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RESUMO

Os objetivos deste estudo foram investigar o efeito de diferentes concentracGes de jacalina e
da interacdo de jacalina e FSH sobre a sobrevivéncia, ativacdo e expressao génica em
foliculos primordiais caprinos cultivados in vitro. Para isto, os fragmentos do cortex ovariano
foram cultivados em Meio Essencial Minimo (MEM) suplementado com diferentes
concentracdes de jacalina (0, 10, 25, 50 e 100 pg/mL - experimento 1), por um e seis dias.
Apbs o término do periodo de cultivo, os fragmentos de cortex ovariano foram fixados para
histologia classica. Em seguida, avaliou-se a percentagem de foliculos primordiais ou em
desenvolvimento no controle ndo cultivado e no tecido ovariano cultivado nos diferentes
tratamentos. Apds a determinacdo da concentracdo de jacalina mais eficiente (50 pg/mL),
realizou-se o cultivo de fragmentos de cortex ovariano em MEM suplementado com a jacalina
(50 pg/mL), FSH (50 ng/mL) ou ambos (experimento Il). Apds 6 dias de cultivo, os
fragmentos ovarianos foram fixados para histologia classica. Além disso, para cada
tratamento, foram coletadas amostras de tecido para avaliar o perfil de expressdao de RNAS
mensageiros para BMP-15, KL, c-kit, GDF-9 e PCNA em foliculos ovarianos caprinos
cultivado in vitro por 6 dias. Os resultados demonstraram que ap6s seis dias de cultivo, a
presenca de 50 pg/mL de jacalina no meio de cultivo promoveu um aumento de foliculos
morfologicamente normais, bem como uma reducéo da percentagem de foliculos primordiais
e aumento de foliculos em desenvolvimento, quando comparado ao meio controle. No
experimento Il, demonstrou-se que jacalina ou FSH estimulam a ativacdo dos foliculos e
contribuem para a manutengédo da viabilidade, mas ndo foi observada uma interacdo positiva
entres essas duas substancias. A expressdo de RNAm para a BMP-15 e KL ap6s o cultivo in
vitro de fragmentos de ovéario nos diferentes tratamentos por 6 dias ndo foi alterada. No
entanto, a presenca de FSH aumentou os niveis de RNAm para o c-kit e para 0 PCNA,
enquanto que o GDF-9 teve sua expressdo reduzida em meio suplementado com jacalina. Em
conclusdo, jacalina e FSH foram capazes de promover a sobrevivéncia e ativacdo de foliculos
primordiais caprinos ap6s 6 dias de cultivo. A presenca de FSH aumentou a expressdo do
RNAm para PCNA e c-kit, enquanto que a presenca da jacalina reduziu a expressdo do GDF-
9.

Palavras-chave: foliculos primordiais, caprinos, cultivo, RNAm, FSH, jacalina



ABSTRACT

The aims of this study were to investigate the effect of different concentrations of jacalin and
the interaction of jacalin and FSH on survival, activation and gene expression of goat
primordial follicles cultured in vitro. For this, fragments of ovarian cortex were cultured in
Minimum Essential Medium (MEM) supplemented with different concentrations of jacalin (0,
10, 25, 50 and 100 mg/mL - experiment I) for one and six days. After the end of cultured
period, the fragments of ovarian cortex were fixed for histology. Then, the percentage of
primordial follicles in uncultured or cultured ovarian tissue in different treatments were
evaluated. After determining the most effective concentration of jacalin (50 pg/mL), ovarian
cortex fragments were cultured in MEM supplemented with jacalin (50 pg/ml), FSH (50
ng/ml) or both (experiment II). After 6 days of culture, the ovarian fragments were fixed for
histology. Furthermore, for each treatment, tissue samples were collected to evaluate the
expression profile of mRNA for c-kit, KL, GDF-9, BMP-15 and PCNA in goats ovarian
follicles cultured in vitro for 6 days. The results showed that after six days of culture, the
presence of 50 pg/ml jacalin in culture medium increased the percentage of normal follicles,
and promoted a reduction in the percentage of primordial follicles and increase of developing
follicles, when compared to control medium. In experiment 1l, jacalin or FSH stimulated
primordial follicle activation and contributed to maintain follicle viability, but there was no
positive interaction between these two substances. The levels of mMRNA for BMP-15 and KL
after in vitro culture of ovarian fragments in different treatments was not altered. However,
the presence of FSH increased levels of mRNA for c-kit and PCNA, while the GDF-9
expression was reduced in medium supplemented with jacalin. In conclusion, jacalin and FSH
were able to promote the survival and activation of goat primordial follicles after 6 days of
culture. The presence of FSH increased expression mRNA of PCNA and c-kit, while the
presence of jacalin reduced the expression of GDF-9.

Keywords: primordial follicles, goats, culture, mMRNA, FSH, jacalin
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1 INTRODUCAO

No Brasil, a caprinocultura vem sendo desenvolvida por pequenos e médios
produtores, com rebanho estimado em 9.450.312 de animais, sendo 93% (8.788.790) desta
populacéo esté localizada na regido Nordeste do pais (IBGE, 2010). Visto que os caprinos séo
importante na regido Nordeste como fonte de alimento e renda, o desenvolvimento de
biotecnologias da reproducdo para esta espécie, bem como o estudo de fatores envolvidos na
foliculogénese é de fundamental importancia. Dentre as biotécnicas que podem contribuir
para o incremento da reproducdo em caprinos, destacam-se a inseminacao artificial (1A), a
fertilizacdo in vitro (FIV), a transferéncia de embrides (TE), a clonagem e a manipulacédo de
odcitos inclusos em foliculos ovarianos pré-antrais (MOIFOPA).

A biotécnica de MOIFOPA compreende as etapas de isolamento, preservacéo
(resfriamento e congelamento) e/ou cultivo in vitro de foliculos pré-antrais e tem o objetivo
de recuperar odcitos inclusos nesses foliculos e cultiva-los in vitro até a maturagéo
(FIGUEIREDO et al., 1997). Além disso, em associa¢do com outras tecnologias reprodutivas
como a FIV e a TE, a MOIFOPA podera ndo somente otimizar, como também conservar o
material genético de animais valiosos e espécies em vias de extingdo (CELESTINO et al.,
2009).

Ja é conhecido que os foliculos primordiais representam cerca de 90 a 95% de
toda a populacdo folicular e, desta forma, armazenam a grande maioria dos odcitos presentes
em ovarios de espécies mamiferas. No entanto, 99,9% destes foliculos ndo evoluem até a fase
ovulatéria, sendo eliminada através do processo de atresia folicular, ainda durante o
desenvolvimento folicular inicial, diminuindo expressivamente o0 ndmero de o00citos,
reduzindo a vida reprodutiva na fémea. Desta forma, a implementacdo de estudos que
elucidem os mecanismos envolvidos na regulacdo e ativacdo dos foliculos primordiais se faz
necessario. Sabe-se que varios fatores de crescimento, peptideos e hormonios estdo
envolvidos na foliculogénese, regulando diversos processos como a formacdo, ativagdo e
crescimento dos foliculos primordiais, bem como controlando o crescimento oocitario e na
multiplicacdo das células da granulosa. Além disso, a jacalina é uma lectina tetramérica,
especifica para D-galactose, pode atuar na promocgdo de interacdes célula-célula e célula-
matriz, podendo facilitar a proliferacdo, diferenciacdo e migracdo celular (STULNIG et al.,
1993). Desta forma, a sua adi¢do ao cultivo in vitro, podera contribuir para o estabelecimento

de um meio de cultivo ideal que promova o desenvolvimento dos foliculos primordiais.



Assim, a andlise do perfil de expressdo de genes, como PCNA, BMP-15, GDF-9, Kit-Ligante
e seu receptor c-kit, através da técnica de PCR em tempo real, torna-se relevante para uma
melhor compreensdo dos diversos fatores implicados na foliculogénese inicial e no processo
de atresia.

Na revisao de literatura a seguir, serdo abordados aspectos relacionados ao ovario
mamifero, oogénese e foliculogénese, atresia folicular, controle da foliculogénese por FSH, a

lectina jacalina e sua acdo na multiplicacéo celular.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Ovario mamifero

O ovario dos mamiferos destaca-se por ser um 6rgdo complexo, desempenhando
fungBes enddcrinas e gametogénicas (BRISTOL-GOULD e WOODRUFF, 2006). A fungdo
enddcrina envolve a producdo de hormonios, fatores de crescimento e peptideos, enquanto a
gametogénica promove a producdo e liberacdo de odcitos maduros (SAUMANDE et al.,
1991). Sob o ponto de vista histoldgico, este 6rgdo € constituido por duas regides distintas, a
cortical e a medular. A regido medular é caracterizada pela presenga de vasos sanguineos,
vasos linfaticos, nervos e fibras de colageno, sendo responsavel pela sustentacédo e nutri¢do do
ovario. O cdértex ovariano é composto de tecido conjuntivo, foliculos ovarianos em diferentes
estagios de desenvolvimento, bem como corpos ldteos, albicans e hemorragicos (SILVA,
2005) (Figura 1).

As substancias de origem ovariana, associadas a hormonios e peptideos carreados pela
corrente sanguinea, estdo envolvidas na formagdo de um sistema complexo que regula o
desenvolvimento folicular e a ciclicidade, contribuindo para a manutencdo das funcdes
reprodutivas das fémeas mamiferas (HIRSHFIELD, 1991; JUNQUEIRA e CARNEIRO,
2004).

Figura 1. Esquema ilustrando o ovario mamifero com suas  principais  estruturas.
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Fonte: Adaptado de <http:// www.servier.co.uk/medical-art-gallery/SlideKit.asp?kit=43>.
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2.2 OOGENESE E FOLICULOGENESE

2.2.1 Oogénese

A oogénese é precedida pela evolucdo de dois eventos celulares, ou seja, a formacao
das células germinativas primordiais (CGPs) e das oogénias. As CGPs sdo formadas durante o
periodo embrionario e possuem origem extragonadal, pois sdo derivadas do endoderma do
saco vitelinico do embrido. Essas células migram para o mesénquima da crista genital, onde
colonizam as gonadas indiferenciadas (PEPLING et al., 2001; ADAMS et al., 2008). Alguns
fatores de crescimento, como as proteinas morfogenéticas 6ssea (BMP) tipo 2 (BMP-2), 4
(BMP-4) e 8b (BMP-8b), estdo envolvidos na formacdo das CGPs a partir do ectoderma e
endoderma extra-embrionario (Van den HURK e ZHAO, 2005). Essa migracdo das células
germinativas para as gbnadas indiferenciadas é estimulada por vérios fatores, como o kit
ligante (KL), que também participa da proliferacdo e sobrevivéncia celular (GU et al., 2009).
Posteriormente, estas células sofrem sucessivas mitoses e se diferenciam em oogodnias, que
sdo circundadas por células somaticas derivadas do mesonéfron. Apds a formacdo das
oogonias, originam-se 0s 00citos, que se encontram na primeira divisdo meiotica na fase de
profase | (dipléteno) ou od6cito priméario. Porém, o processo de divisdo meiotica é
interrompido permanecendo assim até a liberacdo de LH, apds o animal atinge a puberdade
(Van den HURK e ZHAO, 2005).

2.2.2 Foliculogénese

A foliculogénese pode ser definida como o processo de formacdo, crescimento e
maturacdo folicular, iniciando-se com a génese do foliculo primordial e culminando com o
estagio de foliculo pré-ovulatorio (Van den HURK e ZHAO, 2005). Em espécies mamiferas,
o desenvolvimento de odcitos e foliculos caracterizam-se por uma sequéncia de eventos que
inicia com a formacéo do ovério durante o desenvolvimento fetal e termina com a ovulagdo
do odcito fertilizavel com nucleo em metafase Il apds a puberdade, em um processo
denominado foliculogénese (Van den HURK e ZHAO, 2005; GOUGEON, 2010; ZHANG et
al., 2010). Por outro lado, em algumas espécies, como por exemplo, em roedores, este

processo tem inicio durante os primeiros dias ap6s o nascimento (FORTUNE, 2003).



O foliculo ovariano é considerado a unidade morfoldgica e funcional do ovario,
sendo constituido por um od6cito circundado por células da granulosa, membrana basal e
células da teca. A sincronia entre producdo e resposta a hormonios e fatores de crescimento
pelas células dos foliculos ovarianos, promovem um ambiente adequado para crescimento e
desenvolvimento oocitario, deixando-os aptos a fecundacdo (SMITZ; CORTVDRINDT,
2002). Os foliculos ovarianos podem ser classificados em foliculos pré-antrais e antrais, de
acordo com a auséncia ou presenca da cavidade repleta de fluido folicular, denominado antro.
Os foliculos pré-antrais apresentam variados graus de desenvolvimento: primordiais, de
transicdo, primarios e secundarios. Ja os foliculos antrais s&o também chamados de terciérios
e pré-ovulatério (FIGUEIREDO et al., 2008).

A compreensdo dos mecanismos que regulam o desenvolvimento folicular consiste
em uma das principais linhas de pesquisa na area de reproducao, pois € um evento complexo
que envolve fatores enddcrinos, paracrinos e autocrinos. Esses fatores atuam de maneira
estagio-especifico e controlam os varios processos fisiologicos, entre eles a proliferacdo e
diferenciacdo de células foliculares, esteroidogénese, vascularizacdo e atresia folicular
(WEBB et al., 2003; ACOSTA e MIYAMOTO, 2004; FORTUNE et al., 2004).

2.2.3 Formagdo e ativacao dos foliculos primordiais

A formacdo dos foliculos primordiais ocorre ap6s a colonizacdo das celulas
germinativas primordiais e diferenciacdo de oogbnias em odcitos. Quando € iniciada a
meiose, 0 odcito é circundado pelas células da pré-granulosa achatadas, originadas do
mesonéfron ou do epitélio germinativo da superficie ovariana, formando os foliculos
primordiais (McNATTY et al., 2000). Ap0s a sua organizacdo, o inicio do desenvolvimento
dos foliculos primordiais pode ocorrer dias, meses ou anos apés a sua formagdo (Van den
HURK, 2005).

Os foliculos primordiais sdo constituidos de um odcito imaturo, circundado por uma
Unica camada de células da pré-granulosa de formato pavimentoso e encontra-se em estagio
de quiescéncia ou repouso (HUTT et al., 2006). O processo de ativagdo desses foliculos
resulta na transformacdo dessas células da pre-granulosa de formato pavimentoso para
formato cuboidal. Apos a ocorréncia deste evento, os foliculos quiescentes deixam o pool de
reserva e iniciam a fase de crescimento, passando pelos estagios de foliculos em transicéo,

primarios, secundérios, terciarios e pré-ovulatorios. Além disso, uma das caracteristicas



marcantes na ativacdo folicular é a intensa proliferacdo das células da granulosa, como
também crescimento oocitario e aumento da sintese de RNA (WASSARMAN et al., 1994). O
inicio do crescimento do foliculo primordial é essencial para a reproducdo da fémea, e 0s
mecanismos reguladores deste processo tem sido investigados nos ulitmos anos
(HIRSHFIELD et al., 1991; PARK et al., 2005). Além disso, os foliculos em crescimento se
encontram na porgéo cortico-medular que é ricamente vascularizada (van WEZEL et al.,1996)
sugerindo que a ativacdo e o crescimento dos foliculos primordiais depende de nutrientes,
hormdnios e fatores de crescimento.

Durante a formacdo dos foliculos primordiais, o horménio foliculo estimulante
(FSH) pode atuar regulando a acdo de E-caderina e N-caderina, glicoproteinas do tipo
transmembranarias que possuem relevante papel na formacdo dos foliculos primordiais
(WANG e ROY, 2010). Outros estudos tém revelado que o fator de transcricdo em linhagem
germinativa alfa (Figa) ¢ expresso no o6cito e participa na formagao de foliculos primordiais
(SOYAL et al., 2000). Além disso, este fator coordena a expressao dos genes estruturais para
0s componentes da zona pelucida (EPPIG et al., 2001). Apos a sua formacdo, os foliculos
primordiais podem ter trés destinos: (1) serem ativados e crescer, (2) sofrer atresia, ou (3)
permanecer em quiescéncia. A quiescéncia é importante para promover a manutencdo da
reserva folicular ovariana, impedindo que todos os foliculos sejam ativados simultaneamente,
0 que ocasionaria o esgotamento da reserva folicular (REDDY et al., 2008). Estudos in vitro
tém demonstrado que varias substancias, como por exemplo, o fator de crescimento
semelhante a insulina 1 (IGF-1), o fator de crescimento epidermal (EGF), o fator de
crescimento fibroblastico 2 (FGF-2), a BMP-4 e o fator de crescimento e diferenciacdo 9
(GDF-9) sdo extremamente importantes para a manutencdo da viabilidade destes foliculos
(REYNAUD e DRIANCOURT, 2000; MARKSTROM et al., 2002; NILSSON e SKINNER,
2003).

Estudos recentes com foliculos primordiais caprinos tém demonstrado que o controle
do inicio do crescimento folicular é regulado por diversos fatores, como o KL (CELESTINO
et al., 2010), FSH (MATOS et al., 2007a), BMP-7 (ARAUJO et al., 2010), FGF-2 (MATOS
et al., 2007d), GDF-9 (MARTINS et al.,, 2008), IGF-1 (MARTINS et al., 2009), EGF
(SILVA et al., 2004b), ativina-A (SILVA et al., 2006b), fator de crescimento do endotélio
vascular (VEGF) (BRUNO et al., 2009), peptideo intestinal vasoativo (VIP) (BRUNO et al.,
2010), estradiol e progesterona (LIMA-VERDE et al., 2010), promovem a ativacdo de

foliculos primordiais e o crescimento oocitario.



Recentemente, ovarios de ratas foram cultivados in vitro na presenca de FSH e
ativina-A e foi observado que essas substancias, individualmente, promovem a transi¢do de
foliculos primordiais a foliculos priméarios, mas a associ¢do de FSH e ativina-A reduz a taxa
de crescimento e viabilidade folicular (COSSIGNY et al., 2012). Outros fatores de
crescimento envolvidos na transicdo e no desenvolvimento dos foliculos primordiais de
camundongas sédo o fator inibidor de leucemia (LIF) (NILSSON et al., 2002), KL (PARROTT
e SKINNER, 1999a) e BMP-15 (OTSUKA et al., 2000). Estes fatores de crescimento
desempenham papéis cruciais na manutencao da viabilidade e crescimento folicular.

No tocante aos mecanismos envolvidos nesses, alguns estudos demostraram que 0
LIF aumenta a expressdao de RNAm para o KL em células da granulosa de ratas durante a
ativacdo folicular, indicando que estes fatores podem interagir durante o desenvolvimento de
foliculos primordiais (NILSSON et al., 2002). Em ovelhas, o c-kit esta localizado em odcitos
de foliculos em crescimento, enquanto que o KL é produzido por células da granulosa de
foliculos primordiais e primarios (McNATTY et al., 1999). Em caprinos, foliculos
primordiais apresentam aumento nos niveis de RNAm para a BMP-6 durante a transi¢ao para
0 estagio primario (SILVA et al., 2006a). Além disso, foi demonstrado que o FGF-2 é capaz
de estimular a ativacao de foliculos primordiais em culturas de cortex ovariano e de promover
proliferacdo de células da granulosa (murinos: NILSSON et al., 2001; caprinos: MATOS et
al., 2007c). Além disso, foi demonstrado que a adicdo de FSH ao meio de cultivo in vitro de
foliculos pré-antrais de ovinos (ANDRADE et al., 2005) e caprinos (MATOS et al., 20074,
MAGALHAES et al., 2009a) é importante para a manutencdo da viabilidade e a ativacéo
folicular. Em hamsters, WANG et al., (2004) verificaram que o FSH regula a expressao do E2
no tecido ovariano durante a formacéo de foliculos primordiais.

Além dos estimulos paracrinos, diversos mensageiros intracelulares estdo envolvidos
nos mecanismo de controle da dorméncia, sobrevivéncia e inicio do desenvolvimento dos
foliculos primordiais. O controle de ativacdo folicular pode ocorrer pela ativacdo da via do
fosfatidilinositol 3 quinase (PI3K) em od6citos. Recentemente, a via PI3K em odcitos ganhou
mais atencdo e suas funcdes na ativacdo e desenvolvimento folicular tém sido investigadas
extensivamente (REDDY et al., 2008; LIU et al., 2006; REDDY et al., 2005; LIU et al.,
2007; REDDY et al.,, 2009). A caracterizagdo funcional da via PI3K em odcitos em
crescimento foi iniciado a partir de estudos in vitro, onde Akt (proteina quinase), FOXO3a,
FKHRL1, que sdo componentes importantes para o funcionamento da via PI3K tiveram a sua

expressao demonstrada em odcitos de ratas e camundongas (REDDY et al., 2005).



O KL é um dos fatores responsaveis pela ativacdo da via PI3K em od6citos priméarios
cultivados in vitro, levando a fosforilacdo da Akt e FOXO3a (REDDY et al., 2005). A via de
sinalizacdo PI3K consiste de moléculas como quinases, fosfatases, e fatores de transcricao
que regulam a proliferacdo celular, sobrevivéncia, migracdo e metabolismo. As PI3Ks sdo
quinases lipidicas que fosforilam o grupo 3’— OH do anel inositol de fosfolipidios inositol.
Como um regulador da via PI3K, tem-se a fosfatase PTEN, e a exclusdo do PTEN em odcitos
de foliculos primordiais resultou na ativacdo precoce do pool de foliculos primordiais,
comprovando que a via PI3K/PETEN regula a ativacdo folicular (REDDY et al., 2008).

Dentre os fatores de transcricdo presentes e atuantes na via PI3K podemos citar 0s
fatores da familia FOXO, que incluem o FOXO1, FOXO3a e Foxo4, que atuam como
substratos da via Akt (ARDEN et al., 2002; ACCILI et al., 2004). Nos mamiferos, a Akt pode
fosforilar trés serinas conservadas ou residuos de treonina em Foxol, FOXO3a, e Foxo4, que
levam ao deslocamento das moléculas de FOXO para o citoplasma. Tais deslocamentos
suprimem suas atividades como fatores de transcricdo para promover apoptose e parada do
ciclo celular (ARDEN et al., 2002; BRUNET et al., 1999).

Em ovarios de camundongas, 0 FOXO3a inibe a ativacdo folicular, preservando a
reserva do pool de foliculos primordiais (DIEGO et al., 2003). A cascata PI3K-PDK1 no
odcito regula o envelhecimento ovariano através da regulacdo da sobrevivéncia dos foliculos
primordiais (REDDY et al., 2010). Além disso, a via PI3K e FOXO3 controla a ativacdo dos
foliculos primordiais (JOHN et al., 2008). O mMTORC1 é uma serina treonina quinase que
regula crescimento e a proliferacdo celular na presenca de fatores de crescimento e nutrientes.
O mTORC1 atua mediante a modulacdo dos processos tais como sintese de proteinas,
biogénese ribossomal e autofagia (GUERTIN et al., 2007; SARBASSOV et al., 2005;
WULLSCHLEGER et al., 2006). Estudos indicam que o0 mTOR apresenta funcdo similar a
PI3K durante a ativacdo de foliculos primordiais (REDDY et al., 2010). Desta forma, o pool
de foliculos primordiais é mantido por varias moléculas inibidoras de crescimento, incluindo
PTEN, p27, FOX03a, FOXL2, e AMH (DEEPAK e KUI LIU, 2009). Além disso, em
mulheres, a proteina 1 de esclerose tuberosa (TSC1) possui a capacidade de suprimir a
ativacdo folicular, regulando negativamente o complexo 1 do alvo da rapamicina em
mamiferos (MTORC1), que atua na manutencdo da quiescéncia dos foliculos primordiais
(ADHIKARI et al.,, 2010). O mTORC1 é uma serina treonina quinase que pode atuar
promovendo a ativagdo dos foliculos primordiais, regulando assim o crescimento e a

proliferagdo celular em varios tipos de celulas em resposta a fatores de crescimento e



nutrientes. Ao mesmo tempo, a sobrevivéncia de foliculos primordiais é mantida através da
PI3K presente no citoplasma que vai atuar iniciando a producéo de fosfatidilinositol 3, 4, 5 —
0 — trifosfato—PIP3 a partir do PIP2, no entanto, o PTEN converte o PIP3 em PIP2. Em
estudos recentes verificou-se que TSC e PTEN manipulam a ativacdo folicular através da
regulacdo negativa da proteina ribossomal S6 — rpS6 (ADHIKARI et al., 2009). Na auséncia
das moléculas que promovem a sobrevivéncia dos foliculos primordiais, incluindo PDK1 e
rpS6, todos os foliculos primordiais sdo perdidos prematuramente a partir do seu estado
quiescente (REDDY et al., 2009).

Além dos sinais inibitérios que bloqueiam a ativacdo prematura dos foliculos
primordiais, existem outros sinais que estimulam a transicdo de foliculos primordiais para
primarios. Com acBes coordenadas e sinérgicas, 0s sinais decorrentes de diferentes
compartimentos, como odcitos, células somaticas (granulosa e teca) e estroma, iniciam o
crescimento dos foliculos primordiais. Isto pode explicar o motivo pelo qual os foliculos
primordiais ndo sobrevivem quando cultivados isoladamente, mas crescem quando cultivados
inclusos no tecido ovariano (O'BRIEN et al., 2003).

Acredita-se entdo que a ativacdo dos foliculos primordiais seja regulada por um
balango entre fatores inibitdrios e estimulatorios originarios do ovério (Van den HURK e
ZHAO, 2005), de modo que a diminuigao dos niveis de fatores inibitérios ou o aumento dos
niveis de fatores estimulatorios, inicia o processo de ativacdo (WANDJI et al., 1996;
FORTUNE et al., 2003) (Figura 2).

2.2.4 Desenvolvimento de foliculos primarios, secundarios e formacéo de antro.

As caracteristicas predominantes dos foliculos primarios a presenca de uma camada
de células da granulosa de formato cubdide e o inicio do surgimento das juncGes gap entre
estas células, que sdo canais intercelulares que permitem a passagem de nutrientes, ions
inorganicos, segundos mensageiros e pequenos metabdlitos de uma célula para outra. Estes
canais séo compostos de conexinas (Cx), sendo a conexina 43 (Cx43) a mais abundante no
ovario, uma vez que esta € expressa nas células da granulosa desde o inicio da foliculogénese
(ACKERT et al., 2001).

Fig. 2: Via de sinalizagdo PI3K, que se inicia com a ligacdo dos fatores de crescimento aos seus receptores
tirosina quinase especificos, induzindo a ativacdo da via PI3K, que atua iniciando a formac&o de PIP3 a partir do



PIP2, no entanto, o PTEN ird desfosforilar e converter o PIP3 em PIP2, desta forma, regula negativamente a
atividade da PI3K, além de promover a manutencdo da quiescéncia dos foliculos primordiais. Em seguida, o
PDK1 e o Akt, sdo recrutados, ap6s a ligagdo com o PIP3, ocorrendo assim a conversdo de PI3K em PDK1. A
via Akt pode atuar fosforilando e ativando o FOXO3, o complexo TSC1/TSC2 e a proteina p27. Enquanto isso,
0 Akt vai fosforilar e ativar o mTORC1, o qual ira fosforilar a proteina quinase S6K1 que tanto essa proteina
como o PDK1 atuam fosforilando e ativando a proteina ribossomal — rpS6. Com isso, as principais moléculas
gue atuam na manutencdo dos foliculos primordiais sdo o PTEN, FOXO3, complexo TSC1/TSC2 e p27,
enquanto que os promovem a ativacdo sdo o PI3K, PDK1, mTORC1, S6K1 e rpSé.

Fonte: Adaptado de REDDY et al., 2009.

Estudos tem relatado que as conexinas desempenham papeis importantes no
desenvolvimento de foliculos priméarios (Cx43) e secundarios (Cx37) (SIMON et al., 1997
JUNEJA et al., 1999). As juncdes gap também auxiliam na comunicacdo direta entre as
células da granulosa e 0 odcito, projetando-se atraves da zona pellcida, chegando a membrana
plasméatica do oocito (JUNEJA et al., 1999; SIMON et al., 1997). Além disso, essa
comunicacdo entre odcito e células da granulosa pode ser denominada como uma
comunicagdo bidirecional, formando assim um complexo que regula o desenvolvimento
celular (EPPIG et al., 2001). A membrana plasmética do odcito apresenta projecdes que
penetram entre as células da granulosa adjacentes e algumas microvilosidades aparecem na
superficie oocitaria (LUCCI et al., 2001). Nesses foliculos, as glicoproteinas que irdo formar

a zona pelucida (Zona pelucida 1 - ZP1, Zona pellcida 2 — ZP2 e Zona peldcida 3 — ZP3)



(RANKIN et al., 2001) comecam a ser sintetizadas, tornando-se claramente visiveis apenas
em foliculos secundéarios (FIGUEIREDO et al., 2008).

Para avaliar o crescimento folicular s&o necessarios estudos utilizando marcadores
sensiveis para detectar o crescimento folicular (WANDJI et al., 1996). O antigeno nuclear de
proliferacdo celular (PCNA) é um marcador expresso por células em crescimento e
proliferacdo, estd envolvida na fase S do ciclo celular, fase estd que é responsavel pela
replicacdo do DNA (WANDJI et al., 1996). Portanto, pode ser considerado um marcador
operacional de proliferacdo celular marcando células tanto em proliferagcdo como células em
reparo (BACCHI e GOWN, 1993). Recentemente, o PCNA foi utilizado como um método de
imuno-coloracéo para aperfeicoar a contagem de foliculos ovarianos inclusos em fragmentos
ovarianos suinos (PHOOPHITPHONG et al., 2012).

A medida que o foliculo cresce, ocorre intensa multiplicacdo das células da
granulosa, formando uma nova camada de células, dando origem aos foliculos secundarios.
Estes foliculos séo constituidos por um o6cito imaturo circundado por duas ou mais camadas
de células da granulosa de formato cubdide. O nucleo do odcito assume uma posicdo
excéntrica e as organelas comecam a mover-se para a periferia. Com o desenvolvimento dos
foliculos, o espessamento da zona pelucida torna-a visivel (LUCCI et al., 2001), ocorre a
formacdo das células da teca a partir do estroma intersticial (HONDA et al., 2007) e também
0 aumento do namero de microvilos. Estes microvilos passam a facilitar a captacdo de
nutrientes e a excrecdo de metabolitos, demonstrando-se essenciais para a sobrevivéncia
oocitéaria. Além disso, durante a progressao de foliculo priméario para secundario ocorre o
crescimento do od6cito e a proliferacdo das células da granulosa. Desta forma, durante a
foliculogénese, a morfologia folicular é alterada, uma vez que o odcito cresce e as células
circundantes se diferenciam (BRISTOL-GOULD e WOODRUFF, 2006).

Concomitante com a formacao dos foliculos secundarios, aparecem as células da teca
que passam a formar uma camada circundante. Estas células especializadas surgem a partir de
células precursoras presentes no estroma ovariano (HONDA et al., 2007). As células
indiferenciadas, ndo expressam receptores para LH (LHRs) ou enzimas esteroidogénica e
portanto, ndo sdo responsivas ao LH, mostrando que o inicio da diferenciacdo das células da
teca independe de gonadotrofinas (MAGOFFIN e WEITSMAN, 1994). A medida que o
foliculo cresce, a camada de células da teca se estratifica e se diferencia em duas partes: a
parte externa, denominada teca externa, que é composta de células ndo diferenciadas,

enquanto que as células localizadas mais internamente formam a teca interna, na qual algumas



células diferenciam-se e passam a secretar esterdides (GOUGEON, 2010). As células da teca
interna sdo definidas quando os foliculos apresentam quatro ou mais camadas de células da
granulosa (LUCCI et al., 2001). O crescimento de foliculos secundarios € dependente da
regulacao de fatores autocrinos e paracrinos.

Progressivamente, com o crescimento, os foliculos tornam-se vascularizados, e 0s
foliculos secundarios sdo sustentados por uma ou duas arteriolas. A importancia fisioldgica
deste evento € enfatizada pelo fato de que, a partir desde momento, os foliculos tornam-se
diretamente expostos a fatores circulantes no sangue (GOUGEON, 2010), o FSH
(JAYAPRAKASAN et al., 2007b). Nesse estagio, os odcitos entram em extensiva fase de
crescimento, resultando em uma complexa organizacgdo citoplasmatica dependente da sintese
de novos produtos génicos e organelas, bem como da modificacdo e redistribuicdo das
organelas ja existentes (PICTON et al., 1998). Além do expressivo aumento no nimero de
ribossomos, mitocondrias e outras organelas, 0s o6citos em crescimento acumulam granulos
glicogénicos, proteinas e lipidios, e sofrem ainda um incremento na sintese de RNA e
proteinas, considerados importantes para garantir a futura competéncia meidtica (Van den
HURK e ZHAO, 2005).

Embora foliculos priméarios e secundarios ja apresentem receptores para FSH nas
celulas da granulosa (OKTAY et al., 1997), o FSH desempenha apenas um papel permissivo,
ao invés de essencial, ao desenvolvimento desses foliculos. Aliado a isso, experimentos in
vivo e in vitro tém mostrado que o crescimento e a atresia de um grande numero de foliculos
ja no estagio secundario sdo influenciados por gonadotrofinas (Van den HURK et al., 1997;
Van den HURK et al., 2000; McGEE e HSUEH, 2000).

Com o crescimento dos foliculos secundarios ocorre a formacdo de uma cavidade
repleta de liquido folicular, entre as camadas de células da granulosa, denominada antro. O
fluido folicular que preenche esta cavidade contém agua, eletrdlitos, proteinas séricas e alta
concentracdo de hormonios esterdides secretados pelas células da granulosa (BARNETT et
al., 2006). Alguns estudos mostram que os componentes do fluido folicular é originalmente
derivado da vascularizagdo das camadas tecais adjacentes (CLARKE et al., 2006). Ja foi
evidenciado a presenca de grandes moléculas osmoticamente ativas no fluido folicular
ovariano, tais como &cido hialurdnico, sulfato de condroitina e sulfato de dermatan, que sao
fortemente hidrofilicas e carregadas negativamente, e assim contribuem diretamente para uma
intensa atividade osmética (CLARKE et al., 2006).



Os proteoglicanos (PGs) sdo moléculas de matrizes extracelulares que tém sido
implicados no processo de desenvolvimento folicular ovariano. Estas moléculas foram
identificadas no fluido folicular ovariano de bovinos (LENZ et al., 1982) e humanos
(ERIKSEN et al., 1999). Além do versican (IRVING-RODGERS et al., 2004), que é um
sulfato de condroitina proteoglicano, uma série de outras PGs, tais como decorina, perlecan e
nidogen foram identificados e localizados no ovéario (MAGGIE et al., 2000). No ovério, o
versican foi identificado em extrato de foliculos ovarianos bovinos (MCARTHUR et al.,
2000), em fluido folicular de foliculos ndo ovulados (CLARKE et al., 2006), de foliculos
ovulados (ERIKSEN et al., 1999) e ainda na membranas foliculares de células da granulosa
(IRVING-RODGERS et al., 2004). Esta proteina também é expressa em células da granulosa
(RUSSELL et al., 2003a). Os padrdes de expressdo diferenciadas de alguns destes, sugerem
que eles podem ter papel fundamental no desenvolvimento folicular, incluindo na formacao

da cavidade antral e fluido folicular.

2.3 Crescimento folicular na fase antral

O crescimento dos foliculos durante a fase antral é caracterizado pela proliferacdo e
diferenciacdo das células da granulosa e da teca, aumento da vascularizacdo folicular,
crescimento do odcito e aumento do antro (WU et al., 2007). As células da granulosa que
ficam préximas ao odcito sofrem diferenciacdo para formar as células do cumulus, enquanto
que as demais formam as células da granulosa murais. Os foliculos antrais podem ser
classificados como pequenos ou grandes foliculos antrais. Os pequenos foliculos antrais
apresentam crescimento rapido em diametro e decorrente acumulo de fluido folicular
(BRISTOL-GOULD e WOODRUFF, 2006). Os grandes foliculos antrais, com diametro
acima de 3 mm, acumulam grande quantidade de fluido folicular (Van den HURK e ZHAO,
2005). Quando atingem o estagio de pré-ovulatérios apresentam o odcito circundando por
varias camadas de células do cumulus. Neste estagio as células da granulosa param de se
multiplicar, sofrendo um processo final de diferenciacdo devido & acdo do LH
(DRIANCOURT et al., 2001).

A foliculogénese ocorre em dois estagios, dependente e ndo dependente de
gonadotrofinas, enquanto o desenvolvimento folicular na fase antral, possui trés fases:
recrutamento, selecdo e dominancia. As gonadotrofinas secretadas pelo eixo hipotalamo-

hipdfise-ovario desempenham funcgdes fundamentais na regulacdo do desenvolvimento



folicular. O FSH e o LH sdo reguladores primérios durante a fase dependente de
gonadotrofinas (DRIANCOURT et al., 2001). Em algumas espécies a dependéncia de
gonadotrofinas e o recrutamento ocorrem quando os foliculos atingem 0,2 mm em
camundongos, 2 mm em ovinos e primatas e 3 mm em caprinos e bovinos (DRIANCOURT et
al., 2001; RUBIANES e MENCHACA, 2003).

O recrutamento folicular ocorre em resposta ao FSH e tem inicio com foliculos que
estdo aptos para prosseguir o desenvolvimento em direcdo a ovulacdo ou atresia. Além disso,
o recrutamento folicular ocorre normalmente com baixas frequéncias de pulsos de LH
(DRIANCOURT et al., 2001), no entanto, em caprinos esse recrutamento pode ser em virtude
do aumento da concentracdo de estrégenos (CASTRO et al., 1999). A fase de selecdo € o
processo pelo qual o foliculo ira divergir dos demais, apresentando potencial para ovular.
Segundo FORTUNE et al., (2004), o recrutamento de cada onda é iniciado através do
pequeno aumento dos niveis FSH circulante. A sintese de receptores para 0 FSH e de
estrogénio nas células da granulosa e para o LH nas células da teca, € necessaria para 0s
foliculos entrarem na fase dependente de horménio (STABENFELDT e EDQVIST, 1996).

A dominancia folicular ocorre com o foliculo selecionado que se destaca entre 0s
demais foliculos da mesma onda, impedindo o recrutamento de uma nova onda folicular, bem
como o crescimento de outros foliculos (GINTHER, 1996a). Portanto, esta fase é determinada
pela dependéncia de LH, que é o hormonio chave envolvida no crescimento final do foliculo
dominante (DRIANCOURT, 2001). Nesta fase do desenvolvimento folicular final, os
foliculos dominantes possuem maior quantidade de RNAm para receptor de LH nas células da
granulosa e da células da teca quando comparados com os foliculos recrutados. No entanto, 0s
niveis de RNAm para os receptores de FSH nas células da granulosa diferem (FORTUNE et
al., 2004).

A dindmica folicular em caprinos é caracterizada pelo padrdo de ondas de
crescimento folicular, que dardo origem a um ou mais foliculos com diametros iguais ou
superiores a 5 mm (CASTRO et al., 1999). GINTHER e KOT (1994) encontraram padrao
predominante de quatro ondas foliculares. A primeira onda folicular e a onda ovulatéria séo
ativas produtoras de estradiol e os grandes foliculos exercem dominédncia sobre outros
foliculos da mesma onda (CASTRO et al., 1999). Contudo, a ultima onda folicular do ciclo
estral fornece um foliculo ovulatério, com isso o foliculo dominante da primeira onda sofre
atresia. Essa atresia ocorre em virtude da presenca do corpo lGteo, que produz progesterona,

que exerce uma retroalimentacdo negativa no eixo hipotalamico-hipofisario, diminuindo a



producdo de LH. No momento da lutedlise, o efeito da progesterona é removido e o foliculo
maior produzird maior quantidade de estr6geno e exercera dominancia sobre todos o0s
foliculos subordinados da mesma onda. Consequentemente 0s niveis basais de FSH diminuem
em decorréncia da producdo de inibina pelo foliculo dominante, e os outros foliculos
subordinados sofrem atresia. Apds a ovula¢do, ndo ocorrendo a fecundacdo, o corpo luteo
regride e diminui a secrecdo de progesterona, iniciando-se um novo ciclo (CASTRO et al.,
1999).

2.4 Controle da foliculogénese por hormonios

Além dos hormonios, fatores de crescimento também influenciam a foliculogénese,
embora a identificacdo e a acdo de muitos destes ainda ndo sejam conhecidas (BRITT e
FINDLAY et al., 2003). O crescimento folicular ovariano pode ser regulado por
gonadotrofinas, somatotrofinas e fatores intra-ovarianos. Fatores estes que sdo responsaveis
pelo o crescimento e diferenciacdo celular, que irdo atuar modulando a acdo das
gonadotrofinas, como o FSH e LH no desenvolvimento folicular ovariano (SILVA et al.,
20064a).

O papel das gonadotrofinas no controle do desenvolvimento folicular pré-antral é
controverso, uma vez que os foliculos pré-antrais e antrais iniciais possuem RNAmM 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, a expressdo de RNAmM para os receptores de FSH foram detectados em vérias
categorias foliculares (primarios, secundarios e foliculos antrais) de ovarios caprinos
(SARAIVA, et al., 2010b) e em foliculos primarios e secundarios de bovinos (WANDJI et
al., 1992).

A adicdo de FSH ao meio de cultivo de fragmentos ovarianos caprinos tem sido
importante para o desenvolvimento folicular in vitro, pois mantém a sobrevivéncia folicular e
permite a ativacao de foliculos pré-antrais inclusos no tecido ovariano (MATOS et al., 2007a,
MAGALHAES et al., 2009b). Além disso, em outros estudos tem sido demonstrado que o
FSH tem influenciado no desenvolvimento de foliculos pré-antrais, pois promoveu o
crescimento de foliculos secundarios bovinos e aumentou as taxas de formagdo de antro apos
28 dias de cultivo (GUTIERREZ et al., 2000). O FSH também promoveu o crescimento de



foliculos primérios e secundérios (60-179 um), isolados enzimaticamente de ovarios de fetos
bovinos, bem como a sobrevivéncia folicular e a secrecdo de progesterona e estradiol
(WANDJI et al., 1996).

A estimulacdo do desenvolvimento folicular pré-antral pode ser alcancada pela
adicdo de FSH ao meio de cultivo, demonstrando que esta fase é responsiva a este hormonio.
O sucesso do cultivo in vitro pode estar relacionado a presenca de FSH, mas diversos fatores
como a origem desta gonadotrofina, podem influenciar a sua eficiéncia (MAGALHAES et al.,
2009b). Ja o LH tem acdo intensificada nos estadgios mais avancados do desenvolvimento
folicular, durante a fase pré-ovulatéria (WU et al., 2000). O cultivo in vitro de fragmentos
ovarianos utilizando FSH e LH promove a manutencao folicular e integridade ultraestrutural
(SARAIVA et al., 2008b).

2.5 Populacgéo folicular e atresia

A quantidade total de foliculos presentes no ovario mamifero difere entre espécies e
individuos (KATSKA-KSIAZKIEWICZ, 2006), observando-se, aproximadamente, 1.500
foliculos em camundongas (SHAW et al., 2000), 235.000 em vacas (BETTERIDGE et al.,
1989), 33.000 em ovelhas (AMORIM et al., 2000), 35.000 em cabras (LUCCI et al., 1999) e
em torno de 2.000.000 em mulheres (ERICKSON et al., 1986).

Ao longo da vida reprodutiva do animal é observada uma reducdo ordenada no
namero de foliculos pré-antrais (SHAW et al.,, 2000). Essa reducdo € devido a dois
fendbmenos que ocorrem naturalmente no ovério: 1) ovulacdo e 2) atresia/morte folicular.
Somente uma pequena parte (0,1%) dos foliculos primordiais chega a ovulacdo (NUTTINCK
et al., 1993), pois a maioria (99,9%) torna-se atrésica durante as fases de crescimento e
maturacdo oocitaria (OTALA et al., 2002), fazendo com que o desenvolvimento de um
foliculo pre-ovulatério a partir de um foliculo primordial seja um evento biologico
extremamente raro (FIGUEIREDO et al., 2008).

A atresia pode ocorrer por via degenerativa (SAUMANDE et al., 1991) e/ou
apoptotica (FIGUEIREDO et al., 2008). A degeneracdo pode ser observada quando ocorrem
alteracdes no fornecimento de oxigénio e nutrientes para o ovario. Nesta situacdo, a isquemia
pode ser uma das principais causas do desencadeamento da morte folicular (FARBER, 1982),
resultando em alteracGes na permeabilidade da membrana celular. Essas alteracbes podem

levar ao aumento de agua intracelular e do volume celular, vacuolizagdo citoplasmatica,



extravasamento do conteudo celular para o tecido circundante (ELMORE, 2007) e,
consequentemente, degeneracdo (BARROS et al., 2001).

Ja a apoptose é o processo de morte celular individual e ativo, caracterizado pela
fragmentacdo nuclear e pela formacéo de corpos apoptéticos (RACHID et al., 2000), sem
alteracdo de organelas e liberacdo dos constituintes celulares para o tecido circundante
(ELMORE, 2007). E um evento determinado geneticamente, ou seja, depende do balango da
expressao de genes pré e anti-apoptoticos (BARNETT et al., 2006), e € observado nos
foliculos ovarianos durante toda a vida fetal e adulta. De acordo com o estimulo apoptético
inicial, a apoptose pode ocorrer através de receptores de superficie celular (receptores de
morte), constituindo a via extrinseca, ou ainda através de fendémenos ocorridos na
mitocondria, constituindo esta a via intrinseca. No entanto, hd evidéncias de que os dois
caminhos estejam ligados e que as moléculas de uma via pode influenciar a outra (IGNEY;
KRAMMER, 2002).

Independente da via efetora, apoptdtica ou degenerativa (necrose), a atresia é
observada em qualquer estagio do desenvolvimento folicular, sendo, no entanto,
predominante na fase antral (MARKSTROM et al., 2002). Além de ser regulada por fatores
endocrinos (FSH e LH), fatores paracrinos também influenciam na decisdo da morte celular
durante a foliculogénese. Diante disso, varios estudos (ANDRADE et al., 2005, MATOS et
al., 2007a) tém sido realizados na tentativa de desenvolver um sistema de cultivo que possa
promover a ativacdo e o crescimento folicular in vitro, para evitar assim as perdas foliculares
que ocorrem naturalmente in vivo.

Diante da complexidade dos eventos que regem a foliculogénese e da nitida
importancia dos fatores de crescimento intra-ovarianos para a regulacdo do crescimento
folicular e da atresia (FORTUNE, 2003; Van den HURK e ZHAO, 2005), varios
pesquisadores tém focado suas investigaches no teste de inUmeras concentragdes e/ou
associacOes de fatores de crescimento em sistemas de cultivo in vitro. Nesse contexto, torna-
se também importante a avaliagdo de substancias exdgenas, como por exemplo, a lectina

jacalina.

2.6 A lectina jacalina e a sua importancia para multiplicacéo celular

As lectinas sdo proteinas ou glicoproteinas com capacidade de aglutinar

determinados tipos de células, devido a presenca de sitios de ligagdo com afinidade especifica



e reversivel a carboidratos. As lectinas podem ser encontradas em animais, vegetais e micro-
organismos, possuindo especificidade de acordo com o carboidrato em que ela tenha
afinidade (PEUMANS e DAMME, 1995b; GOLDSTEIN et al., 1980). Segundo SELL et al.,
(2003) os carboidratos de superficie podem desempenhar importante papel na regulacdo da
sinalizac&o celular.

A jacalina e a artocarpina sdo lectinas que se originam da semente da jaca
(Artocarpus integrifolia), que ao longo dos anos vem despertando o interesse de
pesquisadores, devido ao seu potencial bioquimico e biotecnoldgico (SELL et al., 2000).
Além disso, a jacalina é uma lectina tetramérica, especifica para D-galactose, com massa
molecular de 39,5 kDa, constituida pelas cadeias o ¢ B (YOUNG et al., 1991). Esta lectina
apresenta interacdes com manose (Man), glucose (Glc), metil-a-galactose (Me-a-Gal), metil-
a-manose (Me-a-Man), metil-a-glicose (Me-a-Glc) e outro mono e oligossacarideos com
atividade bioldgica relevante (JEYAPRAKASH et al., 2005).

As lectinas de origem vegetal sdo classificadas em sub-grupos de acordo com o sitio
de ligacdo com os carboidratos-alvos, ou seja, merolectina, com apenas um sitio de ligacdo a
carboidratos; hololectina, com dois ou mais sitio homdélogos de unido e a quimerolectina, com
diferentes locais de unido (PEUMANS e DAMME, 1995b). Assim, a jacalina € uma
hololectina, pois podem se ligar a mais de um carboidrato do mesmo tipo, como manose e
galactose. Em geral, as hololectinas sdo proteinas oligoméricas que se apresentam como
dimeros ou tetrameros constituidos de dois ou mais dominios idénticos de reconhecimento a
carboidratos, possuindo assim atividade aglutinadora de células (VAN DAMME et al., 2008).

MISQUITH et al., (1994) demonstraram que o0 extrato de semente de jaca apresenta
acao mitogénica potente em linfécitos T e B. Devido a utilizacdo do extrato bruto, o efeito
mitogénico também pode ser devido a presenca de uma segunda lectina também presente na
mesma semente da jaca, ou seja a artocarpina. Outros estudos mostraram que a adi¢do de
jacalina durante o cultivo de células leucémicas humanas (K562), promove alteracfes
morfoldgicas nestas células, fazendo com que as células K562 ndo aderentes, adquirissem a
capacidade de adesdo a superficie da placa de cultivo (YAGI et al., 1995). Devido a
capacidade das lectinas promoverem interacdes célula-célula e célula-matriz, elas podem
desempenhar uma funcdo fundamental na proliferacdo, diferenciacdo e migracdo celular
(STULNIG et al., 1993). No entanto, durante o cultivo de fibroblastos, foi demonstrado que a
jacalina ndo promove alteracGes morfologicas nestas células e ndo afeta as taxas de adesdo ou
proliferacdo (SELL et al., 2003).



Em ovarios caninos ja foi visto a unido dos sitios de ligacdo da lectina jacalina com a
zona peldcida e o oolema de foliculos ovarianos de animais pré-puberes (BLACKMORE et
al., 2004). Em outro estudo, foi demonstrado que a jacalina possui afinidade pela zona
pellcida de odcitos humanos (MOVILLA et al., 2004). Além disso, estudos demonstraram
que a incubacdo de odcitos maturados com osteopontina, que é uma glicoproteina presente no
fluido uterino bovino e lectina Ricinus communis agglutinin-1 (RCA-1) podem melhorar a
ligacdo espermatozoide/odcito e fertilizacdo in vitro, devido ao sitio de ligacdo de galactose
pode interagir com as células do odcito e osteopontina (GONCALVES et al., 2009).

Em suinos, os receptores de lectina na zona pelicida de odcitos e nas células da
granulosa podem ser visualizados através de analise ultraestrutural e ja foi demonstrado que a
ZP possui residuos de acucar, incluindo N-acetilglicosamina, manose, fucose, galactoses e
residuos de acido sialico (PARILLO et al., 2003). Algumas analises tém sido realizadas para
se avaliar a distribuicdo de glicoprotéinas presentes na zona pellcida de ovarios de ratas,
durante o desenvolvimento folicular. Contudo, embora a distribuicdo dessas glicoproteinas
(ZP2 e ZP3) seja uniforme na zona pellcida, houve aumento na espessura da ZP de acordo
com o aumento da proliferacdo das celulas foliculares, permitindo uma interacdo
espermatozdides e odcito (AVILES et al., 2000). Durante a foliculogénese a zona pelicida
podem apresentar modificacfes de acordo com o estagio folicular, isso em algumas espécies
incluindo os humanos (BAR-SHIRA MAYMON et al., 1994). Além disso, ja foi demonstrado
gue alguma lectina, como a jacalina, apresenta capacidade de interagir com o0s
espermatozéides humanos (NIXON et al., 2005).

Durante o cultivo de foliculos pré-antrais ovinos por 28 dias, a presenca da lectina
fitohemaglutinina (PHA) promoveu um aumento de viabilidade e do diametro folicular, por
meio da ligacdo das lectinas as células da granulosa, promovendo assim melhor agregacéo
celular nos foliculos ovarianos cultivados in vitro (MURUVI et al., 2005). Além disso, a
adicdo de 10 pg/mL de PHA durante o cultivo in vitro de foliculos secundarios caprinos
estimulou a formagédo de antro, 0 aumento da expressdo de FSH-R e PCNA e manteve a
integridade ultraestrutural de foliculos cultivados (CUNHA et al.,2013).



3 JUSTIFICATIVA

Os caprinos sdo uma espécie de elevada importancia econémica pela sua
contribuicdo na producdo de carne, leite e pele em diversos paises (PAULA et al., 2008). No
Brasil, sobretudo na regido Nordeste, a espécie caprina concentra 90,6% do rebanho nacional
(IBGE, 2010). Diversas biotécnicas vem sendo empregadas com o intuito de aumentar a
eficiéncia reprodutiva dos rebanhos, dentre elas destaca-se a Manipulacéo de Odcitos inclusos
em Foliculos Ovarianos Pre-antrais (MOIFOPA) que se apresenta como uma importante
opc¢do, uma vez que o cultivo in vitro de foliculos ovarianos pré-antrais permitira a posterior
utilizacdo dos odcitos contidos nestas estruturas em programas de producdo in vitro de
embrides. No entanto, para que estes foliculos possam ser utilizados, necessitam ser ativados
e posteriormente crescidos e maturados in vitro.

Os foliculos primordiais representam cerca de 90 a 95% de toda a populacao
folicular e, desta forma, armazenam a grande maioria dos o0citos presentes em ovarios de
espécies mamiferas. Entretanto, a grande maioria destes foliculos (99,9%) nédo evolui até a
fase ovulatoria, sendo eliminada através do processo de atresia folicular. Tal fendmeno reduz
de maneira expressiva 0 numero de odcitos potencialmente ovuldveis, diminuindo, em
consequéncia, a producdo de odcitos maduros e viaveis durante a vida reprodutiva de uma
fémea. Estudos referentes aos fatores e mecanismos envolvidos na regulacdo e ativacdo dos
foliculos primordiais sdo escassos, especialmente em animais de producdo, como caprinos.
Alguns trabalhos tém investigado o efeito de varios componentes no cultivo de foliculos pré-
antrais tanto de animais de laboratérios como animais domésticos como vaca, cabra, ovelha.

Considerando a grande relevancia econbmica que a espécie caprina representa
especialmente para o Nordeste brasileiro, aliado ao aproveitamento ainda incipiente de sua
capacidade reprodutiva, € de extrema importancia o desenvolvimento de um sistema de
cultivo in vitro capaz de promover a manutengdo da viabilidade, crescimento e maturagéo de
foliculos primordiais caprinos, otimizando a utilizagdo do potencial oocitério destes animais e
incrementando a sua eficiéncia reprodutiva. Assim, odcitos oriundos destes foliculos poderéo,
futuramente, ser destinados a producéo in vitro de embrides e clonagem, contribuindo para a
multiplicacdo de caprinos de alto valor zootécnico e/ou em vias de extin¢do, bem como para a
implantacdo de bancos de germoplasma animal. Além disso, o desenvolvimento de um
sistema de cultivo eficiente podera fornecer subsidios para uma melhor compreensdo acerca

dos fatores que regulam a foliculogénese na fase pré-antral.



Ja € bem conhecido que horménios e fatores de crescimento estdo envolvidos no
controle do crescimento oocitario e na multiplicacdo das células da granulosa. No entanto,
outras substancias, como as lectinas, podem controlar o crescimento e maturacdo oocitaria.
No ovéario de mamiferos as lectina, como a jacalina, ja foram identificadas em diversas
espécies de mamiferos, como cadelas, cabras, vacas, mulheres, em diversos compartimentos
foliculares, como na zona pelGcida, fluido folicular e odcitos (BLACKMORE et al., 2004;
MOVILLA et al., 2004; GONCALVES et al., 2009). No que se refere a jacalina, esta lectina
apresenta atividade mitogénica em varios tipos de células (SELL e COSTA, 2000). No
entanto, os efeitos de lectinas mitogénicas como a jacalina sobre a proliferacdo das células da
granulosa e maturacdo oocitaria em caprinos ainda ndo é conhecido. Os efeitos de diferentes
concentracdes da lectina jacalina, bem como as interacdes destas proteinas com o FSH ainda
ndo foram testados no cultivo in situ de fragmentos ovarianos caprinos, podendo resultar em
efeitos benéficos sobre o desenvolvimento folicular desta espécie. Os sistemas de cultivo
disponiveis ndo possibilitam o eficiente crescimento de foliculos pré-antrais caprinos até os
estagios de maturacdo, provavelmente devido a auséncia de substancias importantes, como
por exemplo, a jacalina na composicao dos meios de cultivo utilizados.

O conhecimento acerca da expressdo de receptores, fatores de crescimento e
hormonios envolvidos no processo de desenvolvimento folicular, bem como as interagdes
destes, ap0s estimulacdo pela jacalina e pelo FSH, durante a foliculogénese é extremamente
importante para que possam ser desenvolvidas estratégias de cultivo que busquem aperfeicoar
a producdo in vitro de embrides a partir de foliculos pré-antrais. Portanto, a determinagdo da
expressdao de genes associados aos fatores e hormonios que atuam em cada fase da
foliculogénese € de fundamental importancia para a obtencdo de meios de cultivo eficientes
qgue atendam as reais necessidades dos foliculos em cada uma das fases do seu
desenvolvimento. Assim, o desenvolvimento de um sistema de cultivo eficiente podera
fornecer subsidios para uma melhor compreensdo acerca dos fatores que regulam a
foliculogénese na fase pré-antral. Desta forma, o desenvolvimento de um sistema de cultivo
eficiente poderd fornecer subsidios para uma melhor compreensdo acerca dos fatores que
regulam a foliculogénese na fase pré-antral, e de proteinas e fatores necessarios para a
sobrevivéncia, a ativagéo e o inicio do crescimento folicular, assim 0s 00citos oriundos destes
foliculos estimulados por lectinas, poderdo futuramente, ser destinados a produg&o in vitro de
embrides e clonagem, contribuindo para a multiplicagdo de caprinos de alto valor zootécnico

e/ou em vias de extin¢do, bem como para a implantacdo de bancos de germoplasma animal.



4 HIPOTESES

Diante do exposto, foram formuladas as seguintes hipdteses:

1)

2)

A jacalina e 0 FSH mantém a viabilidade folicular e influenciam positivamente a ativacao
de foliculos primordiais caprinos inclusos em fragmentos de tecido ovariano cultivados in

vitro.

A jacalina, associada ou ndo ao FSH, afeta positivamente a expressdéo de RNAs
mensageiros para (BMP-15, KL, c-kit, GDF-9 e PCNA) em foliculos primordiais

caprinos cultivados in vitro.



5 OBJETIVOS
5.1 Objetivos Gerais

Avaliar o efeito de diferentes concentragdes de jacalina (0, 10, 25, 50 e 100 pg/ml),
bem como da sua associacdo com o FSH, sobre o desenvolvimento de foliculos primordiais
caprinos inclusos em fragmentos ovarianos cultivados in vitro.
5.2 Objetivos Especificos

Analisar o efeito da jacalina e do FSH, isolados ou em combinacéo, sobre o perfil de

expressao de RNAs mensageiros para (BMP-15, KL, c-kit, GDF-9 e PCNA) em foliculos

ovarianos caprinos cultivados in vitro por 6 dias.
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Abstract

This study aims to investigate the effects of jacalin and follicle stimulating hormone (FSH) on
survival and activation of primordial follicles and gene expression in cultured ovarian tissue.
Ovarian tissues were cultured for 1 or 6 days in medium supplemented with different media in
Jacalin (0, 10, 25, 50 and 100 pg/mL — experiment 1). Non-cultured (control) and cultured
ovarian fragments were processed for histological evaluation. After choosing the best
concentration of jacalin (50 pg/mL), ovarian tissues were cultured for 6 days in medium
supplemented with jacalin (50 pg/mL), FSH (50 ng/mL) or both. Non-cultured (control) and
cultured ovarian fragments were processed for histological studies, or stored to evaluate the
expression of BMP-15, KL, c-kit, GDF-9 and PCNA by PCR in real time. The results showed

that after 6 days of culture, the presence of jacalin or FSH were effective in maintaining the



percentage of normal follicles and in promoting primordial follicle activation. These
substances had no significant effect on the levels of mMRNA for BMP-15 and KL, but FSH
promoted a significant increase in the levels of mMRNA for PCNA and c-kit. On the other
hand, the levels of mMRNA for GDF-9 were reduced in tissues cultured in medium
supplemented with jacalin. In conclusion, jacalin and FSH are able to improve goat
primordial follicle activation and survival after 6 days of culture. Furthermore, presence of
FSH increases the expression of mRNA for PCNA and c-kit, but jacalin resulted in lower

GDF-9 mRNA expression.

Keywords: caprine, culture, ovarian fragments, preantral follicles, mMRNA.

Introduction

Folliculogenesis is coordinated by various hormones and growth factors that are
responsible for ensuring the success of follicular development (Bristol-Gould S, et al., 2006),
but the mechanisms that control primordial follicle activation are not yet completely
elucidated. Knowledge of this event is essential to fully understand female gamete
development. In this respect, considerable research has been done on the processes occurring
during and factors involved in early folliculogenesis by in vitro culturing ovarian cortical
tissue from different species [bovine (Wandiji, et al., 1996; Cushman, et al., 2002); baboon:
(Fortune, 1998); murine: (Oktay, et al., 2000; Parrot and Skinner, et al., 1999a) and human
(Hovatta, et al., 1997; Hreinsson, et al., 2002)]. Follicular activation is characterized by
transformation of the pre-granulosa cells from a flattened to a cuboidal shape, followed by
their proliferation. Cuboidal granulosa cells from growing follicles express proliferating
nuclear antigen (PCNA), which is a nuclear protein essential for follicular growth (Oktay et
al., 2000; El-Hefnawy, et al., 2001; Wandji, et al., 1996), and thus is considered to be a useful

marker of proliferating granulosa cells [(human Oktay, et al., 1998; Oktay, et al., 2000), non-



human primates (Gougeon, et al., 2000), bovine (Wandiji, et al., 1996; Fricke, et al., 1997),
ovine (Lund, et al, 1999), and murine (Oktay, et al., 1995)].

Several growth factors are involved in follicular survival, activation and proliferation
of granulosa cells (Fortune, et al., 2003). Studies on the expression patterns and biological
functions of growth differentiation factor 9 (GDF-9) and bone morphogenetic protein 15
(BMP15) have demonstrated that they play a critical role in early follicular development
(Dong, et al., 1996; Findlay, et al., 2002; Juengel, et al., 2002; Knight and Glister, 2003; Lin
et al.,, 2003; McNatty, et al., 2005a). Moreover, various studies have shown that the
interaction between Kit ligand and its receptor c-kit is important for primordial follicle
activation (Parrot and Skinner, 1999b; Celestino, et al., 2010), oocyte growth and survival
(Jin, et al., 2005), and granulosa cell proliferation (Oktay, et al., 1995). However, the results
achieved until now, especially on primordial follicle activation, are limited and inconclusive.
To improve our knowledge about the factors that control ovarian follicle development in
caprine species and to explore possible physiologic activities, it is important to conduct
studies with chemical substances other than hormones and growth factors. Lectins, for
example, could play an important role in folliculogenesis. For, these compound have specific
antigen binding to carbohydrates and are capable of interacting with several molecules of
biological fluids and cell surface receptors, acting as decoders of information exchanged
between molecules and cells (Misquith, et al., 1994).

Jacalin is one of the two lectins present in jackfruit (Artocarpus integrifolia) seeds.
This lectin has specific residues of D-galactose and is characterized as a tetrameric molecule
with a molecular mass of 39.5 kDa, consisting of o and B chains (Young, et al., 1991). Jacalin
has received considerable attention because of its interesting biological properties. More
importantly, it was shown to possess a potent and selective mitogenic effect on distinct T- and

B-cell functions (Bunn-Moreno and Campos Neto, 1981). Due to its ability to stimulate



subpopulations of T-cells, jacalin has been used as a mitogen factor to increase proliferation
of various cell types in vitro (Saxon, 1987). Because of the ability of lectins to promote cell-
cell and cell-matrix interactions, they may play a key role in proliferation, differentiation and
cell migration (Stulnig et al., 1993; Lis e Sharon, 1998). This is strengthened by the
demonstrated binding of jacalin to the zona pellucida and the oolemma of ovarian follicles
(Blackmore et al., 2004; Movilla, et al., 2004).

The aim of the present study is to evaluate the effect of different concentrations of
jacalin on the in vitro activation, survival and development of primordial follicles, and to
investigate the interaction of jacalin and FSH on growth, expression of mRNA for, BMP-15,

KL, c-kit, GDF-9 and PCNA in cultured goat ovarian cortical tissue.

Material and Methods

Unless mentioned otherwise, the culture media, jacalin and other chemicals used in the

present study were purchased from Sigma Chemical Co. (St Louis, MO).

Experiment 1: Effect of different concentration of jacalin on activation and survival of

goat primordial follicles

Ovarian cortical tissues (n=12) were obtained from six cross-breed goats Capra hircus
collected at a local slaughterhouse. Immediately postmortem, the ovaries were washed in 70%
alcohol for 10 seconds following two times in saline (0.9% NaCl) containing antibiotics
(2001U/ml penicillin and 100mg/ml streptomycin). The pairs of ovaries were transported
within 1 hour to the laboratory in saline (0.9% NaCl) containing antibiotics (1001U/ml
penicillin and 100mg/ml streptomycin) at 4°C (Chaves et al., 2008).

The culture system used was described in detail earlier by Silva, 2004b. Ovarian

cortical tissue from the same ovarian pair was cut in 18 slices (3mm x 3mm x 1mm) using a



scissor and scalpel under sterile conditions. The tissue pieces were then either directly fixed
for histological (uncultured control) or placed in culture for 1 or 6 days. Cortical tissues were
transferred to 24-well culture dishes containing 700 ul of culture media. Culture was
performed at 39°C in 5% CO; in a humidified incubator. The basic culture medium consisted
of 0-MEM (pH 7.2-7.4) supplemented with ITS (10 pg/ml insulin®, 5.5 pg/ml transferrin™,
and 5 ng/ml selenium™), 2 mM glutamine, 2 mM hypoxantine, antibiotics 2001U/ml penicillin
and 100 mg/ml streptomycin, 50 pg/ml™ ascorbic acid, 3.0 mg/ml of bovine serum albumin
(a-MEM™). The ovarian cortical fragments were cultured in control medium (MEM™) alone or
supplemented with different concentrations of jacalin (0, 10, 25, 50, or 100 pg/ml). Every 2
days, the culture medium was replaced with fresh medium. After one and six days of culture
period the pieces of ovarian tissue were fixed overnight at room temperature in 4%
paraformaldehyde in phosphate-buffered saline (PBS, pH 7.4) for histological studies. After
fixation, the ovarian fragments were dehydrated in a graded series of ethanol, clarified with
xylene, and embedded in paraffin wax. For each piece of ovarian cortex, 7 mm sections were
mounted on slides and stained with eosin and hematoxylin. Coded anonymized slides were
examined under a microscope (Nikon, Tokyo, Japan) at x100 and x400 magnification by a
single observer. The developmental stages of follicles were classified as primordial (one layer
of flattened or flattened and cuboidal granulosa cells around the oocyte) or growing follicles
(primary: one layer of cuboidal granulosa cells, and secondary: two or more layers of
cuboidal granulosa cells around the oocyte). These follicles were further classified
individually as histologically normal when an intact oocyte was present, surrounded by
granulosa cells that are well organized in one or more layers, and have no pyknotic nucleus.
Degenerated follicles were defined as those with a retracted oocyte, that has a pyknotic
nucleus and/or is surrounded by disorganized granulosa cells, which are detached from the

basement membrane. Overall, 150 follicles were evaluated for each treatment. The



percentages of healthy primordial and developing follicles were calculated before (fresh
control) and after culture in a particular medium.

The percentages of primordial and developing follicles, as well as of those classified
as morphologically normal after 1 or 6 days of culture in medium supplemented with different
concentration of jacalin were compared by Fisher's exact test (Graphpad Instat). The
differences were considered significant when P < 0.05.

Experiment 2: Effects of jacalin and FSH on follicle growth, gene expression in cultured

goat cortical tissue

Ovaries (n=16) from adult mixed-breed goats eight were collected as described in
experiment 1. After fragmentation, for uncultured controls, some pieces of goat ovarian
cortex were directly fixed for histological or stored at -80°C for extraction of total RNA. The
remaining fragments were cultured in vitro for 6 days in 24-well culture dishes containing
700ul of culture media. The basic culture medium consisted of a-MEM (pH 7.2-7.4)
supplemented with ITS (10 ug/ml insulin™, 5.5 pg/ml transferrin™, and 5 ng/ml selenium™), 2
mM glutamine, 2 mM hypoxantine, antibiotics 1001U/ml penicillin and 100 mg/ml
streptomycin, 50 pg/ml™ ascorbic acid, 3.0 mg/ml of bovine serum albumin (a-MEM™).
Ovarian fragments were cultured at 39°C in 5% CO; in a humidified incubator in MEM”
alone or a-MEM" supplemented with jacalin (50 pg/ml), FSH (50 ng/ml) or both. Every 2
days, the culture medium was replaced with fresh medium. To evaluate caprine follicular
morphology after 6 days of culture, the ovarian fragments were fixed overnight at room
temperature in 4% paraformaldehyde in phosphate-buffered saline (PBS, pH 7.4) for
histological studies and evaluated as described in experiment 1.

To evaluate the effects of jacalin, FSH and their combination on mRNA expression for
BMP-15, KL, c-kit, GDF-9 and PCNA after culture, 6-day cultured fragments from each

treatment were collected and then stored at -80°C until extraction of total RNA.



Total RNA extraction was performed using Trizol® purification kit (Invitrogen, S&o
Paulo, Brazil). According to the manufacturer’s instructions, 800 uL of Trizol solution was
added to each frozen samples and the lysate was aspirated through a 20-gauge needle before
centrifugation at 10,000 g for 3 min at room temperature. Thereafter, all lysates were diluted
1:1 with 70% ethanol and subjected to a mini-column. After binding of the RNA to the
column, DNA digestion was performed using RNAse-free DNAse (340 Kunitz units/mL) for
15 min at room temperature. After washing the column three times, the RNA was eluted with
30 puL RNAse-free water. The RNA concentration was estimated by reading the absorbance at
260 nm and was checked for purity at 280 nm in a spectrophotometer (Amersham
Biosciences, Cambridge, England) and 2 ug of total RNA was used for reverse transcription.
Before the reverse transcription reaction, samples of RNA were incubated for 5 min at 70°C
and then cooled in ice. Reverse transcription was performed in a total volume of 20 uL, which
was comprised of 10 uL of sample RNA, 4 uL 5X reverse transcriptase buffer (Invitrogen,
Sédo Paulo, Brazil), 8 units RNAseout, 150 units Superscript Il reverse transcriptase, 0.036 U
random primers (Invitrogen, Sdo Paulo, Brazil), 10 mM DTT, and 0.5 mM of each dNTP. The
mixture was incubated for 1 h at 42°C, for 5 min at 80°C, and then stored at -20°C. Negative
controls were prepared under the same conditions, but without the inclusion of the reverse
transcriptase. Quantification of mRNA was performed using SYBR Green. PCR reactions
were composed of 1 uL cDNA as a template in 7.5 uL of SYBR Green Master Mix (PE
Applied Biosystems, Foster City, CA), 5.5 uL of ultra-pure water, and 0.5 uM of each primer.
The primers were designed by using the PrimerQuestSM program (http://www.idtdna.com) to
perform amplification of BMP-15, KL, c-kit, GDF-9 and PCNA housekeeping gene
(Ubiquitin-C) UBC and B-actin (Table 1). This housekeeping gene has shown highest stability
in caprine preantral follicles (Frota, et al., 2011) and, thus, was used to normalize expression

of target genes. The specificity of each primer pair was confirmed by melting curve analysis



of PCR products. The efficiency amplification for all genes was verified according to Pfaffl
(2001). The thermal cycling profile for the first round of PCR was: initial denaturation and
activation of the polymerase 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 72°C. The final extension was for 10 min at 72°C. All reactions

were performed in a real time PCR Realplex (Eppendorf, Germany).

The percentages of morphologically normal follicles, as well as those of primordial
and developing follicles after 6 days of culture were initially subjected to Fisher’s exact test
(P<0.05). Levels of mRNA for BMP-15, KL, c-kit, GDF-9 and PCNA in cultured fragments
were analysed by using the non-parametric Kruskal-Wallis test (P<0.05). The delta-delta-Ct
method was used to transform the Ct values into normalized relative expression levels (Livak
e Schmittgen, 2001). The data were calculated from three independent replicates. Data were

expressed as mean + sem.

Results

Experiment 1: Effect of different concentrations of jacalin on activation and survival of
goat primordial follicles

Histological analysis showed the presence of degenerated (Fig.1a) and normal (Fig.1b)
follicles in cultured ovarian cortical fragments. A total of 2.351 preantral follicles were
analyzed. After 6 days, the percentage of normal follicles after culture of ovarian tissue in
different concentrations of jacalin (0, 10, 25, 50, or 100 pg/ml) had decreased significantly
when compared with uncultured control or with tissues cultured for 1 day in the same
condition. Compared to ovarian tissue that was for 6 days cultured in a-MEM™, the percentage
of normal follicles was significantly increased in this period, when 50 pg/mL of jacalin was

added of to this medium (Figure 2).



After 1 or 6 days, culture of ovarian fragments in the different media significantly
reduced the percentage of primordial follicles (Figure 3) compared to that in fresh control
tissue (P<0.05), but increased the percentage of developing follicles (Figure 4). Additionally,
a progressive reduction of primordial follicles and increase of developing follicles (P<0.05)
was observed with the increase of culture period from one to six days (Figures 3 and 4).
Moreover, when compared to culture in o-MEM®*, supplementation of 50 pg/mL of jacalin to
this medium even further reduced the percentage of primordial follicles and increased the

percentage of developing follicles (Figure 3 and 4).

Experiment 2: Effects of jacalin and FSH on follicles growth, gene expression in

cultured ovarian cortical tissue

In total, 1.282 preantral follicles were analyzed and after 6 days, culture of ovarian
fragments in all tested media reduced the percentage of normal follicles, when compared to
uncultured control (day 0) (P<0.05). After 6 days of culture, higher percentages of normal
follicles were observed in ovarian tissue cultured in presence of FSH (50 ng/mL), Jacalin (50
pug/mL) or both, when compared with control medium (a-MEM®), but no synergistic
interaction between FSH and jacalin was observed (Figure 5).

After 6 days of culture, compared to the uncultured control group, a significant
reduction (P<0.05) in the percentage of primordial follicles and increase of developing
follicles was observed in all other tested media. When compared with tissue cultured in
control medium (a-MEM™), a significant reduction (P<0.05) in the percentage of primordial
follicles and increase of developing follicles was observed in tissues cultured in medium
supplemented with FSH (50 ng/mL), jacalin (50 ug/mL) or both, but no synergistic interaction

was observed between FSH and jacalin (Figures 6 and 7).



Efficiency values obtained for g°PCR amplification of the primers are presented in
Table 2 and show that amplification efficiency was near the theoretical optimum level.
Uncultured control tissue (day 0) and tissue cultured for 6 days in o-MEM" alone or
supplemented with FSH, jacalin or both had similar levels of mRNA for BMP-15 and KL
(Figure 8A and B). In contrast, the presence of FSH in culture medium significantly increased
the levels of mRNA for c-kit, when compared to tissues cultured with FSH and jacalin (Figure
8C). In addition, the presence of FSH increased the levels of mRNA for PCNA when
compared with uncultured control (P<0.05, Figure 8D). Unfortunately, when compared to
control medium, the level of GDF-9 mRNA was significantly reduced in ovarian tissue

cultured in medium containing jacalin, (Figure 8E).

DISCUSSION

The present study demonstrated the importance of jacalin and FSH on in vitro survival
and follicular activation of caprine preantral follicles in a 6-day culture system. The
percentage of primordial follicles was dramatically reduced, with a concomitant increase in
the number of developing follicles after in vitro culture of ovarian tissue. Supplementation of
culture medium with 50 pg/mL of jacalin or FSH caused further decrease of primordial
follicles and increase of developing follicles, and contributed in maintaining follicle survival
after 6 culture days. Since jacalin has the property to bind carbohydrates and to improve cell
to cell adhesion (Sharma, et al., 1997; Yagi, et al., 1995), this lectin may have recognized and
mediated adhesion between carbohydrates, that are present in granulosa cells and oocyte. The
communication between granulosa cells during the preantral and early antral follicle stages is
necessary to ensure survival and subsequent oocyte developmental competence. The
interaction between oocytes and granulosa cells during follicular development is mutually

beneficial, since the oocytes regulate granulosa cell functions and inhibit apoptosis in the



layers of cells immediately around the oocyte (Hussein, et al., 2005). On the other hand,

granulosa cells support oocyte competence (Albertini, et al., 2001; Fatehi, et al., 2005).

Apart from its favorable role in cellular adhesion, jacalin may have a mitogenic
function on granulosa cells from activated primordial follicles, since lectins are considered to
be mitogenic factors for different kinds of cells (Bunn Moreno e Campos Neto, 1981;
Miranda-Santos, et al., 1991; Misquith, et al.,1994; Sell e Costa, 2002 ). It has been suggested
that mitogenic lectins interact with components of cell membranes to stimulate cell
proliferation (Sharon, 1986). Unfortunately, the exact mechanism of lectin-stimulated mitosis
is unknown. Because this is the first study dealing with the effects of jacalin on the survival
and growth of primordial follicles cultured in vitro follicles, our findings cannot be compared
with those of other studies on follicular lectins.

The addition of FSH and jacalin was effective in promoting follicular viability and
follicular activation, but there was no synergistic interaction between FSH and jacalin. The
effect of FSH on follicular growth and survival in vitro is well described and many studies
have emphasized the important role of FSH in maintaining viability (Matos, et al., 2007a) and
stimulation of in vitro follicle growth (Adriaens, et al., 2004; Cecconi, et al., 1999, Mao, et
al., 2002). It has been demonstrated that FSH receptors are expressed in follicles from the
primary stage onward (Oktay, et al., 1997; Médure, et al., 2002), but the absence of FSH
receptors at the primordial stage does not exclude the possibility that FSH has an indirect
effect on very early follicle development via factors released by larger follicles or ovarian
stromal cells (Silva, et al., 2004b). The developing follicles may produce growth factors that
act in a paracrine manner on surrounding primordial follicles. Among the local factors that
may be involved in early folliculogenesis are fibroblast growth factor (FGF) (Almeida, et al.,

2012; Matos, et al., 2007d), epidermal growth factor (EGF) (Silva, et al., 2006; Silva, et al.,



2004b), BMP-15 (McNatty, 2005a; Otsuka, 2002), KL (Parrot and Skinner, 1999b; Celestino,
etal., 2010) and GDF-9 (Silva, 2004c; Dong, 1996; Juengel, 2002).

The presence of FSH in culture medium stimulated the expression of mRNA for
PCNA in cultured ovarian tissue. PCNA performs the essential function of providing
replicative polymerases with the high processivity required to duplicate an entire genome
(Maga and Hubscher, 2003) and has been used as a marker of granulosa cell proliferation in
various species [bovine: Wandji et al.,1996; caprine: Silva et al., 2004b; non-human primates:
Wandiji et al., 1997; rodents: Muskhelishvili et al., 2005; Oktay et al., 1995]. Furthermore, the
expression of PCNA by granulosa cells and oocyte is closely associated with the initiation of
growth primordial follicle (Figueiredo et al., 2006). Several authors have demonstrated that
FSH promotes an increase in follicular diameter and proliferation of granulosa cells (rats:
McGee et al., 1997; mouse: Nayudu e Osborn, 1992; Cortvrindt et al., 1996; 1998; bovine:
Wandji et al., 1996; Saha et al., 2000; caprine: Silva et al., 2004b; ovine: Cecconi et al.,
1999; human: Roy and Treacy, 1993; Wright et al., 1999). FSH-induced proliferation of
granulosa cells is mediated by various paracrine factors (for review, see van den Hurk e Zhao,
2005).

Apart from PCNA mRNA expression, FSH also increased the expression of c-Kit
MRNA. The presence of jacalin, however, blocked this effect. Previous studies indicate that
the KL/c-kit system is considered a key regulator of follicular growth, acting on the activation
of primordial follicles and in its development (Yoshida et al., 1997; Lima et al., 2010). Lima
et al., (2011) quantified the expression of MRNA for c-kit and demonstrated a decrease in the
levels of c-kit mRNA during the transition from the primary to the secondary follicle stage.
Because lectins, as jacalin, are able to bind to glycoproteins (Roque-Barreira e Campos Neto,
1985), it is possible that binding of jacalin either to FSH or its receptors, which both are

glycoproteins, did reduce the effects FSH during culture. FSH appeared able to control the



expression of GDF-9 (Wang et al., 2006). The currently found jacalin-induced reduction of
GDF-9 mRNA expression can also be due to a jacalin-evoked reduced ability of FSH to bind
to its receptors.

In conclusion, jacalin and FSH are able to improve activation and survival of caprine
primordial follicles within 6-days in vitro cultured ovarian cortical fragments. The presence of
FSH increases the ovarian cortical tissue expression of mRNA for PCNA and c-kit, but
jacalin blocks its effect on c-kit expression. Jacalin furthermore reduced the GDF-9 mRNA
expression in cultured caprine ovarian cortical tissue. This study opens new perspectives to

use jacalin as supplement in culture medium of preantral follicles.
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Figure 1. Histological section of non-cultured tissue after staining with hematoxylin and
eosin (H&E), showing a degenerated primary follicle (a) and a normal primary follicle (b). O,
oocyte; n, nucleus; G, granulosa cells. (Original magnification x400).
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Figure 2. Percentage of morphologically normal follicles in uncultured control tissue and
after culture for 1 or 6 days in a-MEM" supplemented with different concentrations of jacalin
(0, 10, 25, 50 and 100 ug/mL). *Differs significantly from fresh control; A, B- differences
between treatments after 6 days; a,b - Difference between days of cultured (P<0.05).
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Figure 3. Percentage of primordial follicles in uncultured control tissue and after culture for 1
or 6 days in a-MEM™ supplemented with different concentrations of jacalin (0, 10, 25, 50 and
100 pg/mL). *Differs significantly from fresh control; A, B - differences between treatments
after 6 days; a,b - Difference between days of cultured (P<0.05).
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Figure 4. Percentage of development follicles in uncultured control tissue and after culture
for 1 or 6 days in a-MEM" supplemented with different concentrations of jacalin (0, 10, 25,
50 and 100 pg/mL). *Differs significantly from fresh control; A, B - differences between
treatments after 6 days; a,b - Difference between days of cultured (P<0.05)
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Figure 5. Percentage of morphologically normal follicles in uncultured control tissue (day 0),
and in tissue cultured for 6 days in medium containing FSH, jacalin or both. *Differs
significantly from fresh control follicles. A, B - differences between treatments after 6 days
(P<0.05).
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Figure 6. Percentage of primordial follicles in uncultured control tissue (day 0) and in tissue
cultured for 6 days in medium containing FSH, jacalin or both. *Differs significantly from
fresh control follicles. A, B - differences between treatments after 6 days (P<0.05).
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Figure 7. Percentage of developing follicles in uncultured control tissue (day 0) and in tissue
cultured for 6 days in medium containing FSH, jacalin or both. *Differs significantly from
fresh control follicles. A, B - differences between treatments after 6 days (P<0.05).
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Figure 8. Levels of mRNA expression for in BMP-15 (A), KL (B), c-kit (C), PCNA (D) and
GDF-9 (E) in uncultured control tissue (day 0) and in tissue cultured for 6 days in medium
containing FSH, jacalin or both.



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

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

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




Target gene

efficiency of primer

UBQ
B-Actin
BMP-15

KL
c-kit
GDF-9

PCNA

1.02

1.08

1.00

1.04

1.01

1.02

1.02




7 CONCLUSOES GERAIS

e A jacalina na concentracdo de 50 pg/mL foi a mais efetiva na promogéo da ativagéo
folicular, desenvolvimento e manutencdo da viabilidade folicular durante o cultivo in situ

por 6 dias.

e O cultivo in situ com 50 pug/mL de jacalina sozinha ou associada ao FSH promoveram

ativacéo folicular, no entanto, ndo houve um sinergismo entre as duas substancias.

e A presenca de FSH aumentou a expressdao do RNAm para PCNA e c-kit, enquanto que

a presenca da jacalina reduziu a expressao do GDF-9.



8 PERSPECTIVAS

Os resultados obtidos neste trabalho poderdo ser utilizados para aperfeigoar a
elaboracdo de meios de cultivo dindmicos capazes de propiciar 6timas condi¢cdes para manter
a sobrevivéncia folicular, bem como a ativacao de foliculos primordiais durante o cultivo in
vitro. Considerando que a jacalina tem um grande potencial biotecnolégico, este estudo abre
novas perspectivas para avaliar o efeito desta lectina em diferentes fases do desenvolvimento

folicular in vitro.
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