
interacdo entre os compartimentos foliculares (teca-granulosa-o6cito) ap6s o isolamento
(KURVILA, 2007).

2.5.2 Sistemas de cultivo

O desenvolvimento de um sistema in vitro que suporte o crescimento de foliculos
pré-antrais nas espécies domésticas é ambicioso, pois o desenvolvimento folicular nesta
espécie ocorre em um periodo mais longo comparando aos animais de laboratorio e por isso,
os foliculos pré-antrais precisam crescer mais até tornarem-se pré-ovulatérios. Enquanto um
foliculo de camundonga é necessario crescer em torno de 400 pum in vitro, um foliculo pré-
antral bovino necessita crescer aproximadamente 8 mm (TELFER et al., 2000).

Diferentes sistemas de cultivo vém sendo utilizados para o teste de diferentes
substancias, visando a manutencdo da viabilidade folicular, bem como o estimulo ao
crescimento de foliculos pré-antrais in vitro (ROSSETTO et al., 2011). Dentre os métodos de
cultivo comumente utilizados, podemos destacar o cultivo do ovario inteiro, de fragmentos do
cortex ovariano (cultivo in situ) e de foliculos isolados, sendo este Gltimo realizado nas
formas bidimensional, onde o foliculo é cultivado sobre o substrato ou na forma
tridimensional, na qual o foliculo é internalizado no substrato (DEMEESTERE et al., 2002;
PANGAS et al., 2003; BASSO et al., 2007; FIGUEIREDO et al., 2008).Neste sentido, a

aplicacdo de sistemas in vitro utilizando estes foliculos isolados tém sido possivel, o que
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permite 0 monitoramento diario do crescimento, bem como a anélise do efeito de hormonios e
fatores de crescimento sobre cada categoria folicular (ABIR et al., 2001).

Um notavel progresso tem sido observado no cultivo in vitro de foliculos pré-
antrais em diferentes espécies animais. Os resultados mais satisfatorios foram obtidos a partir
de estudos in vitro com o cultivo de foliculos pré-antrais de camundongas, 0s quais
demonstraram que é possivel a obtencdo de crias vivas a partir de oocitos oriundos de
foliculos cultivados in vitro (O’BRIEN; PENDOLA; EPPIG, 2003; HASEGAWA et al.,
2006). J4 em animais de producdo, como caprinos (SARAIVA et al., 2010; MAGALHAES et
al., 2011), ovinos (ARUNAKUMARI; SHANMUGASUNDARAM; RAOQO, 2010), bubalinos
(GUPTA et al., 2008) e suinos (HIRAO et al., 1994; WU; EMERY; CARRELL, 2001), o
cultivo in vitro de foliculos secundarios resultou na producdo de odcitos maturos, 0s quais
foram fecundados in vitro gerando embrifes. Contudo, a quantidade de embrides produzidos a
partir de odcitos provenientes de foliculos pré-antrais crescidos in vitro ainda é limitado
nestas espécies. Em bovinos, o cultivo de foliculos pré-antrais ndo tém obtido sucesso no que
se refere a produzir odcitos meioticamente competentes (TELFER, 1996), tendo-se alcancado
apenas a formacdo de antro apds o cultivo in vitro de foliculos secundarios (GUTIERREZ et
al., 2000; ITOH et al., 2002, McCLAUGHLIN et al., 2010). A producéo de embrides obtida
apos cultivo de foliculos pré-antrais de bufalas em detrimento dos principais resultados
obtidos na espécie bovina, limitados apenas a formacgdodo antro, deixa clara a grande
necessidade de se aperfeicoar os sistemas de cultivo adotados

O presente desafio é determinar condi¢bes de cultivo apropriadas para dar suporte a
transicdo de foliculos primarios para secundarios in vitro, visto que esta fase apresenta alta
sensibilidade a degeneracdo em virtude da alta atividade biossintética e consumo de
nutrientes, sendo a composi¢do do meio um importante fator para a obtencdo de sucesso
durante o cultivo in vitro de foliculos pré-antrais (WANDJI et al., 1997). Nestes sistemas de
cultivo, a adicédo de fatores de crescimento, e hormoénios como por exemplo, a ativina-A e 0

FSH sdo de grande importancia para o sucesso do desenvolvimento folicular in vitro.

2.6 Ativina-A

A ativina é um dos membros pertencentes a familia de fatores de crescimento
transformante - B (TGF-B) e tem sido descrita como molécula chave que controla o
desenvolvimento folicular (KNIGHT & GLISTER, 2006). As ativinas sdo glicoproteinas

diméricas compostas de duas subunidades B de inibina, A ou B, e existem como homo ou
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heterodimeros. Assim, existem trés isoformas de ativina: A, AB e B, em que a ativina A é a
isoforma predominante no ovario (PENG & MUKAI, 2000).) A inibina € o antagonista
funcional da ativina, o qual consiste em um heterodimero de uma unica subunidade o com
qualquer uma das duas subunidades f compartilhadas para formar inibina A (afA) ou inibina
B (afB) (KRETSER ¢ ROBERTSON, 1989). Assim, ativina e inibina sdo estruturalmente
relacionadas e, alem disso, compartilham uma via de sinalizagdo em comum. Desta forma, a
inibina antagoniza a agdo de ativina por competi¢cao pelas subunidades 3 ou pela ligagao com
receptores de ativina tipo 1l (MATHEWS e VALE, 1991). Um co-receptor, B-glycan, é o
mediador desta Ultima acdo (BERNARD et al., 2001; LEWIS et al., 2000).

As ativinas possuem um importante papel autdcrino/paracrino  no
desenvolvimento folicular, controlando o crescimento e a diferenciacdo dos foliculos
(FINDLAY, 1993; MATHER et al., 1997). Em ovarios de cabra, tanto o RNAmM como a
proteina para os receptores de ativina foram demonstrados em todas as fases foliculares
(SILVA et al., 2004). McLAUGHLIN et al., (2010) evidenciaram que a ativina-A esta
associada com a proliferacdo de células somaticas, formacdo de cavidade antral e manutencao
da morfologia de odcitos de foliculos pré-antrais bovinos cultivados in vitro. Em primatas, a
ativina-A regula a esteroidogénese nas células da granulosa (ALAK et al., 1998).

Durante o cultivo in vitro de foliculos pré-antrais de camundongas, a adi¢do de
ativina ao meio de cultivo propiciou a manutencdo de altas taxas (92%) de sobrevivéncia
folicular (OLA et al., 2008) e, quando foi adicionada no cultivo tridimensional, resultou em
melhores condicBes para o crescimento e sobrevivéncia folicular in vitro (OKTEM &
OKTAY, 2007). Sabe-se, no entanto, que durante o desenvolvimento folicular, os efeitos da
ativina podem ser limitados pelo excesso da producdo de inibina (NEWTON et al., 2002).

A atuacdo bioldgica das ativinas ocorre através de dois tipos de receptores,
caracterizados como serina/treonina quinase, designados tipo | e tipo Il. Cada um apresenta
duas isoformas, originando 0s receptores para ativina tipo 1A (ActR-I1A), IB (ActR-1B), IIA
(ActR-11A) e 1IB (ActR-11B) (PANGAS & WOODRUFF, 2000). Apds a ligacéo do ligante, o
receptor do tipo 1l fosforila o receptor do tipo | em mdltiplos residuos de serina e treonina.
Durante este processo, os receptores do tipo | fosforilam proteinas efetoras, chamadas
SMADs 2 e 3, as quais associam-se com a co-SMAD 4, formando um complexo que é
translocado para o ndcleo, onde ligam-se ao DNA e recrutam co-fatores transcricionais. Outra
importante proteina regulatéria ¢ a SMAD 7, a qual exerce um efeito inibitorio ao se ligar
diretamente a receptores do tipo I, impedindo, assim, a sua interacdo com as SMADs 2 e 3 e,
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portanto, bloqueando esta via de sinalizacdo (ETHIER e FINDLAY, 2001; MASSAGUE e
CHEN, 2000; HELDIN et al., 1997) (Figura 4).

Os receptores de ativina dos tipos A e B ja foram demonstrados em foliculos pré-
antrais de bovinos (HULSHOF et al., 1997) e suinos (Van den HURK e VAN DE PAVERT,
2001). Em ovérios de cabra, tanto o RNAmM como a proteina para os receptores de ativina
foram demonstrados em todas as fases foliculares (SILVA et al., 2004). Ademais, 0 RNAm
para ativina-A em foliculos pré-antrais de suinos foi demonstrado por hibridizagdo in situ
(Van den HURK e VAN DE PAVERT, 2001).

Durante o cultivo in vitro, a ativina-A promoveu a proliferacdo de células da
granulosa isoladas de foliculos pré-antrais e antrais iniciais em ovérios de ratas (MIRO e
HILLIER, 1996). Estudos com bovinos relataram que ativina-A suportou o crescimento de
foliculos primérios e secundarios (HULSHOF et al., 1997). Quando testada em foliculos
primordiais e primarios de cabra, a ativina-A estimulou a ativagdo, crescimento e aumentou a
percentagem de foliculos saudaveis (SILVA et al., 2006).

Van den Hurk & Van de Pavert (2001), demonstraram que as células da granulosa
e da teca funcionam como principais locais de sintese de ativina, enquanto o odcito e as
células da granulosa sdo os principais sitios de ligacdo. Esses achados indicam um papel tanto
autocrino como paracrino da ativina sobre as células foliculares em suinos. Este fator de
crescimento ainda atua na regulacdo do receptor de FSH, expressdao de aromatase FSH-
induzida e diminuicdo da producédo de androgenos por células da teca (KNIGHT e GLISTER,
2006). A ativina também regula a esteroidogénese ovariana em primatas (ALAK et al., 1998)
e a expressdo de genes para receptor de estrogeno (ERa e ERB) em ovarios de ratas (KIPP et
al., 2007).

Os efeitos intra-ovarianos de ativina-A também incluem a promocao da maturagao
meidtica de odcitos em roedores (SADATSUKI et al., 1993), primatas (ALAK et al., 1996) e
humanos (ALAK et al., 1998) e o desenvolvimento de odcitos competentes em bovinos
(SILVA e KNIGHT, 1998). Além disso, ativina-A reduz a luteinizagdo de células da
granulosa luteinizadas humanas envolvidas na formagéo luteal e esses efeitos sdo opostos aos

da gonadotrofina coridnica humana (MYERS et al., 2008).



38

ativina-A

ActRITA ou ActRIIB

Nucleo

Figura 4. Receptores e via de sinalizacdo da ativina-A. (Adaptado de : YARON SHAV-TA et al., 2001)

2.7 Hormonio Foliculo Estimulante (FSH)

O FSH € um hormonio chave no controle do desenvolvimento folicular na fase
antral, estimulando a emergéncia das ondas foliculares, sendo o seu declinio associado com a
selecdo de um foliculo dominante o qual se desenvolvera e passara a ser dependente de LH.
Com isso, os foliculos séo considerados dependentes de FSH até a ocorréncia da dominancia,
apos esta etapa eles se tornam dependentes de LH (FORTUNE et al., 2001). No entanto, o
papel das gonadotrofinas no controle do desenvolvimento folicular pré-antral é controverso,
uma vez que os foliculos pré-antrais e antrais iniciais possuem RNAm para receptores de FSH
nas células da granulosa, mas sdo relativamente independentes de gonadotrofinas durante seu
periodo de crescimento inicial, aumentando em tamanho na auséncia ou presenca de baixas
concentracdes de FSH e LH (Van den HURK e ZHAO, 2005). Por outro lado, receptores de
FSH (R-FSH) podem ser detectados em foliculos primarios e secundarios (bovinos: WANDJI
et al., 1992, caprinos: SARAIVA et al., 2010) e a estimulacdo do desenvolvimento folicular
pré-antral pode ser alcancada pela adicdo de FSH ao meio de cultivo, demonstrando que nesta

fase é responsiva a este hormonio, uma vez que a ativacéo e o crescimento de foliculos pré-
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antrais caprinos foram observados ap6s adi¢do de FSH ao meio de cultivo in vitro (MATOS
et al., 2007).

O FSH parece estar envolvido na proliferacdo e diferenciacdo das células da
granulosa in vitro. Aparentemente, niveis basais de FSH sdo necessarios para o
desenvolvimento de pequenos foliculos (Van den HURK et al., 1997). Além disso, alguns
estudos in vitro demonstraram que a adi¢cdo de FSH ao meio de cultivo promoveu a inibigéo
de apoptose e a formacdo de antro em grandes foliculos secundarios isolados de diferentes
espécies (murina: McGEE et al., 1997; humana: WRIGHT et al., 1999; ovina: CECCONI et
al., 1999; bovina: GUTIERREZ et al., 2000; suina: MAO et al., 2002). Contrariamente aos
efeitos benéficos do FSH no desenvolvimento folicular in vitro, NUTTINCK et al., (1996)
mostraram que o FSH porcino (FSHp) induz a degeneracdo em pequenos foliculos pré-antrais
bovinos. Nesta mesma espécie, durante cultivo de pequenos foliculos pré-antrais (30-70 um),
0 FSH promoveu um aumento do didmetro folicular (HULSHOF et al., 1995).

O controle da liberagdo de FSH é feito por inibina e estrogenos que atuam
diretamente na hipofise anterior (ROCHE, 1996). O mecanismo de ac¢do das gonadotrofinas
nas suas células-alvo ocorre através de receptores especificos na superficie celular. O FSH
atua nas células da granulosa e o LH possui receptores nas células da granulosa, células da
teca e, ainda, no corpo luteo.

Por outro lado, estudos tém mostrado que o sucesso de sistemas de cultivo in vitro
na presenca de FSH é influenciado por fatores, como a origem desta gonadotrofina
(MAGALHAES et al., 2009) e o cultivo em meio sequencial (SERAFIM et al., 2010).

O FSH atua se ligando a receptores localizados exclusivamente nas génadas. Este
receptor é do tipo acoplado a proteina G, que € dividido em trés dominios: um extracelular,
um transmembranario, composto por 7 hélices hidrofébicas que ancoram o receptor no
plasmalema, e um dominio intramembranario (GUDERMANN et al., 1995). O dominio
intracelular do receptor do FSH (C-terminal) é acoplado a uma proteina G e, ap0s a ativacdo
do receptor pela interacdo hormonal com o dominio extracelular (N-terminal), inicia-se uma
cascata de eventos que culmina com efeitos bioldgicos especificos da gonadotrofina (SIMONI
etal., 1997).

Diferentemente do estdgio pré-antral, o desenvolvimento folicular antral é
criticamente dependente do suporte das gonadotrofinas. Embora pelo menos 80% dos o00citos
bovinos coletados de foliculos antrais sofram maturagdo nuclear espontaneamente em cultivo,
sdo adicionadas gonadotrofinas ao meio de maturacdo (CALDER et al., 2003). O FSH é

adicionado para induzir maturacdo citoplasmatica, expansdo do cumulus e assim melhorar a
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eficiéncia do processo de maturacdo, mediando a producdo de fatores pelas células somaticas
que circundam o odcito (GILCHRIST et al., 2004; SIRARD et al., 2007)

2.8 Técnicas para avaliacdo da eficiéncia do cultivo in vitro de foliculos pré-antrais

A otimizagdo da exploragdo do potencial reprodutivo das fémeas requer uma
compreensdo mais ampla dos mecanismos que controlam o crescimento e o desenvolvimento
folicular apds um determinado periodo de cultivo in vitro. Além disso, uma avaliagcdo precisa
da eficiéncia do cultivo in vitro permite 0 monitoramento das alteragdes 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 Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) em tempo real,
Microscopia de Fluorescéncia e Microscopia Eletrénica de Transmissdo, poderdo ser Uteis na
elucidagdo da fisiologia ovariana de mamiferos e, consequentemente, na otimizacdo da

eficiéncia reprodutiva destes animais.

2.8.1 Reacao em Cadeia da Polimerase (PCR) em tempo real

A PCR em tempo real combina amplificacdo e quantificagdo em uma mesma
etapa. Isso foi alcancado utilizando-se uma variedade de produtos quimicos fluorescentes que
correlacionam a concentracdo do produto da PCR com a intensidade da fluorescéncia
(HIGUCHI et al., 1993). Esta é uma técnica util para a amplificacdo 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 reacdo, utiliza-se da enzima Tag-
DNA polimerase extraida da bactéria termoestavel Thermus aquaticus, sendo realizada em
um termociclador. Além da enzima Tag - DNA polimerase, os constituintes desta reacdo sao o
DNA molde, os iniciadores (primers), os desoxirribonucleotideos trifosfatados (AATP, dTTP,
dCTP, dGTP), cloreto de magnésio (MgCl,) e um tampao.

A analise da expressdo génica tem adquirido importancia em muitos campos de
pesquisa bioldgica. O conhecimento acerca dos padrdes de expressdo de genes deve fornecer
um melhor entendimento dos complexos sistemas regulatérios e ira, provavelmente, levar a
identificacdo de genes relevantes para novos processos bioldgicos. Além disso, muitos

eventos que ocorrem nas células dos foliculos ovarianos, tais como sobrevivéncia,
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crescimento e diferenciacdo sdo mediados a partir da alteracdo dos padrbes de expressao
génica. Contudo, a possibilidade de se quantificar os niveis de transcricdo de genes
especificos é de fundamental importancia para qualquer investigacdo das funcgdes foliculares
(ZAMORANO et al., 1997).

2.8.2 Microscopia de fluorescéncia

A Microscopia de Fluorescéncia € uma técnica utilizada na analise de viabilidade
folicular ap6s 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
guando excitados com radiacdo de baixo comprimento de onda, absorvem energia e emitem
luz de comprimento de onda maior (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2005). E considerada uma
técnica confidvel, 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 analise de viabilidade de foliculos pré-antrais ou o6citos por fluorescéncia,
0s marcadores comumente utilizados sdo o etidio homodimero-1 e calceina-AM, que
permitem a deteccdo simulténea de células mortas (etidio homodimero-1) e vivas (calceina-
AM). O etidio homodimero-1 marca acidos nucléicos em células ndo viaveis, indicando a
perda da integridade da membrana plasmatica celular (LOPES et al., 2009), enquanto a
atividade enzimatica (esterases) no citoplasma é detectada nas células foliculares através do
composto calceina-AM (SCHOTANUS et al., 1997; Van den HURK et al., 1998), que é
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 ja
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 odcitos oriundos de
foliculos pré-antrais, indicando assim o estagio meiotico alcancado apos terem sido cultivados
e maturados in vitro (SARAIVA et al., 2010).
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2.8.3 Microscopia eletronica de transmissao (MET)

A microscopia eletrénica de transmissao (MET) é considerada uma boa técnica
para avaliacdo das membranas celulares e das mudancas 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 é capaz de identificar alteracfes ocorridas durante o cultivo in vitro que ndo foram
visiveis durante a analise morfoldgica, utilizando-se microscopio 6ptico. Isso porque o
emprego da MET permite uma maior ampliagcdo do material estudado e melhor visualizagdo
dos elementos celulares. Um microscopio eletrénico de transmissdo pode chegar até um
aumento de 180.000 vezes, com um limite de resolucdo 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
apo6s o cultivo in vitro de foliculos pré-antrais caprinos e ap6s cinco dias de cultivo,
evidenciou-se uma elevada percentagem de foliculos histologicamente normais. No entanto,
o0s estudos ultraestruturais ndo confirmaram a manutencao da integridade morfologica desses
foliculos. J& 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).
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3 JUSTIFICATIVA

O Brasil detém o segundo maior efetivo bovino do mundo, em torno de 190
milhGes de animais, sendo que a producdo de carne bovina representa cerca de 1,8% do PIB
nacional. Nesse contexto, o desenvolvimento de biotécnicas da reproducdo surge como
importante alternativa para o aumento da eficiéncia produtiva e reprodutiva em bovinos.
Dentre as biotécnicas utilizadas com esta finalidade destaca-se a coleta de odcitos a partir da
puncao folicular guiada por ultra-som (ovum pick up - OPU) associada a técnica de producéo
in vitro de embrides, as quais tém sido utilizadas como instrumento importante para diminuir
o0 intervalo entre geracGes e acelerar o melhoramento genético animal. Entretanto, estas
biotécnicas exploram apenas a populacdo de foliculos antrais, que correspondem apenas a
10% da populacdo folicular ovariana. Isto de fato, reduz o aproveitamento do potencial
reprodutivo das fémeas e deixa muito clara a necessidade de se elucidar os complexos
mecanismos que regulam a foliculogénese em sua fase inicial, ou pré-antral.

Nesse sentido, a biotécnica de Manipulacdo de Odcitos Inclusos em Foliculos
Ovarianos Pré-Antrais (MOIFOPA) vem sendo empregada com o intuito de recuperar um
grande numero de odcitos inclusos nos foliculos pré-antrais e posteriormente cultiva-los in
vitro até sua completa maturacdo, e é considerada uma ferramenta importante para estudar a
foliculogénese, testando e avaliando o efeito de diferentes substancias (gonadotrofinas, fatores
intra-ovarianos) no cultivo in vitro. Além disso, tal biotécnica é uma alternativa para o
fornecimento de milhares de odcitos viaveis inclusos em foliculos ovarianos pré-antrais, para
as biotécnicas de fecundacdo in vitro (FIV) e clonagem (Telfer, 1996), contribuindo assim
para a producéo in vitro de embrides em larga escala. A utilizacdo desta técnica ja possibilitou
o nascimento de crias saudaveis em roedores (O’BRIEN et al., 2003) bem como embriGes em
ovinos (ARUNAKUMARI et al., 2010), caprinos (SARAIVA et al., 2010; MAGALHAES et
al., 2011) e bufalas (GUPTA et al., 2008), mas em bovinos os resultados séo limitados apenas
a formacéo de antro (ITOH et al., 2002)

O principal fator que limita o rendimento desta técnica é a falta de conhecimento
acerca dos mecanismos que controlam a folicugénese inicial tanto in vivo como in vitro, o que
dificulta o estabelecimento de meios de cultivo que suportem a foliculogénese inicial in vitro.
Na busca pelo sistema ideal de cultivo de foliculos pré-antrais, diversas substancias e fatores
intra-ovarianos ja foram testados in vitro, sendo ainda avaliada a expressdo de diversas
substancias e de seus respectivos receptores no ovario. Entretanto, ainda ndo foi relatada a

acdo do FSH e da ativina-A, isolados ou em associacdo, no desenvolvimento in vitro de
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foliculos pré-antrais bovinos (~0,2mm) em cultivo de longa duracéo (18 dias). Sabendo que 0
que o FSH é indispensavel para o desenvolvimento de foliculos antrais e seu papel sobre a
foliculogénese inicial ainda ndo estd bem elucidado (FORTUNE, 2003), é de grande
importancia a avaliacdo do efeito deste horménio associado ou ndo com a ativina-A. A
realizacdo deste estudo podera contribuir para uma melhor compreensdo dos diversos
componentes implicados na foliculogénese, tais como crescimento folicular e formagéo de
antro, bem como no processo de atresia folicular em bovinos. Além disso, a avaliacdo dos
niveis de RNA para FSH-R, PCNA, ActR- IB, ActR- IIB, bem como as isoenzimas HAS
1/2/3, podem contribuir para se entender como FSH e / ou ativina-A estimulam o

desenvolvimento folicular na espécie bovina.
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4 HIPOTESES

1) A adicéo de ativina-A e FSH ao meio de cultivo, influenciam positivamente o crescimento,
mantém a viabilidade e a integridade ultraestrutural de foliculos preé-antrais bovinos

cultivados in vitro.

2) Ocorre um aumento dos niveis de RNA mensageiros para o receptor de FSH (FSH-R),
receptores de ativina do tipo IB (ActR - IB) e 1IB (ActR — 1IB), bem como para o antigeno
nuclear de proliferacdo celular (PCNA) durante o crescimento in vitro de foliculos pré-antrais

bovinos em meio contendo ativina-A e FSH.

3) A adicéo de ativina-A e FSH ao meio de cultivo promove um aumento da expressdao de
RNAs mensageiros para as isoenzimas HAS 1/2/3 e estimulam a formacdo de cavidade antral

em foliculos pré-antrais cultivados in vitro.
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5 OBJETIVOS

5.1 OBJETIVOS GERAIS

- Avaliar a capacidade do FSH e da ativina-A de promover o crescimento, a formagdo de

antro e manter a viabilidade de foliculos pré-antrais bovinos cultivados in vitro.

- Investigar o efeito do FSH e da ativina-A sobre a expressdo de RNA mensageiro para o
receptor de FSH (FSH-R), receptores de ativina do tipo IB (ActR-IB) e 1IB (ActR-1IB), para
as isoenzimas HAS 1/2/3, bem como para o antigeno nuclear de proliferagdo celular (PCNA)

apos o cultivo in vitro de foliculos pré-antrais.

5.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Avaliar o efeito da interacdo da ativina-A e do FSH sobre o perfil de expressdo do RNA
mensageiro para FSH-R, PCNA, ActR-IB, ActR-IIB, bem como para as isoenzimas HAS

1/2/3 em foliculo ovariano bovinos cultivado in vitro por 18 dias.

- Identificar os efeitos da ativina-A, do FSH ou da associagdo de ambos sobre a viabilidade,
formacdo de antro e manutencdo da ultraestrutura de foliculos pré-antrais bovinos, durante 18

dias de cultivo in vitro;
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RESUMO

O objetivo deste estudo foi o de avaliar o efeito do FSH sozinho ou em combinacdo com a
ativina-A na sobrevivéncia, crescimento e expressdo de RNAm para ActR-1B, ActR-IIB,
FSH-R, PCNA e HAS1/2/3 em foliculos secundarios bovinos cultivados in vitro por 18 dias.
Foliculos pré-antrais (~0,2mm) foram isolados do cértex de ovérios bovinos e cultivados
individualmente na auséncia (o-MEM™:controle) ou a presenca de ativina-A sozinha na
concentracdo de (100ng/mL); FSH sozinho em concentracfes seriadas ao longo de todo o
periodo de cultivo - 50ng/mL (do dia 0 ao dia 6), 100 ng/mL (do dia 7 ao dia 12), e 200ng/mL
(do dia 13 ao dia 18) ou em associagdo com a ativina-A (100ng/mL). O desenvolvimento
folicular foi avaliado com base na sobrevivéncia, formacdo de cavidade antral e diametro
folicular. Foliculos cultivados foram processados para avaliacao ultra-estrutural. Apés 6 dias
de cultivo, em todos os tratamentos, houve aumento significativo no didmetro folicular em
comparagdo com o-MEM+. Uma comparacao entre os diferentes tratamentos apds 12 dias de
cultivo mostrou que o uso de ativina-A sozinha ndo promove aumento no diametro folicular,
guando comparado com FSH sozinho e ativina-A em associa¢do ao FSH (p> 0,05). Apos 18
dias de cultivo in vitro, foliculos cultivados com FSH apresentaram aumento no diametro em
comparagdo aos demais tratamentos (p<0,05). Por outro lado, quando combinado ativina-A e
FSH foi observada a inibicdo do crescimento folicular promovido pelo FSH. A anélise ultra-
estrutural confirmou a integridade dos foliculos cultivados em FSH apds 18 dias de cultivo.
Foliculos cultivados na presenca de ativina-A associada ao FSH, reduziram significativamente
(p <0,05) os niveis de RNAm para ActR-IB, ActR-IIB, FSH-R e PCNA. Além disso, em
foliculos cultivados com FSH sozinho, os niveis de RNAm para HAS1e HAS 2 foram
significativamente maiores  (p<0,05) que em foliculos cultivados  com ativina-A em
associacdo ao FSH. Ademais, o nivel de expressdodo RNAm para HAS-3 nédo diferiu
(p>0,05) entre os tratamentos. Em conclusdo, a ativina-A éimportante para o0
desenvolvimento folicular inicial (até 6 dias), mas reduz o efeito estimulatério do FSH
em foliculos pré-antrais bovinos ap6s 18 dias de cultivo in vitro. Nossos resultados apontam
gue o FSHé um fator chave para a sobrevivénciae crescimento de foliculos pré-antrais
cultivados in vitro por um longo periodo (18 dias). Além disso, ativina-A em associacdo
ao FSH reduz os niveis de RNAm para o receptor de ativina do tipo IB (ActR-1B), tipo I1I-B
(ActR-11B), FSH-R  ePCNA, ap6s 18diasin  vitro.Em  adicdo, foliculos
cultivados com FSH sozinho, apresentaram niveis de expressao de RNAm para HAS-1
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e HAS-2 maiores que em foliculos cultivados em meio suplementado pela associacdo de
ativina-A e FSH.

Palavras-chave: ovario, bovino, foliculo, cultivo, ativina-A, FSH.



50

Effect of activin-A and follicle stimulating hormone (FSH) on in vitro development of
bovine preantral follicles
Anderson Weiny B. Silva®, Francisco Taid Gomes Bezerra®, José Jackson do Nascimento
Costa?, Rodrigo Otavio Decaria de Sales Rossit, Maria Juliane Passos?, Gisvani Lopes de
Vasconcelos?, Rafael Rossetto?, Mariana A. M. Donato3, Deborah de Melo Magalhées
Padilha?, Claudio Cabral Campello?, Marcia V. A. Saraivat, José R. de Figueiredo?, Cristina
A. Peixoto® José R. V. Silva'

'Biotechnology Nucleus of Sobral - NUBIS, Federal University of Ceara, Sobral, CE, Brazil.
2Faculty of Veterinary Medicine, Laboratory of Manipulation of Oocytes and Preantral
Follicles - LAMOFOPA, State University of Ceara, Fortaleza, CE, Brazil.
¥ Laboratory of Ultrastructure, CPgAM/FIOCRUZ, Federal University of
Pernambuco, Recife-PE, Brazil.

Corresponding address (A.W.B. Silva): Biotechnology Nucleus of Sobral - NUBIS, Federal
University of Ceara, Av. Comandante Maurocélio Rocha Ponte 100, CEP 62041-040, Sobral,
CE, Brazil. Phone / Fax: +55 88 36118000 [andersonweiny@hotmail.com]

Abstract

The aim of this study was to evaluate the effect of FSH alone or in combination
with activin-A on survival, growth and expression of mRNA for FSH-R, PCNA, ActR- IB,
ActR- 1I1B and HAS1/2/3 in bovine secondary follicles cultured in vitro for 18 days. Preantral
follicles (~0,2mm) were isolated from the cortex from bovine ovaries and individually
cultured for 18 d in absence (a-MEM™ : control) or presence of activin-A alone (100ng/mL);
FSH alone in increased concentrations throughout the culture period - 50 ng/mL (from day 0
to day 6), 100 ng/mL (from day 7 to day 12) and 200 ng/mL (from day 13 to day 18) or in
association with activin-A (100ng/mL). Follicle development was evaluated on the basis of
survival, antral cavity formation, diameter follicle. Cultured follicles were processed for
ultrastructural evaluation. After 6 days of culture, all treatments showed significant increase
in follicular diameter compared to a-MEM®*. A comparison of the different treatments after 12
days of culture showed that the use of activin-A alone does not promote increase in follicular
diameter when compared with FSH alone and activin-A in association with FSH (P>0.05).

After 18 days, follicles cultured with FSH showed a significant increase in diameter compared
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to the other treatments (P<0.05). On the other hand, when combined activin-A and FSH was
observed inhibited the growth promoted by FSH. Ultrastructural analysis confirmed the
integrity of follicles cultured in FSH after 18 days. Follicles cultured in the presence of
activin-A in association with FSH significantly reduced (P<0.05) levels of mRNA for ActR-
IB, ActR-11B, FSH-R and PCNA. Moreover, in follicles cultured with FSH alone, levels of
mRNA for HAS 1 and HAS 2 were significantly higher (P<0.05) that in follicles cultured
with activin-A in association with FSH. In addition, the level of mRNA expression for HAS-3
did not differ (P> 0.05) between treatments. In conclusion, activin-A is important for early
follicular development (up to 6 days), but reduces the stimulatory effect of FSH on bovine
preantral follicles after 18 days of culture in vitro. Our results also indicate that FSH is a key
factor for survival and growth of bovine preantral follicles cultured in vitro for a long period
(18 days). Moreover, activin-A in combination with FSH reduce the levels of mRNA for
activin receptor type IB (ActR-IB), type I1-B (ActR-1I1B), FSH-R and PCNA after 18 days in
vitro. In addition, follicles cultured with FSH alone levels of mRNA for HAS-1 and HAS-2
were higher than in follicles cultured in medium supplemented by the association of activin-A
and FSH.

Introduction

The gonadotropins are the primary regulators of ovarian follicular growth, but it
has become increasingly apparent that locally produced factors are involved in modulating the
response of the developing follicle to FSH. The ultimate fate of a follicle is dependent,
therefore, on the interaction of a complex array of extra- and intraovarian signals. In order, to
maximize the utilization of female gametes, several in vitro culture techniques for preantral
follicles have been developed to evaluate the role of hormones and growth factors in vitro.

The growth factor known as Activin is dimeric glycoprotein, member of
transforming growth factor-p (TGF-B) superfamily, composed of two 3 subunits of inhibin A
or B, and exist as homo- or heterodimers. The dimerisation of activin subunits gives rise to
three forms of activin, which are classified as, activin-A (BA - BA), activin-B (BB - fB) and
activin-AB (BA - BB) (PANGAS & WOODRUFF, 2000). Activin receptors are structurally
related membrane proteins and two main types, | (ActR- IA ; ActR- IB) and Il (ActR- IIA;
ActR- 1IB) activin receptors have been identified which consist of an extracellular ligand-
binding domain, a transmembrane domain, and an intracellular domain containing a
serine/threonine kinase region (MATHEWS and VALE, 1993).
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In vitro, activin-A promoted ovine preantral follicle and oocyte growth, but did
not accelerate follicle differentiation over a six-day culture period (THOMAS et al., 2003). In
rats, activin-A in the presence of FSH, induced reorganization of follicular structures from
monolayer culture of cells and caused cells from primary follicles to develop into large
follicle-like structures. In addition, stimulated the growth of rat preantral follicles and
promoted antrum formation after 6 days of culture (LI et al., 1995) and plays an important
role in early follicular development (ZHAO et al., 2001). Activin-A stimulated granulosa cell
proliferation after culture of the preantral follicles isolated from cryopreserved mouse ovaries
(CHOI et al., 2008). Recently, McLaughlin et al. (2010) showed that addition of activin on
the in vitro culture maintained the morphology and integrity of oocytes retrieved from bovine
isolated secondary follicles after 8 days. Activin has also stimulated antral cavity formation
and proliferation of granulosa cells in vitro (ZHAO et al., 2001). In addition, studies have
confirmed that activin has ability of upregulating FSH receptors (R-FSH) (NAKAMURA et
al., 1993), and in turn, FSH and its recepor play an important role in follicular development
and regulation of ovarian steroidogenesis, especially in antral stage (RICHARDS, 1980,
HSUEH et al., 1989). Although the development of preantral follicles is FSH independent,
the expression of FSH-R in granulosa cells of primary, secondary and antral follicles was
identified in cattle, reinforcing the idea of the action of FSH on the growth of preantral
follicles (WANDJI et al. , 1992).

El-Hefnawy and Zeleznik (2001) demonstrated that activin interacts positively
with FSH in granulosa cells by increasing levels of mMRNA for the FSH receptor, as well as
cyclin D2 and proliferating cell nuclear antigen (PCNA), which play an important role in cell
cycle progression. In cattle, Hulshof et al. (1997) found that the addition of activin in
association with FSH in the culture medium increased follicular growth and proliferation of
granulosa cells. In addition, activin-A also acts synergistically with GnRH and resulted in an
increased transcriptional activity of the B subunit of FSH (GREGORY et al., 2005). Despite
advances, the exact cellular mechanisms that coordinate the actions of activin in gonadal cells,
as well as the kinetics of expression of key factors in follicular development, are not yet fully
elucidated. However, little is known about the in vitro effects of activin-A in combination or
not with FSH on the development of isolated bovine secondary follicles after a long time of
culture (18 days) and on the expression of FSH-R, ActR-IB, ActR-11B, PCNA, HAS 1/2/3

after culture.
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Therefore, the aim of this study was to evaluate the effect of FSH alone or in
combination with activin-A on survival, growth and expression of mRNA for FSH-R, PCNA,
ActR- 1B, ActR- 1IB and HAS1/2/3 in bovine secondary follicles cultured in vitro for 18 days.

Materials and Methods

Source of chemicals and ovaries

Unless indicated otherwise, culture media and other chemicals used in this study
were purchased from Sigma Chemical Co. (St Louis, MO, USA). Bovine ovaries (n=40) from
locally abattoir-slaughtered cows (n=20) were collected. Immediately post-mortem, ovaries
were washed in 70% alcohol, followed by two rinses in minimum essential medium (MEM)
supplemented with 100ugmL penicillin and 100 pgmL streptomycin. Ovaries were
transported within 1 h to the laboratory in MEM at 4°C (CHAVES et al., 2008). In the
laboratory, under laminar flow conditions surrounding, fat tissue and ligaments were stripped

from the ovaries.

Isolation and selection of bovine preantral follicles

In laboratory, ovarian cortical slices (1-2 mm in diameter) were cut from the
ovarian surface using a surgical blade under sterile conditions. The ovarian cortex was
subsequently placed in fragmentation medium, consisting of MEM supplemented with
100pgmL penicillin and 100pg/mL streptomycin. Preantral follicles (~0,2 mm) were then
visualized under a stereo-microscope (SMZ 645 Nikon, Tokyo, Japan) and manually
microdissected, using 26 gauge (26G) needles, attached to 1mL syringes. After isolation,
follicles were transferred to 100uL drops containing fresh medium to evaluate the follicular
quality further. Follicles with a visible oocyte, surrounded by two or more layers of granulosa

cells, an intact basement membrane and without antral cavity were selected for culture.
In-vitro culture of bovine secondary follicles
For in vitro studies, the normal selected follicles were randomized between

treatments and individually cultured in 100ul drops of culture medium in Petri dishes (60x15

mm; Corning, USA) under mineral oil. Control culture medium, called a-MEM®, consisted of
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a-MEM (pH 7.2-7.4) supplemented with 3.0mg/mL bovine serum albumin (BSA), ITS
(10pg/mL insulin, 5.5pg/mL transferrin, Sng/mL selenium), 2mM glutamine, 2mM
hypoxanthine and 50pg/mL ascorbic acid under mineral oil. Preantral follicles obtained from
each animal were cultured in a-MEM™ alone (control medium, n=58) or supplemented with
activin-A (100ng/mL, n=60); sequential FSH (50ng/mL from day O to day 6, 100ng/mL from
day 7 to day 12 and 200ng/mL from day 13 to day 18) (n=50) (Sigma, St. Louis, USA) or
100ng/ml of activin-A associated with sequential FSH (n=61). These concentrations of FSH
and activin-A were those that promoted the highest growth rates in-vitro cultured pre-antral
follicles in previous study (McLAUGHLIN et al., 2010) Incubation was conducted at 39°C,
5% CO; in air for 18 days. Every other day, 60uL of the culture media were replaced with
fresh medium, except at days 6 and 12, in which total medium (100uL) replenishment was
performed because of the different treatments tested. Fresh medium was prepared and

incubated for 1 h prior to use.

Morphological evaluation of follicular development

The ovarian follicles were classified as normal or degenerated, based on their
morphological characteristics. The latter includes irregularities in the contour of the basal
membrane, or the darkening of the oocyte and / or surrounding granulosa cells. On days 0, 2,
4, 6, 8, 10, 12, 14, 16 and 18, the normal follicles were measured using a software Motic
Images Plus 2.0 ML. Two perpendicular measurements were performed. In addition, the
percentages of secondary follicles that reached antrum formation in vitro were determined.
Once a translucent cavity was visible between the granulosa cells, the antrum was considered

to be formed.

Levels of expression of mMRNA for ActR-1B, ActR-11B, FSH-R, PCN, and HAS 1/2/3 in

bovine preantral follicles cultured in vitro.

After 18 days of culture, follicles cultured in different treatmens (o-MEM™: n=

29; activin-A: n=34; FSH: n= 32; activin-A+FSH: n= 29) were stored in microcentrifuge

tubes at —80 °C, until RNA extraction. Four groups of ten in vivo grown follicles of ~0.2 mm
(n=40) and 0.3 mm (n=40) were isolated, stored at -80°C, and used as control.

Total RNA was extracted using the TRIzol® reagent (Invitrogen, S&o Paulo,

Brazil). According to the manufacturer’s instructions, 1 mL of Trizol solution was added to
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each frozen samples and the lysate was aspirated through a 20-gauge needle before
centrifugation at 10,0009 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
30pL RNAse-free water. The RNA concentration was estimated by reading the absorbance at
260nm and was checked for purity at 280 nm in a spectrophotometer (Amersham, Biosciences
Cambridge, England). Before the reverse transcription reaction, samples of RNA were
incubated for 5 min at 70°C and then cooled in ice. The reverse transcription was performed
in a total volume of 20uL. composed of 10uL of sample RNA, 4uL reverse transcriptase
buffer (Invitrogen, Sdo Paulo, Brazil), 8 units RNAsin, 150 units of reverse transcriptase
Superscript 111, 0.036 U random primers, 10 mM DTT and 0.5mM of each dNTP (Invitrogen,
Sdo Paulo, Brazil). The mixture was incubated at 42°C for 1h, subsequently at 80°C for 5
min, and finally stored at -20°C. The negative control was prepared under the same
conditions, but without addition of reverse transcriptase.

Quantification of the mRNA for ActR-1B, ActR-IIB, FSH-R, PCNA, and HAS
1/2/3 was performed by using SYBR Green. Each reaction in real time (20uL) containing
10uL of SYBR Green Master Mix® (Applied Biosystems, Warrington, UK), 7.3uL of ultra
pure water, 1uL of cDNA and 0.85 M of each primer. Real-time PCR was performed in a
thermocycler (Mastercycler® ep Realplex, Eppendorf, Germany). The primers were designed
to perform amplification of mMRNA for FSH-R, PCNA, ActR-IB, ActR-1IB and HAS 1/2/3 are
shown in Table 1. This table also shows Ubiquitin (UBQ) and Glyceraldehyde 3-phosphate
dehydrogenase (GAPDH), which were used as endogenous controls for normalization of gene
expression. The thermal cycling profile for the first round of PCR was: initial denaturation
and activation of the polymerase 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® ep Realplex (Eppendorf, Germany). The
delta-delta-CT method was used to transform CT values into normalized relative expression
levels (LIVAK and SCHMITTGEN, 2001).
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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=10/treatment) were incubated in 100 pL droplets of
MEM containing 4uM calcein-AM and 2uM ethidium homodimer-1 (Molecular Probes,
Invitrogen, Karlsruhe, Germany) at 37°C for 15 min. Afterwards, the follicles were washed
three times in MEM and examined under fluorescence microscope (Eclipse 80i; Nikon). The
emitted fluorescent signals of calcein-AM and ethidium homodimer-1 were collected at
488nm. 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).

Ultrastructural features of bovine preantral follicles

In order to better examine follicular morphology, transmission electron
microscopy (TEM) was performed to analyze ultrastructure of bovine preantral follicles
grown from in vitro treatments that provided the best results. Isolated follicles were fixed in
Karnovsky solution (4% paraformaldehyde and 2.5% glutaraldehyde in 0.1M 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 0.1M sodium cacodylate buffer for 1 h
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 (Epoxy-Embedding Kit, Fluka Chemika-BioChemika).
Afterwards, semi-thin sections (2um) were cut, stained with toluidine blue and analyzed by
light microscopy at a 400x magnification. Ultra-thin sections (70nm) were obtained from
bovine preantral follicles classified as morphologically normal 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.
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Statistical analysis

In the analysis of discrete variables, i.e., number of morphologically normal follicles
(follicular survival) and the formation of the antrum along the culture period, the data were
grouped in "pools" for each treatment and analyzed by frequency spread by Chi-square, and
the results are expressed in percentage. The results corresponding to follicular diameters were
subjected to Shapiro-Wilk test and Bartlett for verification of normal distribution and
homoscedasticity, respectively.Unconfirmed requirements to perform the analysis of variance,
even after data transformation, the diameters were compared using the nonparametric
Kruskal-Wallis test (SAS, 2002).

ANOVA using General Linear Model (GLM) procedure of SAS was used to test the
effect of activin-A and FSH on the relative expression of FSH-R, PCNA, ActR-1B, ActR-1I1B
and HAS 1/2/3 on follicles submitted to culture for 18 days in a-MEM™ alone or cultured
with activin-A alone, FSH alone or in association with activin-A. If an effect of treatment
were significant, data were further examined by Duncan test to locate differences among
treatments. The results were expressed as mean + standard deviation (SD) and differences
were considered significant when P <0.05.

Results

Effects of activin-A and FSH in follicular growth, antrum formation and survival

After 6 days of culture, the follicles cultured in all treatments showed significant
increase in follicular diameter compared to day 0. The follicles cultured in presence of FSH,
activin-A or both had a significant increase in their diameter when compared to o-MEM" that
showed significante lower follicular diameter. After 12 days of culture, contrary to FSH or
both FSH and activin-A, activin-A alone did not stimulated follicular growth. In addition, a
positive interaction between FSH and activin-A was observed neither after 6 days nor after 12
days of culture (Table 2).

After 18 days, the follicles cultured in the presence of FSH showed the highest
diameter when compared to the other treatments (Table 2). On the other hand, activin-A was
similar to a-MEM" (P> 0.05), and when combined with FSH reduced the growth stimulated
by FSH (P<0.05).

The antrum formation was observed in all the treatments after 18 days of culture.

However, no significant difference among treatments was observed. The follicles cultured in
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presence of both activin-A and FSH had a significant increase in the rate of antrum formation
from day 12 (14.58% (7 / 48)) to day 18 of the culture (33.33% (16/48)).

At the end of the culture period, the percentage of surviving follicles ranged from
83.33% for follicles cultured in medium containing both activin-A and FSH to 100% for
follicles cultured in the presence of FSH alone. Follicles cultured with FSH alone had a
survival rate equivalent to activin-A (P>0.05) and both were superior to follicles cultured in
MEM alone or supplemented with both FSH and activin-A (P<0.05) (Table 3). The viability
of the follicles considered morphologically normal was confirmed by staining with calcein-
AM after in vitro culture. In this analysis, it was evident that the oocytes and granulosa cells
were positively stained green, indicating the follicular viability (Figure 1).

Ultrastructural analysis of bovine preantral follicles after 18 days of culture

To better evaluate follicular integrity, we performed ultrastructural analysis of
bovine ovarian follicles cultured for 18 days in a-MEM and in follicles cultured with FSH.
Regarding the ultrastructural features of the follicles evaluated in culture with a-MEM, there
was irregularity in zona pellucida (ZP) and oocyte membrane (Figure 02 - A). Furthermore, it
can be observed the presence Golgi complex (G), nucleus (N), endoplasmic reticulum (Er)
and mitochondria (M) with some swollenness, with no visible cristae. Detachment of
surrounding granulosa cells was observed in follicles cultured in a-MEM (Figura 02-B), but
not in medium supplemented with FSH (Figure 2-D). After treatment with FSH, follicles had
central oocyte, defined zona pellucida (Figure 2-C), and organized granulosa cells. These cells
presented concentric circles of endoplasmic reticulum (Figure 2-D) and augmented number of

mitocondriae with visible cristae and regular cromatin.

Expression of mRNA ActR-IB, ActR-11B, FSH-R, PCNA and HAS 1/2/3 in cultured

follicles

Analysis of steady-state level of mMRNA for activin receptor type I-B (ActR-IB)
and type I1-B (ActR-11B) in follicles cultured in the presence of activin-A in association with
FSH showed the expression profiles significantly reduced (P <0.05) when compared to
follicles cultured in a-MEM (Figure 3A and 3B). Furthermore, it was observed that the same
treatment (ATV-A+FSH) levels of mRNA for FSH-R and PCNA were also reduced (Figure

3C and 3D) when compared to follicles cultured in medium supplemented with activin-A
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alone. Concerning the isoenzymes involved in the antrum formation, it was found that the
follicles cultured in FSH alone, levels of mRNA for HAS-1 and HAS-2 were significantly
higher (P <0.05) than follicles cultured in medium supplemented by the activin-A in
association with FSH (Figure 3E and 3F). Moreover, the level of mMRNA expression for HAS-
3 did not differ (P> 0.05) between treatments (Figure 3G).

Discussion

This study shows for the first time that activin-A in association with FSH did not
stimulate follicles growth after 12 days of culture or inhibits the positive effect of FSH after
18 days. The negative effect of this interaction can be explained by a reduction of the levels
for HAS-1 and HAS-2. However, activin-A stimulates growth of bovine preantral follicles
after six day of culture, but not for longer culture periods. Furthermore, this study
demonstrated the importance of the addition of FSH for development, survival and antrum
formation of bovine secondary follicles cultured in vitro for a long period.

Activin-A stimulated follicular growth during the first six days of culture, but not for
longer period, which indicates that activin-A is important for initial phases of secondary
follicles development, for stimulated granulosa cell proliferation in vitro (CHOI et al., 2008).
In this same species, previous studies have identified that activin-A promotes growth and
differentiation of preantral follicles after a short period (8 days) of the culture
(McLAUGHLIN et al., 2010). On the other hand, the addition of FSH increased follicles
growth during culture. The positive effect of FSH can be associated to stimulation of
expression of Hyaluronan Sintase-2 (HAS 2), wich is an enzyme responsible for synthesis of
hyaluran, a osmotically active molecules able to generate an osmotic gradient that draws in
follicular fluid (RODGERS et al., 2010). Thus, it would appear that synthesis of osmotically
active molecules can be regulated by endocrine and autocrine mechanisms, and this might
lead to regulation of formation of follicular fluid.

Additionally, activin-A in association with FSH inhibited the expression of activin
and FSH receptors, proteins involved in antrum formation and PCNA, involved in cell
proliferation, which can explain the low rate of follicular growth in this treatment. Study by
Mizunuma et al. (1999) showed that preantral follicles in vitro cultured had a significant
increase in size and estrogen and inhibin secretion in response to FSH, but administration of
activin-A blocked the effect of FSH. Withdrawal of activin-A not only restored the follicular
response to FSH but also enhanced the effect of FSH, indicating that the action of activin-A is
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to cause small preantral follicles to become dormant at the preantral stage. In addition,
Woodruff et al. (1990) have demonstrated that activin-A have an atretogenic action on
follicular development.

In this study, follicles cultured in medium containing FSH alone or associated
with activin-A, showed a significant reduction of mMRNA for FSH-R when compared with
activin alone. Studies in goats showed that after 6 and 12 days of culture the addition of
increasing concentrations of FSH to the medium (properly established) maintains the level of
expression of its own receptor (FSH-R) similar to the control medium (CELESTINO et al.,
2011; SARAIVA et al., 2010). This ensures the bioavailability of the receptor and ensures the
action of the hormone in the follicles. Probably, concentration of FSH used in this study are

high, caused down-regulation of its receptors.

Regarding the formation of the antrum, none of the treatments stood out compared
to MEM. In goats, secondary follicles acquire antrum spontaneously during culture of
secondary follicles (SARAIVA et al., 2010, SILVA et al., 2011) in culture medium similar to
that used in this experiment. However, the addition of FSH increases the percentage of antral
formation compared to control (SARAIVA et al., 2010). In cattle, culture of short duration (8
days), the addition of activin-A alone or associated with FSH increased the percentage of
formation of the antrum in the control group (McLAUGHLING et al., 2010). Differences
between these results and those obtained in this study may be associated with the distinction
between the basic medium used (McCoy (MCLAUGHLING et al., 2010) versus o-MEM®),
concentrations of the supplements tested, and especially the manner of addition of FSH, since
in present study that this hormone was added in increasing concentrations throughout the
culture.

In this study, in all the treatments, after 18 days, an extremely high percentage of
healthy follicles (> 91%) was observed during the morphological analysis under light
microscopy. Follicular survival was confirmed by fluorescence microscopy at the end of the
culture period (day 18). This technique has been successfully described for assessing the
viability of pre-antral follicles in cows (SCHOTANUS et al. 1997; Van den HURK et al.
1998) and goats (SANTOS et al. 2006, 2007; SILVA et al. 2010).

The morphological and fluorescence analysis highlighted the important role of
FSH as a survival factor, since all follicles had grown in this treatment are morphologically
intact. On the other hand, electron microscopy revealed that, although the follicles cultured in

o-MEM" have been presented viable after detection of esterase activity by fluorescence
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microscopy, ultrastructural damage compromised the viability of these follicles. Furthermore,
electron microscopy analysis of the follicles cultured in FSH first showed that this hormone
ensures the integrity ultrastructural, preserved important structures, such as mitochondria,
endoplasmic reticulum, and granulosa cells of bovine follicles grown for a long period (18
days). This observation suggests that the addition of increasing concentrations of FSH is
efficient in maintaining the bovine preantral follicle ultrastructure, in the absence of FSH, i.e
a-MEM" in the treatment, did not ensure preantral follicle integrity. In fact, FSH is considered
a major factor in follicular survival, because as well as playing a direct action by stimulating
the inhibitor of apoptosis proteins (MAKSTROM et al., 2002), may act indirectly by
stimulating the action of factors such as KL, BMP -15 and GDF-9 (JOYCE et al., 1999,
THOMAS et al., 2005), known to act on the follicular survival (CELESTINO et al., 2010.
CELESTINO et al., 2011, MARTINS et al., 2010)

In conclusion, activin-A is important for early follicular development (up to 6
days), but reduces the stimulatory effect of FSH on bovine preantral follicles after 18 days of
culture in vitro. Our results also indicate that FSH is a key factor for survival and growth of
bovine preantral follicles cultured in vitro for a long period (18 days). Moreover, activin-A in
combination with FSH reduce the levels of mRNA for activin receptor type IB (ActR-IB),
type 11-B (ActR-11B), FSH-R and PCNA after 18 days in vitro. In order, reduced levels of
PCNA expression suggest that the interaction between activin-A and FSH inhibits cell
proliferation. In addition, follicles cultured in medium supplemented with FSH alone levels of
MRNA for HAS-1 and HAS-2 were higher than in follicles cultured in medium supplemented
by the association of activin-A and FSH.



Table 1: Primer pairs used in real-time PCR for quantification of proteins of follicular fluid in cultured bovine follicles
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Target gene Primer sequence (5> 3") Se:;ﬁsg%g;ti' Position GenBank accession no.
relTeTeAeseceTemce A
SpeSTeceseCTeTTeToAT S| g
AN TC TSR S|
TACTSCeTSeceTIoTeT S| e
ToToseTeeTeToATTT S| e
ToeoTeTsaceensom
SpSsCTTTCTITaS TS A
posCRTTeTICTCeCeToe S| nm




Table 2. Follicular diameter (mean + S.E.M.) of preantral bovine follicles with normal morphology after 18 days of in vitro culture in the following treatments: o-MEM" , a-

MEM® + activin-A, a-MEM* + FSH , and o -MEM" + FSH + activin-A.
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a-MEM* activin-A FSH activin-A+ FSH
DO 183.86 + 36.87 Ac 199.01 £+ 35.99 Ab 188.84 + 36.80 Ad 201.52 + 46.78 Ac
D6 210.04 £ 47.78 Bb 231.64 + 38.56 Aa 245,11 £55.16 Ac 255.46 £ 62.03 Ab
D12 226.56 + 47.67 Bab 238.48 £ 56.12 Ba 297.48 £91.40 Ab 282.18 + 84.33 Aab
D18 241.17 £52.10 Ca 251.81 +£80.00 Ca 349.61 £ 108.70 Aa 302.65 £ 95.91 Ba

Distinct uppercase letters (A / B / C) represent significant differences between columns (treatments). Distinct lowercase letters (a / b / ¢) represent significant differences

between lines (time of culture), P <0.05.

Table 3. Survival of bovine isolated preantral follicles cultured in vitro for 18 days in a-MEM *, a-MEM" supplemented with activin-A, FSH or both.

activin-A+FSH

a-MEM"
DO 100.00% (45/45) Aa
D6 100.00% (45/45) Aa
D12 97.78% (44/45) ABab
D18 88.89% (40/45) BCh

activin-A
100.00% (48/48) Aa
100.00% (48/48) Aa
100.00% (48/48) Aa

97.92% (47/48) Aa

FSH
100.00% (44/44) Aa
100.00% (44/44) Aa
100.00% (44/44) Aa

100.00% (44/44) Aa

100.00% (48/48) Aa
100.00% (48/48) Aa
91.67% (44/48) Bb

83.33% (40/48) Cb

Distinct uppercase letters (A / B / C) represent significant differences between columns (treatments). Distinct lowercase letters (a/ b / ) represent significant differences

between lines (time of culture), P <0.05.
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Figure 1: Viability assessment of bovine ovarian follicles after 18 days of in vitro cultured. Al (a-MEM®), A2
(activin-A), A3 (FSH) e A4 (activin-A+FSH) - visualization of the normal morphology of the follicles by light
microscopy; B1 (o -MEM™), B2 (activin-A), B3 (FSH) e B4 (activin-A+FSH) characterization of viable follicles
marked with calcein-AM (green fluorescence).



Figure 2- MET photomicrographs of bovine ovarian follicles cultured for 18 days in a-MEM (A, B) and in the
presence of FSH (C, D). G: Golgi apparatus, M: mitochondria, N: nucleus; Nu: nucleolus; O: oocyte, ZP: zona
pellucida; Er: endoplasmic reticulum; *: Concentric circles of endoplasmic reticulum; black arrows: changes in
cell membrane, white arrows: changes in the nuclear membrane. Bars: Photos (A) and (B) 10000nm / Photos (C)

e (D) 5000nm.
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Figure 3. Relative profile expression of mMRNA in bovine ovarian follicles after 18 days of culture (means + SD)
A) ActR-IB; B) ActR-11B; C) FSH-R; D) PCNA; E) HAS 1; F) HAS 2; G) HAS 3. Distinct uppercase letters
(A/B) represent significant differences between treatments (P<0.05).
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7. CONCLUSOES GERAIS

e A adicdo de Ativina-A e/ou FSH ao meio de cultivo promove o crescimento folicular
apos seis dias in vitro. No entanto, apos doze dias a Ativina-A sozinha ndo estimula o
crescimento folicular.

e Apo0s dezoito dias de cultivo, 0 FSH sozinho aumenta o diametro folicular e mantém a
integridade ultraestrutural dos foliculos cultivados in vitro, mas a presenca de Ativina-A
reduz o crescimento folicular estimulado pelo FSH.

e O meio suplementado com Ativina-A e/ou FSH promove taxas significativas de
formagéo de antro.

e Ativina-A em associagdo ao FSH reduzem os niveis de expressao do RNAm para 0s
receptores de ativina do tipo I-B (ActR-IB), do tipo II-B (ActR-1IB), FSH-R e PCNA
apos dezoito dias de cultivo in vitro.

e Nos foliculos cultivados em meio suplementado com FSH sozinho os niveis de RNAmM
para HAS-1 e HAS-2 foram maiores do que nos foliculos cultivados em meio

suplementado pela associacdo de Ativina-A e FSH.

8. PERSPECTIVAS

As informacdes obtidas neste trabalho poderédo ser utilizadas para aperfeicoar a
elaboracdo de meios de cultivo dindmicos capazes de propiciar 6timas condi¢fes para um
completo crescimento folicular durante a fase pré-antral, preservando a viabilidade destas
células em um longo periodo de cultivo. Em experimentos futuros, pode ser testada a adicao
de outros hormonios e fatores de crescimento, em diferentes fases do cultivo in vitro ou do
desenvolvimento folicular. Nesse sentido o meio de cultivo dindmico desenvolvido no
presente estudo podera ser utilizado como modelo com o intlito de se avaliar a a¢do do FSH
com varias outras substancias envolvidas na regulacdo da foliculogénese in vitro. A
compreensdo dos eventos fisioldgicos relacionados a foliculogénese, regulados pelo FSH, é de
grande importancia para o melhoramento das condi¢des de cultivo de foliculos ovarianos
imaturos, tais como os foliculos secundarios (~0,2mm) que podem ser isolados do
microambiente ovariano e posteriormente cultivados e maturados in vitro. O estudo dessas
interacdes abre ainda inUmeras possibilidades ja que envolve também a investigacdo da
influéncia do FSH sobre a expressdo de varias substancias e seus receptores e sobre vias de

sinalizag&do que estdo envolvidas no controle do desenvolvimento folicular.
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