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"E melhor tentar e falhar,

gue preocupar-se e ver a vida passar;

€ melhor tentar, ainda que em véo,

gue sentar-se fazendo nada até o final.
Eu prefiro na chuva caminhar,

que em dias tristes em casa me esconder.
Prefiro ser feliz, embora louco,

gue em conformidade viver ..."

Martin Luther King
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ESCLARECIMENTOS

O meio de cultura definido desenvolvido pelo nosso laboratério, sob
orientacdo da Profa. Dra. Alzira Amélia Martins Rosa e Silva, aqui denominado como
o-MEM, esta sob regime de patente, a qual foi depositada no INPI sob o Protocolo
n° 012080000612. Portanto a sua composicdo ndo sera apresentada neste trabalho,

nem os dados obtidos divulgados publicamente durante periodo previsto de
confidencialidade.
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Resumo

Os efeitos dos horménios gonadotrépicos sobre o desenvolvimento folicular ja& sé&o
bem caracterizados, no entanto, interacdes entre gonadotrofinas, esteroides e fatores
de crescimento sobre os mecanismos intraovarianos envolvidos na regulacdo da
foliculogénese e esteroidogénese ainda sao pouco compreendidos. Neste sentido, o
presente trabalho padroniza sistemas de cultivo com as células somaticas da parede
do foliculo, representado pela hemisseccdo da parede folicular, utilizando dois meios
distintos: Um meio definido, aqui denominado a-MEM e um meio indefinido, aqui
denominado TCM. Os sistemas de cultura foram avaliados com relacdo a
manutencao da atividade esteroidogénica, por dosagem dos hormdnios estradiol e
progesterona, expressao do RNAmM da proteina StAR, enzimas da esteroidogénese, e
receptor de FSH, aspectos morfoldégicos e imunomarcacdo para Cx43 nas
hemisseccbes antes e apos cultivo por 24 e 48 horas. Foram utilizados ovarios de
vacas abatidas em frigorificos e transportados até o laboratério em solugéo salina a
37 °C, dos gquais foram dissecados foliculos aparentemente saudaveis com 4 e 5 mm
diametro. Os foliculos foram seccionados ao meio para obter as hemissec¢des da
parede do foliculo, ou em trés para obtencdo das partes utilizadas na analise de RT-
PCR. As secc¢des do foliculo foram cultivadas em meio 100ul do meio e incubadas em
estufa a 37,5C com 5% CO2 e 95% umidade por 24 ou 48 horas. Os Resultados
mostram que 0s meios possuem capacidades de regulacdo distintas sobre a
esteroidogénese folicular, caracteristicas morfolégicas e imunomarcacédo para Cx43.
Os Sistemas de cultura com meio TCM apresentaram elevada concentracado de P4
com 24 horas, e aumento progressivo da secre¢ao deste hormonio no cultivo com 48
horas, reducdo da luminosidade das bandas das enzimas da esteroidogénese (
P450scc, arom, 17bHSD, 3bHSD) e do receptor do FSH apds cultivo de 48 horas,
além de alteracdo da morfologia celular a qual adquire forma semelhante a
fibroblastos e perda da comunicacdo célula-célula evidenciada pela auséncia da
imunomarcacdo para Cx43 nas celulas foliculares; resultados que indicam
luteinizacdo celular, que podem ser decorrentes do uso do soro fetal bovino e
elevadas concentracdo de FSH utilizado neste meio. Ja os resultados obtidos para o0s
sistemas de cultura que utilizaram o meio definido a-MEM puro ou acrescido de FSH
em concentracdo fisiologica, mostra habilidade deste meio em manter atividade

esteroidogénica ao longo do tempo de cultura, com menor secrecédo de P4 do que a
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obtida no meio indefinido, que ndo se altera ao longo da cultura, manutencdo da
expressdo das enzimas da esteroidogénese apos 48 horas de cultivo, além de
conservar a caracteristica morfolégica das células semelhantes as obtidas in vivo e
elevada expressdo da proteina Cx43, resultados semelhantes aqueles obtidos com
outros sistemas de cultivo livre de soro, e deixa evidente a capacidade do meio em
manter as ceélulas foliculares in vitro com comportamento semelhante aquele de
células de foliculos saudaveis e em desenvolvimento. No meio a-MEM acrescido com
FSH foi evidente o efeito estimulante sobre atividade esteroidogénica das células
somaticas quando utilizado em dose fisiologica, por estimular a P450 aromatase e

prevenir morte celular.



1. INTRODUCAO

O desenvolvimento folicular estd bem caracterizado com relagdo as
acOes enddcrinas das gonadotrofinas, entretanto, os mecanismos pelos quais
fatores intra-ovarianos regulam o desenvolvimento folicular ainda ndo estéo claros.
Tendo em vista que os métodos para estudos in vivo destes mecanismos
intrafoliculares envolvem altos gastos (ROBERTS & ECHATERNKAMP, 1994), e
ndo fornecem o isolamento de eventos fisioloégicos, faz-se importante a
padronizacdo de cultura de células foliculares que busque contornar tais
dificuldades, utilizando métodos que permitam identificar o papel dos fatores locais
(ROBERTS & ECHATERNKAMP, 1994; GUTIERREZ, et al.; 1997a).

Alguns autores vém tentando estabelecer um sistema de cultura de
células de granulosa (CG) capaz de manter in vitro as caracteristicas funcionais e
bioquimicas destas células em termos de producdo de estradiol e expressédo de
RNAmM da enzima esteroidogénica P450arom. Dorringt & Amstrong (1979)
obtiveram resultados satisfatorios com o cultivo de CG de ratos, no entanto, estudos
realizados com CG de bovinos ndo alcancaram os mesmos resultados, ja que estas
células luteinizavam espontaneamente, fato este comprovado pelo aumento da
producdo de progesterona (P4), concomitante a decrescente producao de estradiol
(E2) (LUCK, 1985; SIRARD, 1990; CONG,1994; ROWILLIER, 1996).

A suplementacdo do meio de cultivo com o soro fetal bovino (SFB) foi
indicada como principal responsavel pela luteinizacdo das CG nestes sistemas de
cultivo in vitro, além disso, este componente tem habilidade de carrear horménios
esteroides e outros fatores desconhecidos quanto a sua quantidade e origem
(ROBERTS & ECHATERNKAMP, E GUTIERREZ et al, 1997), originando um meio

com constituicdo indefinid.



Diante das limitacbes encontradas com o uso de SFB, tentou-se
substitui-lo por substancias que pudessem desempenhar fun¢des semelhantes e
gue néo carreassem fatores desconhecidos. Assim, alguns pesquisadores sugerem
a adicao de albumina sérica bovina (BSA) como fonte doadora de macromoléculas
e amino&cidos em sistema de cultivo de CG livre de soro (GUTIERREZ et al, 1997a;
SILVA & PRICE, 2002), com o qual obtiveram concentracbes crescentes de
estradiol em até 6 dias de cultura. No entanto, Mingotti (2000) detectou
contaminacdo de esteroides, principalmente progesterona (P4) no BSA utilizado
neste sistema de cultivo.

Na intencdo de buscar um sistema de cultivo de células que fosse
guimicamente definido, onde todos os componentes sdo conhecidos quanto a
origem e quantidade, sem o risco de se utilizar componentes contaminados com
substancias desconhecidas indesejaveis, sugeriu-se o0 uso do alcool polivinilico
(PVA) como doador de macromoléculas, por ser uma molécula inerte e sintética
capaz de manter o ajuste de osmolaridade em sistemas in vitro (BIGGERS, 1997;
THOMPSON, 1996), permitindo estudar eventos foliculares isolados.

Montrezor (2002) padronizou um sistema de cultura de CG bovina sob
condi¢des definidas, utilizando o a-MEM + PVA, onde foi observada elevada sintese
de estradiol ao longo das 144 horas de cultura e manutencdo das caracteristicas
morfoldgicas das CG semelhante aquela observada nas CG in vivo, estes
resultados sugerem que este sistema de cultivo de CG é um modelo viavel para
estudos relacionados a fisiologia ovariana, ja que o meio teve habilidade de manter
a atividade esteroidogénica semelhante & observada em foliculos em
desenvolvimento.

A parede do foliculo é constituida basicamente por CG, CT interna e CT
externa; e tanto em bovinos como em outros mamiferos observa-se proeminente
interacdo entres esses tipos celulares. Com o objetivo de estudar a interacéo entre
as CG e CT foram desenvolvidos sistemas de co-cultivo dessas células onde foi
possivel observar que a comunicagdo CG-CT resulta em modulagéo reciproca na
proliferacdo, na atividade esteroidogénica e nas caracteristicas morfologicas destas
células (KOTSUJI, 1990; BOSC, 1997).

Um exemplo de interacdo intercelular € a complexa cooperacao entre
CG-CT na sintese de esterdéides, onde o andrégeno produzido pela CT serve como
substrato para a sintese de estradiol pelas CG (FORTUNE, et al.,1994; ERICKSON,



et al,1985). Outra interacdo entre os dois tipos celulares também foi descrita, e
consiste nos fatores que implicam na modulacdo do crescimento folicular, em
especial, em uma fase tardia que precede a ovulacdo (MARIANA, et al. 1991;
DUFFOUR, 1987). Todos esses fatores evidenciam a importancia das interacdes
CG-CT nos mecanismos de controle da funcao folicular ovariana.

No entanto, apesar dos sistemas de co-cultura ja desenvolvidos
disponibilizar um ambiente favoravel ao estudo de alguns eventos reprodutivos
(BOSC, 1997; KOTSUJI,1990), faz-se necessario o desenvolvimento de um sistema
de cultura que seja constituido por todos os componentes da parede folicular ou
células sométicas, devido a diferentes fungdes que as CT interna e externa exercem
sobre as CG. De maior importancia ainda é a busca de condic¢des in vitro na qual
estas células da parede folicular ndo se luteinizem e sim produzam 17( estradiol e
atue fisiologicamente como a parede de um foliculo ovariano em crescimento. Uma
alternativa que é utilizada, com o fim de suprir essa falha, consiste no cultivo da
hemissecgéo da parede do foliculo ovariano, utilizando o meio de cultura definido
preparado por nosso grupo de pesquisa, buscando assim, simular um ambiente in
Vivo.

Sirard e colaboradores (1993, 1996) investigaram o efeito inibitorio da
hemisseccéo da parede do foliculo sobre a retomada da meiose no odcito in vitro
guando estdo em co-cultura. Contudo, o meio de cultura utilizado por Sirard
luteiniza as células da HS e, portanto representa um sistema de cultivo com células
gue se comportam semelhante aquelas da fase latea. Além destes trabalhos ndo ha
relatos quanto ao comportamento da HS em cultura com relacdo a sintese de
esterdides, a atividade das enzimas da esteroidogénese e caracteristica morfologica

das células.



2. OBJETIVOS

Geral:

O objetivo do trabalho consiste na caracterizacao e padronizagédo de dois
sistemas de cultivo de células somaticas do foliculo ovariano bovino (HS), um em
meio quimicamente definido que utilizada o PVA no lugar do BSA, o outro em meio
indefinido por ser acrescido de SFB.

Especifico:

Avaliar o comportamento das HS da parede de foliculos ovarianos
saudaveis quando cultivados em meio de cultura definido (a-MEM e a-
MEM+FSH) ou em meio indefinido (TCM). Estes dois sistemas de
cultivo serdo investigados com relacdo a secrecao de esterdides,
expressao de enzimas da esteroidogénese, caracteristicas morfolégicas

das células e imunomarcacao para a proteina Cx43.



3. REVISAO

3.1 Foliculogénese

O foliculo ovariano de mamiferos é composto por trés tipos celulares: o
odcito (O0) - a célula germinativa - envolto pelas CG (CG) e as CT (CT), que
constituem a por¢cdo somatica capaz de sintetizar horménios esterdides. Assim, o
foliculo desempenha atividade gametogénica e esteroidogénica (MCGEE et al |,
2000).

O destino do foliculo é determinado pela foliculogénese, a qual segue
uma dindmica onde ha o recrutamento de um grupo de foliculos primordiais para o
crescimento, apos estimulo gonadotréfico, seguido do desenvolvimento em foliculo
antral e selecdo de um ou mais foliculos para adquirir dominancia e ovular,
liberando o odcito maduro para ser fecundado (HSUEH, 2000). Os demais foliculos
sdo degenerados por atresia, destino fisiologico de aproximadamente 99% dos
foliculos ovarianos (VALDEZ et al, 2005).

A foliculogénese ovariana pode ser dividida em fase pré-antral ou
independente de gonadotropinas, caracterizada pelo crescimento e diferenciacéo do
odcito controlados por fatores de crescimento locais através de mecanismos
autécrinos e/ou paracrinos; e fase antral ou gonadotropina-dependente, marcado
pelo rapido crescimento do foliculo e regulado pelos horménios gonadotropico FSH,

LH e por fatores de crescimento.



3.1.1 Estagios do desenvolvimento folicular

A oogénese € iniciada anteriormente a foliculogénese. O processo de
geracdo do odcito ocorre ainda na vida fetal a partir das células germinativas
primordiais derivadas do endoderma do saco vitelinico do embrido, seguido da
proliferacdo e migracdo por movimentos ameboides até a crista genital e
colonizagéo da gbnada primitiva; em bovinos esse evento ocorre em torno do 35°
dia de gestacdo (ADAMS et al, 2008). As células germinativas primordiais se
diferenciam em oogonias, as quais sofrem uma série de divisbes mitdticas antes de
do inicio da sua primeira divisdo meidtica e formagdo do odcito primério, o qual
permanece na fase de préfase 1 até o individuo atingir a maturidade sexual
(PICTON, 2001; VAN de HURK et al, 2004).

O inicio da meiose no od6cito coincide com o inicio da formacédo dos
foliculos primordiais e, consequentemente, do processo de foliculogénese. O
foliculo primordial consiste em um odcito primario (~25um diametro) circundado por
uma camada Unica de células somaticas achatadas, conhecidas como células pré-
granulosa, as quais séo originadas de células do mesonefro que migraram até o
ovario; envoltas por uma lamina basal que separa a pré-granulosa das células do
estroma ovariano (PICTON, 2001). Os oo0citos remanescentes que nao formaram
foliculos primordiais entram em processo de degeneracao.

O numero de foliculos primordiais presentes no ovario bovino no
momento do nascimento sdo aproximadamente 150.000 e constitui a reserva total
de odcitos a serem recrutados, selecionados e ovulados ao longo da vida
reprodutiva (WEBB et al, 1999).

Estes foliculos primordiais permanecem quiescentes no ovario até
entrarem em um evento conhecido como recrutamento inicial, um processo
continuo que inicia apos a formacéo do foliculo e continua até pouco antes do inicio
da puberdade. Nesse evento, um grupo de foliculos primordiais é estimulado a
iniciar seu crescimento sob efeito de fatores locais (MCGEE et al, 2000); neste
momento ha a transicéo para foliculos primarios, onde a camada simples de células
achatadas em torno do oocito se torna cuboidal e adquire atividade mitogénica,
passando a serem chamadas CG (SALHA et al, 1998). A transicdo dos foliculos
primordiais a primarios é considerada um evento independente da acdo direta do

FSH (MEDURI et al, 2002). O recrutamento inicial ndo deve ser confundido com o



recrutamento ciclico, que ocorre apds a puberdade como resultado do aumento
transitorio do FSH circulante a cada ciclo reprodutivo que leva ao recrutamento de
um grupo de foliculos antrais iniciais.

Alguns dos fatores locais que influenciam positivamente a transicdo dos
foliculos primordiais a primarios descritos para bovinos sdo o KL (kit ligante
derivado das CG), o GDF-9 (fator de diferenciacdo do crescimento-9), a ativina e o
BMP (Proteina morfogenética do osso). Enquanto o KL estimula o crescimento do
oocito, o GDF-9 regula a proliferacdo e diferenciacdo das CG (PARROTT et al,
1999; VAN DE HURK et al, 2004).

Apesar de foliculos antrais bovinos com diametro de até 4mm poderem
crescer na auséncia de FSH, uma alteracdo importante no foliculo primério é a
expressdo do receptor de FSH nas CG, sugerindo o papel coadjuvante do FSH no
controle do estagio pré-antral, podendo acelerar o seu desenvolvimento folicular
(XU et al, 1995).

A medida que as CG dos foliculos primarios proliferam formando duas
ou mais camadas, esses foliculos passam a ser chamados foliculos secundarios ou
pré-antrais. Neste estagio os oécitos aumentam de tamanho (~120um) e secretam
as glicoproteinas da zona pellcida; as CG proliferam ativamente sob acédo da GDF-
9 e BMPs, h&a a formacéo de jun¢gdes comunicantes (“gap junctions”) entre o odcito
e CG e entre CG-CG, permitindo transporte bidirecional de moléculas reguladoras e
nutrientes (EPPIG, 1994), e formacéo as CT, provenientes da diferenciacdo das
células do estroma (VAN DE HURK et al, 2004), seguido de efeito angiogénico que
gera vasos na camada da teca carreando tanto nutrientes quanto horménios
gonadotrdpicos. Logo, o foliculo secundario contém um odcito envolto por uma zona
pelicida e aproximadamente nove camadas de CG, lamina basal, CT interna, CT
externa e uma rede de capilares.

Apesar de pouco vascularizados, os foliculos secundarios podem
responder aos hormdnios gonadotrépicos e desenvolverem-se até foliculo antral,
mesmo com pequenas quantidades de FSH circulante. No entanto, o LH parece ser
mais importante neste estagio do que o FSH, ja que as CT expressam receptor para
LH, o qual controla a biossintese de androgenos por essas células e sdo capazes
de estimular a formacao de receptores de FSH nas CG e amplificar o efeito do FSH
no foliculo secundario (VAN de HURK et al, 2004).



A formacédo do foliculo antral é caracterizada por uma multicamada de
CG e pela presenca de uma cavidade preenchida por fluido chamado fluido
folicular, o antro. O fluido folicular é produto do transudato plasmatico dos vasos da
camada da teca e de secrecdes do odcito e das CG. Sua producdo é intensificada
pelo incremento na vascularizacdo folicular e permeabilidade dos vasos
sanguineos. O tamanho do foliculo antral ou foliculo de Graaf é determinado pelo
acumulo do fluido folicular e pela proliferacdo das CG e da teca.

A formacado dos foliculos antrais iniciais € relativamente independente
de gonadotrofinas. As CT sintetizam progestagenos e androgenos enquanto que as
CG permanecem deficientes da enzima aromatase, apesar de expressarem RNAmM
para o receptor de FSH. A partir deste ponto a continuidade do crescimento dos
foliculos antrais se torna dependente dos hormdnios gonadotropicos e seguem
entdo a dinamica folicular, a qual compreende trés eventos distintos: o

recrutamento, a selecéo e a dominancia folicular.

3.1.2 Dinamica folicular durante o ciclo estral bovino

A dinamica folicular em bovinos tem sido amplamente estudada,
principalmente com o desenvolvimento da técnica de ultra-sonografia associada a
dosagens hormonais, de modo a ter sido bem caracterizado o padrdo de
crescimento folicular, o qual segue um modelo de ondas de crescimento que
ocorrem ao longo do ciclo estral. Em bovinos podem ocorrer duas ou trés ondas
foliculares por ciclo, e cada onda é caracterizada pelo recrutamento de um grupo de
8 a 41 foliculos antrais pequenos (3 mm) para continuarem a crescer (ADAMS et al,
2008), apd6s aumento transitério da concentracdo plasmatica de FSH. A taxa de
crescimento permanece similar entre os foliculos da onda por dois dias, quando um
foliculo é selecionado para continuar o crescimento e tornar-se o foliculo dominante,
enquanto que os foliculos subordinados entram em atresia e regridem (CROWE,
1999; WEBB et al, 1999). O foliculo selecionado para dominancia que se
desenvolve durante a fase folicular ira se diferenciar até foliculo pré ovulatorio e
ovular, enquanto o foliculo dominante que se desenvolve durante a fase latea do
ciclo estral ird entrar em atresia devido a auséncia do pico de LH (BAO et al,
1997a).



O recrutamento ciclico ocorre apos inicio da puberdade e é resultado do
aumento transitério de FSH plasmatico (MCGEE et al, 2000). O recrutamento e
selecéo de foliculos antrais ocorrem em ondas foliculares e o numero varia entre as
espécies. Os foliculos recrutados expressam RNAmM das enzimas P450scc,
P450c17, 3BHSD, Star e receptor de LH nas CT e P450 aromatase nas CG, o que
permite produzir estradiol a partir dos andrégenos sintetizados na teca. Este
aumento da expressdo de RNAm para P450scc e P450arom pode estar associado
com a preparacdo do foliculo para continuar a crescer (XU et al, 1995; BAO et al,
1997a).

O evento conhecido como selecdo compreende a aquisi¢gdo, por um
foliculo, da capacidade de continuar a crescer, diferenciar e ovular, dentre os varios
foliculos recrutados e que se encontram com tamanhos e em estagios de
desenvolvimento semelhantes ao foliculo selecionado.

A selecédo do foliculo dominante parece ocorrer entre 36 e 48 horas
apos o inicio da primeira onda folicular (WEBB et al, 1999), quando os niveis
séricos de FSH caem significativamente, devido ao feedback negativo promovido
pelo aumento da producdo de estradiol e inibina pelos foliculos (MARTIN et al.,
1991); levando consequentemente a diminuicdo da frequéncia de pulsos do LH. O
foliculo selecionado para continuar a crescer € aquele funcionalmente mais
desenvolvido e melhor adaptado para responder aos hormdnios gonadotréficos,
mesmo quando estes estiverem em baixas concentracdes (GINTHER et al, 1996;
BAO et al, 1997a), isto é, aquele cujo microambiente intrafolicular dispde de
mecanismos ou fatores estimulatérios que amplificam os efeitos do FSH, permitindo
gue responda de maneira mais robusta do que o foliculo subordinado as baixas
concentragdes plasmaticas do FSH (GINTHER et al, 2000).

Logo, a selecdo folicular para a dominancia parece estar associada
com a expressdo do RNAm do receptor de LH, receptor FSH, P450arom e 3BHSD
nas CG e aumento da expressao do rLH nas CT interna (XU et al, 1995; BAO et al,
1997a, b), o que proveria este foliculo de maior capacidade esteroidogénica notada
no foliculo dominante.

A expressdo do RNAm para receptores de LH nas CG € aumentada ao
longo do tempo e crescimento do foliculo e parece estar limitada a foliculos com alta
expressdo de RNAm para P450scc e P450arom nas CG (BAO et al, 1997a).
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No entanto, estudos publicados posteriormente mostram que a
expressdo de receptores de LH nas CG nao é o ponto critico para que o foliculo
selecionado se torne dominante, mas sim alteracdes no sistema IGF. O IGF-1
desempenha papel importante no crescimento folicular por estimular a proliferacédo
das CG e aumentar a sua atividade esteroidogénica, além de agir sinergicamente
com os horménios gonadotropicos para promover a diferenciacdo das células
foliculares (FORTUNE et al, 2001; FORTUNE et al, 2004; GINTHER et al, 2004).

Alguns dos fatores intrafoliculares indicados como responsaveis pela
ativacdo do processo de selecao folicular séo o sistema IGF, esterdides, peptideos
inibina A/ activina A, receptores de gonadotropinas e fatores angiogénicos
(ARMSTRONG & WEBB, 1997). Entretanto, os Unicos fatores envolvidos
funcionalmente na selecéo folicular sdo os horménios IGF-1 associado ao sistema
IGF, estradiol e aos receptores de LH (GINTHER et al, 2004).

Dias do ciclo estral

Esquema 1 - Ciclo estral completo em uma vaca com duas ondas foliculares.
(adaptado Roberto Sartori.)

3.1.3 Foliculo Dominante versus Foliculo subordinado

Uma maneira de compreender os mecanismos importantes envolvidos
na selecdo do foliculo dominante € via determinacgdo das diferentes caracteristicas
entre foliculos subordinados e dominantes ap0s a selecdo. Embora ocorra a

emergéncia de um foliculo significativamente maior (dominéancia morfolégica) que
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os demais recrutados, sabe-se que este evento € precedido por alteragcdes no
ambiente intrafolicular (dominancia bioquimica) mesmo enquanto todos os foliculos
possuem o mesmo tamanho. Dentre as modificagdes intrafoliculares que ocorrem
no foliculo selecionado para a dominancia antes mesmo da alteracdo morfologica
estdA a producdo de estradiol, expressdo de RNAmM para receptores de
gonadotropinas e enzimas da esteroidogénese e o sistema IGF.

Uma das caracteristicas mais marcantes do foliculo dominante é a alta
capacidade de sintese de estradiol, e conseqiente alta concentracdo desse
horménio no fluido folicular, quando comparado ao foliculo subordinado de uma
mesma onda folicular (FORTUNE et al, 2001). Em ondas né&o ovulatorias, quando o
foliculo dominante desenvolve durante a fase lutea, o alto nivel de producdo de
estradiol ndo é mantido, e outro aumento transitorio do FSH ocorre (GINTHER et al,
2000) e recruta uma nova onda folicular. Entretanto, se ha a lutedlise durante a
selecdo do foliculo dominante, a producdo de estradiol aumenta rapidamente e
progressivamente no foliculo preovulatério (FORTUNE et al, 2004).

O aumento da secre¢do de estradiol € a chave para o sucesso do
desenvolvimento folicular e ovulacéo, no entanto, uma questao critica € como um
foliculo dentre outros semelhantes € capaz de aumentar a sintese de estradiol tdo
rapidamente. Em busca de melhor compreenséo deste evento e tendo em vista que
a sintese de estradiol ocorre sob estimulacdo de gonadotropinas e depende tanto
da sintese de androgenos quanto da aromatizacdo do estradiol, Bao e Garverick
(1998) compararam os niveis de RNAm para receptores de LH e FSH, e de enzimas
da esteroidogénese de foliculos recrutados e selecionados. Eles encontraram que o
foliculo dominante possui altos niveis de RNAm para receptores de LH nas CT e da
granulosa do que os foliculos recrutados, mas os niveis de receptores de FSH nas
CG néo diferiram. Além disso, os niveis de RNAm da 17a hidroxilase e aromatase é
maior nas CG de foliculos dominantes do que de foliculos recrutados, enquanto que
a P450scc esta aumentada somente nas CG.

No entanto, o grupo de pesquisa de Fortune (2004), encontrou
resultados diferentes comparando o foliculo dominante com o maior foliculo
subordinado. E encontraram elevados niveis de RNAmM para receptores de LH e
17ahidroxilase nas CT e RNAmM de receptores de FSH e aromatase nas CG de
foliculos dominantes do que em foliculos subordinados. Nao sendo detectada

alteracdo na expressado do RNAm para receptores de LH (rLH) nas CG dos foliculos
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dominantes, sugerindo que a aquisicdo do rLH ocorre num estagio tardio da
diferenciacdo do foliculo dominante.

A expressao do RNAm para receptores de gonadotropinas e enzimas da
esteroidogénese sdo importantes para a alta producéo de esteroides pelo foliculo
dominante. No entanto, observou-se que estes dois eventos ocorrem concomitantes
com a dominancia morfolégica, isto é, aumento do tamanho do foliculo. Estudos
demonstram que a dominancia bioquimica, alteracdes no ambiente intrafolicular,
ocorre antecedendo a dominancia morfolégica, e € caracterizada principalmente por
mudancas no sistema IGF (FORTUNE et al, 2001; FORTUNE et al, 2004), o qual
desempenha papel importante na selec¢éo do foliculo dominante.

O sistema IGF ovariano é constituido por dois ligantes, IGF-I e IGF-II,
dois receptores, tipo 1 e tipo 2, seis proteinas ligadoras de IGF, IGFBP-1, 2, 3, 4, 5
e 6, e a protease de proteina ligadora de IGF, IGFBP protease, (SPICER et al,
2001).

O IGF-I in vitro estimula a proliferacdo das CG, aumenta a sintese de
estradiol e aumenta a resposta das CG ao FSH (SPICER et al, 2001; MONGET et
al, 2002; GINTHER, 2006). Em contraste, as proteinas ligadoras de IGF,
principalmente as IGFBP-2, 4, e 5, exercem efeito negativo sobre as a¢cdes do IGF
por ligar-se a ele e impedir sua ligacdo com seu receptor. No entanto, as proteases
de IGFBP clivam as IGFBPs, permitindo que o IGF permanece livre e se ligue ao
seu receptor, isto €, ele aumenta a biodisponibilidade do IGF. Entdo, uma alteracéo
neste sistema complexo pode afetar potencialmente o desenvolvimento folicular
(FORTUNE et al, 2004).

Em bovinos, o crescimento folicular e regressao estdo mais associados
a alteracbes nas concentracdes de IGFBPs do que a mudancas nas concentracdes
de IGF-I, até mesmo porque ndo foram detectadas diferencas de IGF total no fluido
folicular de foliculos subordinados e foliculo dominante (SPICER et al, 2001;
FORTUNE et al, 2004). Em contraste, os niveis de IGFBP-2, 4 e 5 diminuem
drasticamente no foliculo selecionado para a dominancia, o que leva a um aumento
da biodisponibilidade do IGF-I nos foliculos em crescimento, e tem sua expressao
aumentada nos foliculos subordinados (SPICER, 1995). In vitro, ARMSTRONG et
al. (1998) demonstrou que o FSH é um forte inibidor da expressdo de RNAmM da
IGFBP-2 nas CG de bovinos, sugerindo que a diminuicdo dos niveis desta IGFBP

nos foliculos preovulatérios € dependente do FSH.
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Um outro fator que leva ao aumento da biodisponibilidade do IGF-I no
fluido folicular é a expressdo aumentada da proteina plasmatica A associada a
gravidez (PAPP-A), responsavel pela degradacdo da IGFBP-4 nos foliculos
preovulatorios. A expressdo de RNAmM da PAPP-A esta restrita as CG e esta
positivamente relacionada a expressdo da aromatase e de receptores de LH
(MAZERBOURG et al, 2001).
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3.2 Esteroidogénese no Foliculo Ovariano

Esteroidogénese é o nome dado a via biossintética na qual células
especializadas sintetizam hormonios da classe dos terpenos conhecidos como
esterdides (STOCCO, 2001) a partir de um precursor comum, a molécula de
colesterol. Nos ovarios essa via € constituida por dois grupos enzimaticos:
Citocromos P450, representados pelo P450 side chain cleavege (P450scc), 17a
hidroxilase (P450cl17) e P450 aromatase (P450arom); e o0s esteroides
oxidorredutases, representados pela 33-hidroxi-esteroide desidrogenase (33-HSD)
e 17B-hidroxi-esteroide desidrogenase (17HSD).

O repertorio de enzimas expressas nas células esteroidogénicas €
compativel com a capacidade de sintese de um esterbide especifico. Logo, a
capacidade esteroidogénica é regulada principalmente pela quantidade e pelo nivel
de expressao génica de enzimas especificas de um determinado tipo celular, e ndo
pela ativacao ou inativacéo seletiva das mesmas (HANUKOGLU,1992).

A taxa de producdo dos esterdides hormonais é determinada pela
disponibilidade de colesterol, precursor de todos os horménios esterdides, para as
células, assim como do nivel e da atividade de enzimas envolvidas na via
biossintética da esteroidogénese.

Resumidamente, a esteroidogénese folicular é iniciada com o transporte
do colesterol para o interior da membrana interna da mitocéndria pela Star, seguida
da sua conversdao em pregnenolona pela enzima citocromo P450 colesterol side-
chain cleavage (P450scc), a qual € expressa nas CT e da granulosa. Como a
esteroidogénese segue principalmente a via A5 em ruminantes, a pregnenolona &
metabolizada até dehidroepiandrosterona pela enzima P450 17ahidroxilase
(P450cl17) nas CT, e entdo em androstenediona pela 3Bhidroxiesteroide
desidrogenase (3BHSD). A androstenediona migra para as CG, onde é convertida
em estrona pela enzima P450 aromatase (P450arom) e em seguida convertida em
estradiol pela 17Bhidroxiesteroide desidrogenase (17pHSD). As CG ndo expressam
a P450c17 e por isso ndo podem converter progesterona em andrégenos (SAHMI,
et al, 2004).
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Esquema 2 - Biossintese de esterdides no foliculo ovariano. (Textbook of Endocrine
Physiology, 1996).

A esteroidogénese folicular envolve os dois tipos de células sométicas da
parede do foliculo, as CG e as CT, as quais apresentam funcdes e capacidades
esteroidogénicas distintas resultantes da expressédo diferenciada de receptores
hormonais nas suas membranas celulares e das enzimas da esteroidogénese.

A atividade esteroidogénica das CG e das CT responde principalmente
aos hormoénios gonadotroéficos, horménio foliculo estimulante (FSH) e o horménio
luteinizante (LH), respectivamente. Esses horménios exercem seus efeitos nas
células-alvo através da ativacdo da adenilato ciclase, levando ao aumento
intracelular do AMPc, o qual muitas vezes age como segundo mensageiro
intracelular, induzindo a expressao das enzimas da esteroidogénese nestas células
(STRAUSS & HSUEH, 2001).
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As acdes do FSH estao restritas as CG, as quais expressao o receptor de
FSH em qualquer estagio do desenvolvimento folicular; enquanto o LH exerce efeito
tanto sobre as CT quanto sobre as CG. No entanto, as CT adquirem o receptor de
LH logo no inicio do desenvolvimento folicular, enquanto as CG s6é comecam a
expressar o receptor de LH apds a selecdo do foliculo para a dominancia e sob
influéncia do FSH e do estradiol.

O FSH age nas CG induzindo a proliferagéo celular e a expressao das
enzimas da esteroidogénese P450 aromatase, aumentando consequentemente a
sintese de estradiol, alétm de aumentar a habilidade das CG em sintetizar
progestagenos por estimular a expressdo das enzimas P450scc e 3B-HSD sem
induzir a luteinizagéo (OJEDA, 1996).

O LH aumenta a secrecao de andrégenos pelas CT por estimular a
expressdo das enzimas P450scc e 17a hidroxila. As CT desempenham papel
importante na sintese dos estrogenos por ser responsavel pela sintese dos
androgenos, que sao utilizados como substrato da P450aromatase na biossintese
de estradiol pelas CG.

Isso porque as CG ndo possuem a enzima 17ahidroxilase, ndo sendo
capazes de sintetizar os andrégenos, precursores dos estrogenos. A producdo de
17Bestradiol pelas células foliculares ocorre gragas a um mecanismo de cooperacao
endocrina entre as CG e as CT conhecido como “modelo Duas células- Duas
gonadotrofinas”. Nesse modelo, a célula da teca, sob influéncia do LH, produz
andrégenos que apo6s a difusdo para o outro compartimento folicular, as CG, sao
convertidos em estrogenos via reagcdo de aromatizacdo induzida e suportada pelo
FSH (WILLIAMS & LARSEN, 2003).
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Esquema 3 - Modelo Duas células- Duas gonadotrofinas. (Adaptado do Textbook of
Endocrine Physiology, 1996).

3.2.1 Aquisicao do colesterol

A sintese dos horménios esterbides no ovario é dependente da
disponibilidade de colesterol livre no interior das células esteroidogénicas. Estas
células podem utilizar colesterol obtido a partir da sintese de colesterol “de novo” via
a enzima 3-hidroxi 3-metilglutaril coenzima A (HMG-CoA), do colesterol pré formado
estocado no interior das células ou do colesterol livre constituinte das membranas
plasmaticas. No entanto, muitos estudos indicam que maior parte do colesterol
utilizado é adquirido a partir das lipoproteinas plasmaticas de alta densidade (HDL)
e baixa densidade (LDL) (GARMEY et al,2000). Logo, a quantidade de colesterol
circulante € importante para a atividade esteroidogénica e desordens que levam a
diminuicdo de LDL ou do HDL plasmaético estdo associadas a redu¢do na producao
de progesterona.

A captura das LDLs pelas células esteroidogénicas ocorre por ligacdo da
apoproteina da lipoproteina a um receptor especifico na superficie de membrana,
seguido da internalizagcdo do complexo, formando uma estrutura denominada
endossomo, localizada no citoplasma celular. A medida que o endossomo se funde
com o lisossoma, ha a degradacéo das lipoproteinas por esterases lisossomais e
disponibilizacao de colesterol livre, 0 qual pode ser entéo utilizado pelas enzimas da
esteroidogénese (ARMSTRONG et al, 1994; BERTAN et al, 2006). J4 as moléculas
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de HDL se ligam a um receptor especifico e de alta afinidade “scavenger”, classe B
e do tipo | conhecido como SR-BI (LANDSCHLZ et al,1996) que reconhece tanto a
apolipoproteina HDL quanto lipidios.

O equilibrio entre os ésteres de colesterol provenientes das lipoproteinas,
agqueles armazenados na forma de goticulas no citoplasma e o colesterol livre &
mantido pelo balanco de duas enzimas: a acilcoenzima A colesterol aciltransferase
(ACAT), também conhecida como colesterol éster sintetase e a esterol éster
hidrolase (esterase). Enquanto uma promove o armazenamento na sua forma
esterificada, a outra catalisa o éster de colesterol, gerando colesterol livre
(ARMSTRONG et al, 1994).

Um dos mecanismos pelos quais horménios gonadotroficos estimulam a
esteroidogénese € aumentando a expressdo de receptores de LDL (low desity
lipoprotein) na membrana dessas células, otimizando a endocitose e a consequente
degradacédo das apolipoproteinas e hidrélise dos ésteres de colesterol pela lipase

acida.

3.2.2 StAR e Enzimas da Esteroidogénese folicular

3.2.2.1 Proteina de Regulacdo aguda da Esteroidogénese — StAR

Assim como muitas vias biossintéticas, a esteroidogénese também possui
um fator limitante, o qual por muito tempo se acreditou que fosse a ativacdo da
enzima P450scc, responsavel pela conversao do colesterol em pregnenolona (BAO
et al, 1998). No entanto, estudos recentes demonstram que 0 ponto critico na via é
o transporte do substrato colesterol da membrana mitocondrial externa para a
membrana mitocondrial interna, onde a enzima P450scc esta localizada. Este ponto
se torna limitante devido as propriedades hidrofébicas que impossibilitam a
passagem do colesterol por difusdo simples através do espacgo intramembranoso
das mitocdndrias, que é aquoso, para ter acesso a P450scc (STOCCO, 2001).

A proteina de regulacdo aguda da esteroidogénese (StAR) é sintetizada
no citoplasma como uma pré-proteina contendo uma sequéncia N-terminal que
direciona a proteina até a mitocéndria; onde esta sequéncia finalizadora € clivada
dando origem a sua forma madura com 30kDa. A StAR n&o tem papel significativo
no transporte do colesterol através do citoplasma da célula até a membrana externa

da mitocondria, o grupo de proteinas descritas como de maior importancia nesse
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transporte intracelular sdo membros da familia das StarD4, que séo estruturalmente
semelhantes a StAR (SOCCIO et al, 2003). A principal funcdo da StAR é o
transporte do colesterol livre da membrana externa para a membrana interna da
mitocondria. (STOCCO, 2001; MILLER, 2007). O mecanismo de acdo da StAR
proposto recentemente se refere a uma alteracdo da sua estrutura conformacional
decorrente da sua interagdo com um fosfolipideo protonado da membrana externa
da mitocondria, que resulta na abertura de um canal que permite a passagem do
colesterol até a membrana interna da mitocondria. Ha evidéncias indicando que
para exercer sua acado a StAR requer outras proteinas, uma delas é a PBR, receptor
benzodiazepinico periférico, que tem papel chave na aquisicdo de colesterol pela
mitocondria de células esteroidogénicas (MILLER, 2007).

O RNAmM da StAR €& expresso preferencialmente, mas nao
exclusivamente, nas CT de foliculos preovulatérios de suinos e bovinos (BAO et al,
1998, GARMEY et al, 2000). No entanto, ha resultados divergentes quanto a
expressao da StAR nas CG, que podem ser decorrentes dos diferentes graus de
diferenciacdo das células utilizadas e/ou da sensitividade do ensaio utilizado na
deteccdo da proteina (GARMEY et al,2000).

3.2.2.2 Reacao “side chain cleavage”

Em todos os tecidos com atividade esteroidogénica, o primeiro passo na
via biosintética € a conversdo do colesterol no primeiro horménio esteroide,
pregnenolona (STOCCO,2001). Esta conversao ocorre com quebra da molécula de
colesterol (C27) entre os carbonos C22 e C20 pela acdo catalitica da enzima
citocromo P450 side-chain cleavage (P450scc), que tem como doador de elétrons o
NADPH e como sistema transportador uma flavoproteina - adrenodoxina redutase

(HANUKOGLU et al, 1993) e esta localizada nha membrana interna da mitocondria.

3.2.2.3 34-Hidroxiesterdide desidrogenase 45-44 isomerase

O complexo enzimatico 3B-HSD é uma proteina microssomal que utiliza a
forma oxidada do dinucleotideo adenina nicotinamida (NADPH) como cofator
(GORE-LANGTON & ARMSTRONG, 1993) e catalisa a conversao de esteroides 5-
ene-3/3hidroiesterdides, conhecidos como pregnenolona, 17- OH pregnenolona,

dehidroepiandrosterona (DHEA) em seus correspondentes compostos 4-ene-
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3cetoesteroides, progesterona, 17-OH progesterona, androstenediona,
respectivamente (SIMARD et al, 1995).

A pregnenolona é um intermedidrio comum de todas as classes de
hormoénios esterdides produzidos pelo foliculo, ela é sintetizada na mitocéndria sob
acao da enzima P450scc sobre o colesterol, e em seguida migra para o reticulo
endoplasmatico onde pode seguir duas vias, A4 ou A5. Na via A4 a pregnenolona &
convertida em progesterona pela 3HSD nas CT ou granulosa, enquanto que na via
A5 ela € convertida em dehidroepiandrosterona (DHEA) pela P450 17ahidroxilase,
s6 entdo o DHEA é convertido em androstenediona pela 3BHSD nas CT. Esta é a
via preferencial dos foliculos bovinos (BAO et al, 1997b).

A 3BHSD é encontrada ndo apenas em tecidos conhecidamente
envolvidos com a esteroidogénese como o coOrtex da adrenal, ovarios e testiculos,
mas também em tecidos periféricos como pele, tecido adiposo, figado, rim, cérebro.
Esta ampla distribuicdo da expressdo da enzima indica seu importante papel na
formacao de esterbides sexuais em tecidos alvo (SIMARD et al, 1995).

Estudos in vitro realizados em bovinos indicam que somente CG
provenientes de foliculos selecionados para a dominancia expressam 3BHSD,
podendo ser mais importante na regulacdo da secrecédo de progesterona do que a
P450scc neste estagio de desenvolvimento (BAO et al, 1997b; SAHMI et al, 2004);
enquanto que a sua expressdo € amplamente encontrada em CT de foliculos em

gualquer fase do desenvolvimento (BAO et al, 1997a, b).

3.2.2.4 17 a Hidroxilase/ 17,20 desmolase / P450c17

A 17ahidroxilase/17,20desmolase € um complexo enzimético ancorado
na membrana do reticulo endoplasmatico (microssomas) cuja atividade é limitante
na biossintese dos andrégenos (C19) no foliculo ovariano. Este sistema enzimatico
€ um citocromo P450 que desempenha mista funcédo oxidase, requerendo como
cofator oxigénio molecular e NADPH, para catalisar duas reacdes: A hidroxilacdo da
pregnenolona e da progesterona no carbono 17 e a clivagem na ligagdo C17,20.
Sendo que o intermediario 17ahidroxil permanece ligado ao complexo enzimatico,
nao aparecendo na forma livre (GORE-LANGTON & ARMSTRONG, 1993).

A expressaio do RNAm para a 17ahidroxilase foi encontrada

exclusivamente nas CT. A capacidade de iniciar expressdo desta enzima surge
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primeiramente em células proximas a membrana basal e pertencentes a foliculos no
estagio pré-antral e esta capacidade aumenta com o crescimento progressivo do
foliculo e diferenciacdo das CT. Tanto a expressdo da enzima quanto a sua
atividade séo reguladas pelo hormonio luteinizante (LH) (BRAW-TAL et al, 2005).

3.2.2.5 P450 aromatase

A P450 aromatase é um complexo enziméatico localizado na membrana do
reticulo endoplasmatico, principalmente das CG, que utiliza andréogenos
provenientes das CT como substrato para a sintese de estrégenos. Para que esta
reacdo ocorra, a aromatase catalisa trés hidroxilagdes sucessivas no androgeno
(hormdnio esterdide com 19 moléculas de carbono), usando 3 mol de NADPH e 3
mol de oxigénio molecular para produzir o estrogeno, caracterizado por ser um
horménio ester6ide com 18 moléculas de carbono e um anel aroméatico-A. Esta
reacdo € acompanhada pela eliminacdo de um grupo metil na forma de acido
férmico (GORE-LANGTON & ARMSTRONG, 1993).

Em bovinos, a expressdo do RNAmM da P450 aromatase foi amplamente
detectada especificamente em CG de foliculos saudaveis com diametro de 4 a
6mm. Essa expressdo aumenta ao longo do desenvolvimento folicular e diminui
drasticamente em foliculos atrésicos (BAO et al, 1997a). Estudos in vitro com CG de
bovinos cultivadas em meio livre de soro demonstram a capacidade do FSH em
aumentar tanto a producédo de estradiol quanto a expressdo do RNAm da P450
aromatase (SILVA e PRICE et al, 2000), e esse efeito é amplificado na presenca
concomitante do IGF-I e da insulina (GUTIERREZ et al,1997a; SILVA e PRICE et al,
2002;).

Agindo de maneira contraria ao FSH, o pico do LH diminui rapidamente a
expressdo do RNAm da P450 aromatase em CG de foliculos preovulatorios, por
aumentar a degradacéo e inibir a transcricdo da aromatase e, consequentemente,
direcionando a expressdao génica da célula para produtos relacionados com a
ovulagéo e luteinizacéo (FITZPATRICK et al, 1997).

3.2.2.6 P450 17BHidroxiesteroide desidrogenase (178HSD)
A enzima 17BHSD catalisa o ultimo passo do processo de sintese dos
esterdides sexuais e 0 primeiro passo na sua degradacdo. Sua atividade principal €

como 17Bhidroxiesteroide desidrogenase (17BHSD) e consiste na interconversao de
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17Bcetoesteroides como a dehidroepiandrosterona, androstenediona e estrona, nos
seus correspondentes 17Bhidroxiesteréides, androstenediol, testosterona e
17Bestradiol. Mas também pode ter atividade cetoesteréide redutase (KSR) e
inativar esterdides sexuais potentes, convertendo-os em sua forma de pouco ou
nenhuma atividade biol6gica (LIN et al, 2006).

Esse papel importante da 17BHSD na sintese e degradacdo dos
esterdides se deve ao fato de poder ser expressa na forma de cinco isoenzimas que
apresentam uma localizacdo celular, substratos, mecanismos de regulacdo e
atividade catalitica oxidase ou redutase diferentes. A isoenzima tipo 1 foi a primeira
a ser determinada e catalisa a formacédo de 17Bestradiol a partir da estrona. A
isoenzima tipo 2 degrada 17fBestradiol em estrona e testosterona em
androstenediona, enquanto que a isoenzima tipo 4 degrada 17Bestradiol em estrona
e androstenediol em dehidroepiandrosterona. As enzimas 17BHSD tipo 3 e 5
catalisam a formacao da testosterona a partir da androstenediona nos testiculos e
tecidos periféricos, respectivamente (LABRIE et al, 1997).

Apesar da sua importancia na sintese de 17Bestradiol, pouco € conhecido
sobre a expressdo da enzima 17BHSD no ovario de ruminantes. No entanto,
estudos recentes mostraram que a isoenzima tipo 1 € a isoforma predominante nos
ovarios de ruminantes (LUU-THE et al, 2001), e a expressdo do RNAm em CG
cultivadas em meio definido aumenta ao longo do desenvolvimento do foliculo,
sendo amplamente expresso em ceélulas provenientes de foliculos com alta
atividade estrogénica (>8mm), o que sugere que a expressdo da 17HSD aumente
drasticamente com o inicio da dominancia folicular. Assim como a expressao da
P450 aromatase, a expressdo do RNAm da 17BHSD tipo 1 é regulada pelo FSH de
maneira dose-dependente (SAHMI, et al, 2004).
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3.3 Expressao da Conexina 43 em células foliculares

As jungBes comunicantes, também conhecidas como juncfes gap, sao
descritas como agregados de canais intercelulares, compostos pela proteina
conexina localizada entre células adjacentes. As proteinas conexinas se
oligomerizam formando conexons gque se inserem na membrana plasmatica de cada
célula originando um “hemicanal”. Apés a formacdo dos conexons das células
adjacentes, estes tém de se reconhecer e se alinhar corretamente para a formacao
de um canal intercelular completo e funcional (Paul, 1995).

O canal formado permite comunicacao e sinalizacao intercelular rapida,
com movimentos de ions, metabdlitos e moléculas de baixo peso molecular (SIMON
et al., 1997).

O ovario bovino expressa as conexinas Cx26, Cx32, Cx37 e Cx43. As
CG de foliculos atrésicos expressao a Cx32. A Cx26 foi detectada em odcitos de
foliculos em estagio inicial do desenvolvimento e em CG e teca de foliculo antral. A
expressdo da Cx37 ocorre no odcito e CG de foliculo pré-antral, e sua expressao
diminui com a formacdo do antro(JOHNSON et al., 2002, 1999). A Cx43 esta
localizada nas CG de foliculos primarios e sua expressdo aumenta com O
desenvolvimento folicular e formagédo do antro em foliculos saudaveis (GERSHON
et al., 2008). Enquanto que a expressdo do RNAm da proteina é dramaticamente
reduzida em foliculos atrésicos (MELTON et al., 2001).

JUNEJA et al.,(1999) sugerem que a Cx43 exerce papel critico na
ativacdo da foliculogénese, uma vez que camundongos deficientes em Cx43
tiveram o inicio do desenvolvimento folicular interrompido. Em foliculos antrais a
expressdo da Cx43 é regulada principalmente pelos hormdnios gonadotréficos. O
FSH estimula a expressao da Cx43 no ovario, enquanto o LH reduz (YOGO et al.,
2002).
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4. MATERIAL E METODOS
4.1 Delineamento Experimental

4.1.1 EXPERIMENTO 1 — Determinacdo da concentracdo dos hormonios estradiol
(E2) e progesterona (P4) nos meios de cultura.

Foliculos de 5mm diametro foram seccionados ao meio para obtencéo
das hemisseccdes. Foram feitos dois grupos, em um grupo, enguanto uma
hemisseccéo foi cultivada em 100ul de meio TCM a outra foi cultivada em 100ul de
meio a-MEM, no outro grupo, uma HS foi cultivada em 100l meio a-MEM e a outra
em 100yl meio o-MEM + FSH (10ng/ml). As hemisseccbes foliculares

permaneceram em cultivo por 24 ou 48 horas.

a/ \p

— 1 C

Meio TCM ou a-
Meio aMEM +
24 ou 48 horas VIEM + FSH
* cultivo l
Dosagem Estradiol e Dosagem Estradiol
Progesterona e progesterona

Esquema 4 - cultivo das hemisseccdes em meio a-MEM e TCM.
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4.1.2 EXPERIMENTO 2 — Verificagdo da expressao da proteina StAR, das enzimas
da esteroidogénese e do receptor de FSH (rFSH) pelas células somaticas do
foliculo ovariano bovino quando cultivado em trés meios de cultura distintos.

Os foliculos obtidos foram seccionados em trés partes e foram feitos
dois grupos experimentais. No primeiro grupo a primeira parte da parede folicular foi
imediatamente encaminhada para fazer RT PCR e representa o tempo zero,
enquanto as demais foram colocadas em cultivo, uma no meio TCM a outra no a-
MEM. No outro grupo, uma parte da parede folicular foi imediatamente processada,

enquanto as demais foram cultivadas em meio a-MEM+FSH por 24 ou 48 horas.

Tempo zero RT-pcr
A P B e

T -
/Ny /Ny

— 1 I— R E—

o-MEM + FSH
a-MEM TCM a-MEM + FSH
Apbs 24 ou
48 h 24h 48h
b v v
RT per RT pcr per per

Esquema 5 — figura A — representa a obtencdo das partes da parede do foliculo ovariano
que foram submetidas ao RT PCR, em tempo zero, e apos cultivo nos meios a-MEM e
TCM. Figura B — representa a obtencdo das partes da parede do foliculo ovariano que
foram submetidas ao RT PCR, em tempo zero, e apds cultivo nos meios a-MEM + FSH por
24 e 48 horas.

4.1.3 EXPERIMENTO 3 - Anadlise das caracteristicas morfologicas e
imunolocalizacdo da conexina 43 nas células da HS folicular antes e apds serem
cultivadas em trés meios de cultura distintos.

Os foliculos ovarianos foram seccionados ao meio, originando duas
hemisseccbes. Enquanto uma hemisseccao foi imediatamente fixada e direcionada
para processamento histolégico e imunoistoquimico e representa o tempo zero, a
outra, foi cultivada em meio TCM ou meio a-MEM. Foram feitos cultivos por 24 e
48horas.
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Tratamento Tratamento
a-MEM TCM
Tempo zero Meio a-MEM Tempo zero Meio TCM
24 ou 48 horas 24 ou 48 horas
¢ cultivo ¢ cultivo

Processamento rl?rocleﬁsgmento Processamento E.rocleﬁsgmento
histologiae histo or?_lae _ histologia e histo or?_lae -
imunohistoquimica Imunohistoquimica imunohistoquimica imunohistoquimica

Esquema 6 - Experimento para obtencdo das hemissec¢des em tempo zero e apés cultivo
nos meios a-MEM e TCM para serem submetidas a histologia e imunohistoquimica.

4.2 Coleta dos ovarios e obtencéo e cultivo das hem issecc¢bes (HS) foliculares
para estudos in vitro

Os ovarios foram obtidos de vacas, em diferentes momentos do ciclo
reprodutivo, abatidas nas unidades da rede de Frigorificos FRIBOI de Formosa-GO
e Planaltina-DF, ou do Frigorifico Raca no Paranoa-DF, situados a
aproximadamente uma hora do Laboratério para Estudo da Reproducdo - UnB.
Imediatamente apds o abate, os ovarios foram removidos das visceras e imersos
em solucao fisiologica aquecida a 35-38TC, acrescid a de estreptomicina 100mg/ml
(Estreptomax, Ourofino Ltda.) (Sirard, 1992). Em seguida, foram transportados até o
laboratério, lavados em solucéo fisiologica pré-aquecida na temperatura de 35T e
mantidos nessa mesma solucdo em banho-maria até 0 momento da dissecacao dos
mesmos.

Os foliculos ovarianos foram selecionados mediante observacgfes
visuais, de modo a utilizar aqueles com didmetro em torno de 4-5 mm, com formato
esférico, boa vascularizacdo e parede transliucida (Sirard, 1993). Apds serem
selecionados, os foliculos foram cuidadosamente dissecados com o auxilio de
tesouras e bisturi, em placas de petri e ambiente estéril, sendo retirado o maximo de
tecido conectivo possivel (estroma) e em seguida mantidos em PBS aquecido até

serem divididos ao meio com auxilio de bisturi para entédo obter as hemisseccoes.
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- Aahes

Imagem 1 - Foliculo ovariano dissecado (seta vermelha).

As hemisseccdes de cada foliculo tiveram destinos diferentes, enquanto
uma foi direcionada para ser analisada no tempo zero (To) a outra hemisseccao foi
cultivada em 100ul de meio e incubada em estufa a 95% umidade, 5% de CO2,
38,5C, por 24 e 48 horas. Foram utilizados trés me ios de cultivo, para comparacao.
Um meio complexo ja amplamente utilizado para cultura de tecido, TCM 199+SFB;
gue leva em sua composicdo o meio TCM-199 com sais de Earle, L-glutamina e
bicarbonato (Gibco), suplementado com soro fetal bovino (SFB), piruvato de sédio,
FSH (200ng/ml), penicilina/estreptomicina; um meio quimicamente definido
padronizado em nosso laboratério, a-MEM+PVA - o-MEM, com L-glutamina,
ribonucleosideos e desoxiribonucleosideos (Gibco), suplementado com bicarbonato
de sodio, Hepes, alcool povinilico — PVA, selenium, transferrina, androstenediona,
IGF-1, insulina, aminoacidos ndo essenciais-NAAS, penicilina/estreptomicina, e este
mesmo meio quimicamente definido acrescido de dose fisioldgica (10 ng/ml) do
horménio foliculo estimulante (FSH), a-MEM+PVA+FSH.

4.3 Determinacdo do RNAmM das Enzimas da Esteroidogé nese na hemissecgao
folicular por RT-PCR.

4.3.1 Extragcdo do RNAm

Foram usados materiais, vidrarias e reagentes RNase-free. Para isso,
toda a vidraria empregada no preparo de reagentes e na extragdao de RNA foi
esterilizada a 180T por 12 horas em estufa. Foi utilizada agua altamente purificada
(Sistema Milli-Q, Millipore) tratada com solucéo 0,1% de DEPC (dietilpirocarbonato)
por 12 horas e autoclava antes do uso.

Foi feito a extracdo do RNAm total das partes do foliculo ovariano, de

modo que uma foi imediatamente processada, representando desta forma o tempo
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zero, enquanto que as outras foram cultivadas em um dos meios previamente
descritos nos tempos 24 e 48 horas.

As partes da parede do foliculo ovariano (~7mg tecido) foram
vigorosamente homogeneizadas com 1ml do Reagente Trizol (Invitrogen), com o
auxilio de pistilo RNase free; foram entdo adicionados 200ul de cloroférmio e, apos
homogeneizacdo por agitagcdo durante 15 segundos, foram centrifugados a uma
rotacdo de 12000x g a 4<C, durante quinze minutos. ApoOs centrifugacdo, foram
formadas trés fases distintas: uma fase aguosa que corresponde ao RNA total do
tecido triturado; uma fase branca intermediaria que corresponde a proteina total; e
uma fase cor-de-rosa que correspondente ao DNA total da amostra. A fase aquosa
gue continha o RNA total foi transferida para outro tubo Eppendorf, enquanto que o
restante foi desprezado.

Ao RNA total obtido foram acrescentados 500uL de alcool isopropilico,
apos incubacéo de 10 minutos seguiu-se centrifugacédo de 12000 x g por 10 minutos
a temperatura de 2 a 8C. O sobrenadante foi despre zado, e o precipitado lavado
com 1mL de etanol 75% e novamente centrifugado a 7500 x g por cinco minutos a 2
a 8C. O sobrenadante foi descartado com o cuidado de preservar o pequeno pellet
(corpo de fundo) no fundo do tubo. Finalmente, os tubos foram mantidos abertos e
aguardou-se a secagem a temperatura ambiente. O precipitado foi entéo
ressuspendido em 5uL de agua altamente purificada e livre de RNases, e
posteriormente estocado a -20C até o momento de ser utilizado para o a reacéo de
confeccao da fita simples de cDNA (Transcriptase reversa).

O RNA total foi quantificado com o uso do GeneQuant pro UV/Vis
Spectrophotometer RNA/DNA calculator, o aparelho é capaz de determinar tanto as
concentracfes de RNA, quanto de impurezas e contaminacdes na amostra. A partir
da concentracdo de RNA total na amostra calculou-se o volume necessario para se
obter 2ug de RNA a ser utilizado no RT-PCR.

4.3.2 Transcricdo Reversa - RT

Para a confeccdo da fita simples de cDNA (DNA complementar),
adicionaram-se 0s seguintes componentes ao tubo de microcentrifuga (eppendorf
0,5mL): 2ug do RNA total, 1pL de oligo(dT) 50uM, 1uL de 10mM do mix de dNTPs
(10mM de dATP, dGTP, dCTP e dTTP em pH neutro) e 9uL de agua livre de

RNAses. A mistura foi aquecida a 65T por cinco minutos no termociclador, e
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rapidamente resfriados no gelo. Apés breve centrifugacéo, foi adicionado 4uL do 5x
tampdo da primeira fita, 1uL de DTT 0,1M, 1pL do inibidor de RNase, 1uL da
enzima Transcriptase reversa SuperScript Il (Invitrogen, Gaithesburg, MD, USA) e
cuidadosamente homogeneizado para entédo ser incubado no termociclador a 50C
por 60minutos. Para inativar a enzima, a reacéao foi finalizada mantendo os tubos a
70T por quinze minutos. Os cDNAs obtidos foram arm azenados em freezer a -

20 até o uso na reagédo de PCR.

4.3.3 Oligonucleotideos Iniciadores (primers)

Foram usados os oligonucleotideos iniciadores que se liga a regides
altamente conservadas, desenhados pelo Prof. Dr. Fernando Araripe Torres
(Laboratério de Biologia Molecular — UnB) a partir das seqUéncias obtidas no
GenBank para a espécie bos taurus, sendo as sequéncias dos oligonucleotideos
iniciadores senso (forward) e anti-senso (reverse) localizadas em diferentes exons.

Os iniciadores desenhados foram os seguintes:
Tabela 1. Sequéncia dos primers especificos das enzimas da esteroidogénese de bovinos

(bos taurus)

nucleodideo Enzima Seqiliéncia Tamanho
iniciador do
amplicon
GAPD GAPDH “F"'5°-CATTGACCTTCACTACATGGT 230pb
“R"5"-ACCCTTCAAGTGAGCCCCAG
STAR StAR “F" 5’CTACAGACATGTGCGCAGCATG 384pb
‘R"'S’CATGCGCTCCACAAGCTCTTC
CYP11A1 P450scc “F’5-CAATGGCTGGCTTAACCTCTAC 352pb
“‘R"’5"-TGGATTCAGCAGTGGGATGAAG
CYP17 17BHSD “F'5"-TTCGTTTGGGTTCCAAGACGAC 363pb
“R"5"-GAAGTTGAAGCAGATAAAGCTG
CYP19 P450 “F"5"-GAGGACACATCCTCAATACCAG 387pb
arom “‘R"’5"-CTTGGTGATGGAATCAGCACAG
3BHSD 3BHSD “F'5'-CAACGGCATCCTGACCAATCAC 354PB
‘R” 5'-CACGCTGTTGGAAGAAGTCAC
rFSH rFSH “F' 5 -GACCCTGATGCCTTCCAGAAC 212pb

‘R"5 —-CTTGGCCCGCAGCTTCTTAAG
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4.3.4 Reacao de Polimerase em Cadeia- PCR

Para cada reacdo de amplificacdo, 0s seguintes reagentes foram
adicionados a um tubo de 0,5mL: 2ug do cDNA, 1uL de iniciadores senso e anti-
senso especifico, 1puL de dNTP, 5uL de tampao 10X para PCR (Invitrogen), 2,5uL
de MgCIl 50mM, enzima Taq polimerase (GE) e 41uL de agua ultrapura. Cada
reacado de amplificacao foi realizada com o uso de solugdes “MIX” (com o intuito de
padronizar a pipetagem) contendo todos os reagentes, exceto o cDNA. A reacao foi
realizada no termociclador, sendo que as condicbes de reacdo foram uma
desnaturacao inicial de dois minutos a 94T, 35 ciclos de 95T por 30 segundos,
53C por 1 minuto e 30 segundos para anelamento, 72 C por 2minutos e 30
segundos para sintese, seguidos por uma extensdo final de 10minutos a 72T,
sendo entdo as amostras mantidas a 4.

Os resultados das reacdes foram avaliados em gel de agarose a 1,5%,
contendo brometo de etidio e visualizado sob luz UV. O resultado em gel foi

documentado fotograficamente com camara e posteriormente digitalizadas.

4.4 Dosagem Hormonal

Ao final do tempo de cultura da hemisseccdo por 24 ou 48 horas, a
mesma foi coletada e processada de acordo com a analise para a qual seria
direcionada, enquanto que o meio de cultura foi coletado e armazenado a — 20T,
para subsequente dosagem dos horménios esteroides: estradiol e progesterona.

As dosagens dos horménios nos meios de cultura foram realizadas no
Laboratério de Farmacologia Molecular da Faculdade de Saude da UnB, usando um
kit comercial de radioimunoensaio (RIE) de fase solida Coat-A-Count, proveniente
da Diagnostic Products (DPC-MedLab, Diagnostic Products).

No radioimunoensaio em fase sélida, a quantificacdo do antigeno é feita
pela competicdo de formas radioativas e nao radioativas de cada hormdnio. Estes
vao competir entre si pelos sitios de ligacdo livres no anticorpo especifico. Neste
sistema o0 anticorpo esta ligado a parte interna dos tubos de polipropileno. O
complexo antigeno-anticorpo permanece ligado a parede do tubo, e o antigeno livre
€ decantado ou evaporado. Os tubos sdo levados a um contador Gamma para

determinacdo da quantidade de antigeno 125I ligado ao anticorpo. A quantidade de
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radiacdo detectada € inversamente proporcional a concentracdo do hormdnio, que é
por sua vez determinada através de curva padréo fornecida com o Kit comercial.

As concentragdes de estradiol (foi feito diluicdo de duas vezes utilizando o
calibrador A do Kit de RIE) e progesterona( foi feito diluicdo de 10 vezes utilizando o
calibrador A do Kit de RIE) nos meios de cultura foram determinados seguindo as
recomendacdes do manual de instru¢des do fabricante. O limite de detecc&o do kit
RIE para o estradiol € de 10pg/ml, e o coeficiente de variagcdo intra-ensaio e inter-
ensaio foi 7% e 8,1%, respectivamente. O limite de deteccdo do kit RIE para
progesterona é de 0,03 ng/mL, e o coeficiente de variacdo intra-ensaio e inter-

ensaio foi 13,2% e 14,8% respectivamente.

4.5 Histologia e Imunohistoquimica para Conexina 43

As HS da parede folicular foram imersas em solucdo fixadora de
paraformaldeido 4%, onde permaneceram por 4 horas e, ao final deste periodo,
foram transferidas para solugdo alcodlica 70% até o momento de serem
emblocadas em parafina. Este procedimento foi realizado tanto com as HS
referentes ao tempo de zero, como aquelas obtidas ao final do tempo de cultura de
24 e 48 horas, dos tratamentos com os meios complexo TCM, e definido a-MEM e
o-MEM + FSH.

A inclusdo em parafina foi realizada em equipamento automatico, marca
Leica, pertencente ao Laboratério de Patologia LIB, no qual o material foi submetido
a seqguéncia tradicional de desidratagdo, iniciando no alcool 90%, diafanizacao,
xiléis e imersédo em parafina.

As hemisseccdes foram emblocadas em parafina e os cortes, realizados
em micrétomo convencional com espessura de 5 a 6 um, aderidos as laminas com
silano. Para cada hemissecc¢éo foram feitos duas laminas, com trés cortes em cada,
uma foi destinada para coloracdo com hematoxilina e eosina, enquanto a outra foi
destinada a realizacdo dos testes de imuno-histoquimica para conexina 43.

Para que haja comparacdo entre a ocorréncia de Cx43 no material
coletado as hemissecgbes sao submetidas ao processamento histolégico
tradicional, para producao de laminas que foram incubadas anti-Cx43 (Zymed) nas
diluicdes 0,31; 0,62; 1,25 e 2,5ug/ml.
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Para as reacbes de imuno-histoquimica a técnica utilizada foi a de
imunoperoxidase para a identificacdo das moléculas-alvo.

As laminas foram incubadas em peréxido de hidrogénio (Merck) a 3% em
metanol (Vetec), por 17 minutos, para o bloqueio da peroxidase enddgena. Apés
lavagem com agua destilada, as laminas foram incubadas em tampé&o citrato
(Sigma), pH=6.2 e aquecidas a uma temperatura de 120°C sob pressio por 1
minuto e 30 segundos. Em seguida as laminas permaneceram no tampao citrato por
30 minutos, a temperatura ambiente e posteriormente incubada com soro de leite a
3% em PBS por 30 minutos, a fim de se obter o bloqueio das ligacdes protéicas
inespecificas. As laminas foram entdo secas e incubadas com os anticorpos
primarios anti-Cx 43 (Zimed) na concentracdo de 0,62ug/ml durante 18 horas e
mantidas na temperatura de 4°C. As Laminas foram contra coradas com
hematoxilina de Mayer por 10minutos.

Os cortes histolégicos apds o processamento imunohistoquimico foram
analisados em microscopia 6ptica e fotografados pelo Axiophot.

Foram analisados trés hemissecc¢des para cada tempo de cada tratamento,
com trés cortes sequenciais de cada hemisseccédo por lamina. As laminas foram
examinadas sempre a0 mesmo microscopio e com a mesma intensidade de
luz, utilizando-se objetiva de 40x. A intensidade da imunocoloragao foi
classificada como ausente, predominantemente negativa,
predominantemente positiva ou sempre positiva. Os controles negativos
foram utilizados para, comparativamente, detectar se houve coloracéo

inespecifica.

4.6 Andlise Estatistica

Foram analisados o efeito de trés meios de cultura diferentes, a-MEM, a-
MEM+FSH e TCM, sobre a hemissecc¢éao folicular com relagdo a concentragcédo dos
hormonios estradiol e progesterona produzido ao longo do tempo de cultura, 24 e
48 horas. Foram realizados 21 repeticdes em trés dias distintos de experimentos.

Para a analise estatistica de comparacédo das médias das concentracdes
hormonais obtidas, foi aplicado o teste t-Student devido a esta ser uma pesquisa
experimental envolvendo varidveis numéricas continuas; ao nivel de significancia de

5%. As concentracao sao expressas como meédia tEPM (erro padrdo da média).
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5. RESULTADOS

5.1 Determinacdo da concentracdo de 17 Bestradiol (E2) e
progesterona ( P4) nos meios TCM e  a-MEM apoés cultivo da hemissecgéo por
24 e 48 horas.

Experimento 1 - Comparacao entre a-MEM e TCM

O meio de cultura coletado ao final de cada tempo de cultivo (24 ou 48
horas) foi analisado para determinagcdo da concentracdo dos horménios esteroides
progesterona (P4) e estradiol (E2).

A figura 1 mostra as concentracdes médias + EPM (erro padrdo da
meédia) de progesterona secretada pelas células da hemisseccdo de foliculo
ovariano bovino apés serem cultivadas em meio definido a-MEM ou indefinido TCM,
nos tempos de 24 e 48 horas.

Estes resultados demonstram que ha diferenca significativa (p<0.05) entre
os tratamentos com os meios a-MEM e TCM com relacdo a producdo média do
horménio progesterona pelas hemisseccdes foliculares. A concentracdo de
progesterona € maior em meio de cultura TCM do que em meio a-MEM (p<0,05).

No meio de cultura TCM a concentracdo de progesterona é crescente ao
longo das 48 horas de cultivo (p<0,05), enquanto que a secre¢ao deste hormonio
por hemissecc¢bes cultivadas no meio a-MEM se mantém semelhante nos tempos
de 24 e 48 horas de cultivo (p>0,05).
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Figura 1 - Concentragdo média de P4 (ng/ml), produzida pela hemisseccdo, nos meios de
cultura a-MEM e TCM apos 24 e 48 horas de cultivo. Os resultados estdo expressos como
médias = erro padrdo da meédia (n=84). Letras diferentes sobrescritas representam
diferenca estatistica (teste t; P< 0.05).

A concentracdo média + EPM de estradiol secretado pelas hemisseccdes
foliculares apos serem cultivadas no meio TCM ou a-MEM nos tempos de 24 ou 48
horas esta representada na figura 2.

A concentracdo média de estradiol € maior nos sistemas de cultivo com o
meio TCM do que com o meio a-MEM ap6s 24 horas de cultura (p<0.05). No
entanto, a concentracdo meédia de estradiol diminui pela metade (p<0.05) nos
sistemas de cultivo com o meio TCM por 48 horas, enquanto que a concentracao de
estradiol diminui (p<0.05) em ¥4 nos sistemas com o meio a-MEM, em cultivos por
48 horas. Com 48 horas de cultivo as concentragdes médias do horménio estradiol
sdo semelhantes nos dois sistemas de cultura, definido a-MEM e indefinido TCM
(p=0.53).
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Figura 2 - Concentragdo média de E2 (pg/ml), produzida pela hemisseccdo, nos meios de
cultura a-MEM e TCM apos 24 e 48 horas de cultivo. Os resultados estdo expressos como
médias = erro padrdo da média (n=84). Letras diferentes sobrescritas representam
diferenca estatistica (teste t; P< 0.05).

Experimento 1 - Comparacao entre a-MEM e a-MEM+FSH

A figura 3 mostra a concentragdo meédia de progesterona pelas
hemissecc¢des foliculares apds serem cultivadas em meio a-MEM ou meio a-MEM
acrescido de FSH, por tempos de cultivo de 24 e 48 horas.

Nao foi encontrada diferenca estatistica entre a concentracdo de
progesterona produzida pelas hemissecc¢des cultivadas por 24 horas em meios a-
MEM ou a-MEM+FSH (p=0.16). No entanto, a concentracdo média de progesterona
€ maior no meio a-MEM do que no a-MEM acrescido de FSH apos 48 horas de
cultivo (p<0.05).

No meio a-MEM a concentracdo de progesterona é crescente ao longo do
tempo de cultura (p<0,05), enquanto que no meio a-MEM+FSH essa produgéo se

mantém semelhante entre os tempos 24 e 48 horas (p>0,05).
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Figura 3 - Concentracdo média de P4 (ng/ml) produzida pela hemisseccdo cultivada nos
meios de cultura a-MEM e a-MEM+FSH ap0s 24 e 48 horas de cultivo. Os resultados estéo
expressos como médias + erro padrdo da média (n=40). Letras diferentes sobrescritas
representam diferenca estatistica (teste t; P< 0.05).

A producdo meédia de estradiol pelas hemissecc¢des foliculares cultivadas
em meio a-MEM+FSH foi estatisticamente maior do que aquelas cultivadas em
meio a-MEM, tanto nos tempos de 24 quanto de 48 horas (p<0,05), como podemos

observar na figura 4.
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Figura 4 - Concentracdo média de E2 (pg/ml) produzida pela hemisseccdo cultivada nos
meios de cultura a-MEM e a-MEM+FSH apos 24 e 48 horas de cultivo. Os resultados estéo
expressos como médias + erro padrdo da média (n=40). Letras diferentes sobrescritas
representam diferenca estatistica (teste t; P< 0.05).
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5.2 Expressao do RNAm da proteina StAR, das enzimas  da Esteroidogénese, e
do rFSH.

A figura 5 mostra o resultado do RT-PCR para a expressao da proteina
StAR (St), das enzimas da esteroidogénese P450scc (scc), P450 aromatase (arom),
17Bhidroxidesidrogenase (17) e 3 hidroxidesidrogenase (3f), e do receptor de FSH
(rFSH) nas HS foliculares antes (tempo zero) e apds cultivo de 48 horas, tanto para
0 meio de cultura definido a-MEM, quanto naquelas cultivadas no meio indefinido

TCM.

St sccarom17 3B rF GA

Tempo zero

48 horas a-Mem

48 horas TCM

Figura 5 - Expressdo das enzimas da esteroidogénese e receptor de FSH pelas
hemissecc¢des foliculares no tempo zero, e apds serem cultivadas por 48 horas no meio a-
MEM e TCM. St = Star, scc = P450scc, arom = P450aromatase, 17 = 17BHSD, 3B =
3BHSD, rFSH = receptor de FSH, GA = GAPD.

No tempo zero, ou seja, antes do cultivo é possivel observar a
expressdo do RNAm de todas as enzimas analisadas, no entanto a luminosidade
das bandas referentes as enzimas StAR, P450scc e 17BHSD sdo bem mais
intensas que as demais.

Apdés 48 de cultivo da hemisseccdo no meio a-MEM nota-se a
manutencdo da expressao das enzimas da esteroidogénese, de modo que
enquanto o meio definido a-MEM oferece condicbes para a manutencdo da
expressdo enzimatica, estas sofrem uma regulacdo para baixo naquelas

hemisseccdes cultivados no meio complexo TCM.
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E possivel observar que apds 48 horas de cultivo das hemissecgdes no
meio a-MEM ha uma expressdo maior das enzimas P450scc, P450arom, 17HSD e
3BHSD.

O resultado do RT-PCR que mostra a expressdo das enzimas da
esteroidogénese e do receptor do FSH nas hemissecc¢des foliculares cultivadas em

meio a-MEM+FSH por 24 e 48 horas, esta expresso na figura 6.

St scc arom 17 3B rF GA

Tempo zero

Tempo 24 horas

Tempo 48 horas

Figura 6 - Expressdo das enzimas da esteroidogénese e receptor de FSH pelas
hemisseccdes foliculares no tempo zero, e apds serem cultivadas por 24 e 48 horas no
meio a-MEM+FSH. St = Star, scc = P450scc, arom = P450aromatase, 17 = 17BHSD, 3B =
3BHSD, rFSH = receptor de FSH, GA = GAPD.

A adicdo de concentragéo fisiologica do FSH ao meio definido a-MEM
torna nitido a intensidade da luminosidade das bandas representativas das enzimas
StAR, P450scc, P450arom, 17BHSD, 3BHSD e do receptor de FSH, apos 24 horas
de cultivo, mesmo quando a expresséo destas enzimas na hemissec¢ao no tempo
zero estd diminuida. ApO6s 48 horas de cultivo a expressdo das enzimas da

esteroidogénese e do rFSH é mantida.
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5.3 Aspecto morfolégico das células foliculares da hemisseccao de foliculo

ovariano bovino apoés cultivo em meio complexo TCM e meio definido a-MEM.

A hemisseccédo da parede do foliculo ovariano constitui a porcdo somatica
do foliculo, na qual se observa CG estratificadas sobre uma lamina basal e
posteriormente uma porcao altamente vascularizada formada por camadas de CT
interna e externa.

As hemisseccdes de foliculo ovariano obtidas no tempo zero (figura 1 a -
d) e cultivado no meio a-MEM por 24 e 48 horas (figura 7 b — ¢) apresentam CG em
camadas distintas de células colunares e arredondadas, e as vezes achatadas;
forma poliédrica, com baixa razédo citoplasma/nicleo. As CT interna estdo logo
abaixo a membrana basal, possuem formato arredondado, enquanto que as CT
externa assemelham-se a fibroblastos. A manutencdo dessa morfologia celular esta
intrinsecamente relacionada com a capacidade esteroidogénica das células.

Ja nos cortes histologicos de hemisseccgbes de foliculo ovariano obtidas
apos cultivo no meio complexo TCM por 24 e 48 horas ndo foi possivel a
identificacdo e a distincdo entre as CG e as CT interna (figura 7 e — f). Foi
observada uma drastica alteracdo na morfologia destas células, as quais deixaram
de ser poliédricas e adquiriram forma irregular e alongada, semelhante as células
fibroblasticas.

Apesar da nao identificacdo ou distincdo morfologica das CG, a sua
presenca é confirmada pela deteccdo por RT-PCR da enzima P450 aromatase nas
hemisseccodes cultivadas em meio TCM.
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Figura 7 — Coloracdo com HE de hemisseccao de foliculo ovariano bovino. CG= CG; CT=
CT. a—d. Hemisseccdes no tempo zero. b — c. Hemisseccdes apos cultivo no meio a-MEM
nos tempos 24 e 48 horas, respectivamente. e — f. Hemissecg¢des apos cultivo no meio TCM
nos tempos 24 e 48 horas, respectivamente.
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5.4 Expressao e localizagédo da proteina Cx43 em hem isseccao de foliculo
ovariano bovino apoés cultivo em meio complexo TCM e meio definido a-MEM.

A localizacdo imunohistoquimica usando anticorpo para Cx43 revelou o
padréo de expressdo dessas jungBes comunicantes nas hemissecc¢des de foliculo
ovariano bovino, antes e ap0s o cultivo nos seguintes meios: TCM e a-MEM; nos
tempos 24 e 48 horas.

A Cx43 é detectada como marcacao de coloragdo marrom escuro.

A imunorreatividade para Cx43 ocorreu principalmente nas CG das
hemisseccdes foliculares obtidas no tempo zero (figura 8 a) e apds cultivo em meio
definido a-MEM (figura 8 b, c), com aumento progressivo na intensidade da
coloragédo ao longo do tempo de cultivo, a qual variou de predominantemente
positiva no tempo zero para positiva apos ser cultivada. No entanto, as
hemisseccdes cultivadas no meio complexo TCM, embora apresentassem as CG
marcadas para Cx43 no tempo zero (figura 8 d), a expressdo da proteina nestas
células diminuiu abruptamente ja com 24 horas de cultivo (figura 2 e, f).

A imunomarcagdo para Cx43 nas CT interna e externa foi
predominantemente negativa no tempo zero (figura 8 a, d). Apés o cultivo das
hemisseccbes, a intensidade de coloracdo varia de predominantemente negativa
para predominantemente positiva nas CT de hemissecc¢fes cultivadas no meio de
cultura definido a-MEM (figura 8 b, c). Ja as CT de hemisseccdes cultivadas no
meio complexo TCM permanecem com marcacdo predominantemente negativa ou

negativa (figura 8 e, f).

Tabela 2 Suméario da imunolocalizacdo da proteina Cx43 na hemisseccao de foliculo
ovariano bovino antes e apés cultivo nos meios TCM e a-MEM.

Tratamento — tipo Tempo Tempo 24 Tempo 48
celular zero horas horas
TCM - CG ++/- - -
TCM-CT --/+ - --/+
o-MEM - CG ++/- +++ +++
o-MEM - CT +/-- ++/- ++/-

A intensidade da imunocoloracéo foi classificada como ausente (-), predominantemente
negativa (+/--), predominantemente positiva (++/-) ou sempre positiva (+++).
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Figura 8 — Expressdo imuno-histoquimica da proteina Cx43 na hemisseccao de foliculo
ovariano bovino. CG=célula da granulosa; CT= célula da teca. a e d. hemissec¢des no
tempo zero. b - c. hemisseccdo apds 24 e 48 horas de cultivo no meio a-MEM,
respectivamente. e - f. hemisseccao apds 24 e 48 horas de cultivo no meio TCM.
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6. DISCUSSAO
Concentragcdo dos hormonios estradiol e progesterona produzidos
pelas hemisseccbes foliculares e expressdo das enzi mas da via da

esteroidogénese apos o cultivoem meio  a-MEM e TCM.

O proposito de padronizar um modelo experimental que tivesse em sua
composicdo todas as células do foliculo ovariano para estudo da sua fungédo é
proveniente da necessidade de compreender melhor as interagbes envolvidas na
atividade esteroidogénica folicular em um sistema isolado. A funcéo in vitro das CG
e da teca podem variar de acordo com as condicbes de cultura, estagio do
desenvolvimento do foliculo e localizagdo das células dentro do mesmo (ROBERTS
e ECHTERNENKAMP, 1994; ALLEGRUCCI, et al.; 2003). Assim, neste trabalho foi
padronizado um sistema de cultivo das células somaticas (HS) da parede do foliculo
ovariano bovino em um meio definido desenvolvido pelo nosso grupo de
pesquisadores e que fornece condicbes para que as células comportem se
semelhante aquelas de foliculos em desenvolvimento.

Esse sistema de cultivo foi baseado na cultura de CG proposta por
Campbell (1996), Gutiérrez (1997 a, b) e Colaboradores, porém substituimos o BSA
pelo PVA, dentre outras modificagbes. A fim de estabelecer critérios para validar o
sistema de cultivo em questéo, consideramos relatos da literatura que indicam a
determinacdo das concentracbes dos hormoénios estradiol e progesterona, e a
expressdo das enzimas envolvidas na via da esteroidogénese como marcadores do
destino do foliculo. Além dos horménios e expressdo do RNAm das enzimas da
esteroidogénese, outros fatores sdo importantes como a caracterizagdo do aspecto
morfolégico das células somaticas da parede folicular e imuolocalizacdo da Cx43,

responsavel por manter a interacao entre as células, ja que sistemas de cultura que



falham em preservar a morfologia normal das CG, assim como a sua
intercomunicacdo, possuem importancia fisiologica limitada (GUTTIERREZ, et al,;
1997D).

O modelo experimental in vitro, aqui apresentado, para estudo da
foliculogénese e esteroidogénese foi padronizado em meio de cultura que pode ser
perfeitamente considerado como gquimicamente definido, ja que utiliza PVA para
ajuste de osmolaridade ao invés de soro fetal ou mesmo BSA, proteinas que
sabidamente carregam fatores de crescimento, horménios e esterdides em
concentragdes desconhecidas (MINGOTI, et al.; 2002).

Os foliculos utilizados tinham entre 4 e 6 mm de diametro e faziam parte
do coorte de foliculos ovarianos que podem ser considerados saudaveis tendo em
vista a concentracdo de hormoénios e a expressédo das enzimas da esteroidogénese,
e que foram recrutados para o crescimento e que poderiam ser selecionados e vir a
tornarem-se dominantes. O foliculo dominante surge com tamanho maior que 0s
demais (dominancia morfoldgica), que é precedido por altera¢des intrafoliculares
anteriores ao seu crescimento proeminente (dominancia bioquimica) (FORTUNE,
2004). Uma das caracteristicas bioquimicas encontrada em um foliculo selecionado
para a dominancia € a manutencdo da elevada concentracdo de estradiol, a qual
esta intimamente relacionado as condi¢des que o foliculo ovariano € submetido; ja
gue quando se desenvolve durante a fase folicular ele pode se diferenciar em
foliculo pré-ovulatorio e ovular (BRIDGES e FORTUNE, 2003; ADAMS, et al.; 2008).
Varios estudos com o cultivo de CG falharam em tentar mimetizar as condicdes
representativas da fase folicular, uma vez que ao terem soro fetal em sua
composicdo resultaram na diferenciacdo dessas células em células liteas e um
ambiente representativo da fase lutea do ciclo estral com altas concentracdes do
horménio progesterona e diminuicdo vertiginosa da concentracdo de estradiol
(BRIDGES e FORTUNE, 2003; ADAMS, et al.; 2008).

O sistema de cultivo desenvolvido neste trabalho que tem em sua
composicdo a-MEM+PVA procura fornecer condi¢cdes que permitam as células da
hemisseccdo da parede do foliculo recrutado se comportem como células de
foliculo selecionado para adquirir dominancia ao longo do tempo de cultura.

Uma das caracteristicas avaliadas para comparar a hemisseccdo
cultivada em a-MEM ou TCM com o foliculo em desenvolvimento é a atividade

esteroidogénica e expressao das enzimas desta via, uma vez que a caracteristica
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proeminente do foliculo dominante € a sua habilidade em produzir grande
guantidade de estradiol (FORTUNE, 2001; BRIDGES e FORTUNE, 2003). O
estradiol é sintetizado nas CG a partir da androstenediona proveniente das CT, sob
acao da enzima P450 aromatase, a qual € regulada pelo LH e FSH (WEBB e
ARMSTRONG, 1997).

A concentragdo do hormonio progesterona produzido pelas células da
hemissecc¢éo cultivada no meio TCM é aproximadamente duas vezes maior do que
a concentracao encontrada no meio a-MEM apdés 24 horas de cultura, e se mantém
crescente ao longo das 48 horas seguintes, enquanto que a producdo de
progesterona pelas hemissecc¢fes cultivadas no meio a-MEM ndo se altera. Ja a
concentracdo de estradiol produzido pelas hemissecg¢des cultivadas no meio TCM
apesar de ser maior do a produzida no meio a-MEM nas primeiras 24, ela sofre um
drastico decréscimo nas 24 horas seguintes, tendo producdo semelhante a obtida
pelas hemisseccbes cultivadas no meio a-MEM. De forma que a relagéo
estradiol/progesterona diminui ao longo do cultivo em meio TCM, e aumenta no
sistema de cultivo com a-MEM.

A elevada concentracdo de progesterona acompanhada de decréscimo
acentuado na concentracdo do horménio estradiol ao longo do tempo de cultura no
meio TCM é condizente com resultados de outros estudos in vitro, onde foi
observada perda da habilidade de sintese do estradiol e expressao da P450
aromatase (ROBERTS e ECHTERNKAMP, 1994; BERNDTSON et al., 1995;
BERNDTSON et al., 1996) e luteinizagdo espontanea das células e limitavam o uso
desse sistema para estudo da fisiologia ovariana. A presenca de soro fetal e
concentragbes suprafisiologicas de FSH no meio TCM podem ser os fatores
responsaveis pela luteinizacdo dessas células, uma vez que concentracdes de FSH
superiores a 200ng/ml além de falhar em estimular a atividade da enzima
aromatase (BHATIA, et al.; 2001), esta associado com decréscimo na expressao do
RNAm da P450arom e regulagdo para baixo dos receptores de FSH (ZHANG e
ROY, 2004).

As hemissecc¢des cultivadas no meio a-MEM apresentaram baixa
producdo de progesterona quando comparado com aquela obtida no meio TCM, a
producédo de estradiol, diferentemente das cultivadas em TCM, pouco se altera com
o tempo de cultivo, demonstrando uma habilidade deste meio em manter a

producdo deste horménio pelas células da hemisseccéo, resultado compativel com
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0 obtido em outros sistemas de cultura livres de soro (CAMPBELL et al.; 1996;
GUTIERREZ, et al.; 1997a). O meio a-MEM, é um meio definido, que leva em sua
composicdo concentragbes fisiologicas horménios importantes para a
esteroidogénese e foliculogénese, como Insulina e o IGF-I. Tanto a insulina como o
IGF-1 exerce papel benéfico ao cultivo dessas células por suprimir apoptose,
estimular a proliferacéo, diferenciacao e a esteroidogénese (MONGET, et al.; 2002;
YU, et al.; 2003) nas CG dependendo do estagio do desenvolvimento do foliculo
(MARSTERS, et al.; 2003). O acréscimo de concentracdes fisiologicas do FSH ao
meio a-MEM foi favoravel a um aumento pronunciado na producdo do horménio
estradiol, que pode ser decorrente da habilidade que esta gonadotropina tém em
estimular a secrecédo de estradiol, aumentar a expressao de P450 arom (SILVA e
PRICE, 2002), P450scc (SILVA e PRICE, 2000), rFSH (MINEGISHI, et al.; 2000),
aumentar a biodisponibilidade do IGF-1, via aumento da expressao do PAPP-A
(Proteina-A plasmatica associada a gravidez) (SUDO, et al,. 2007; RIVERA e
FORTUNE, 2003), ser um fator importante na sobrevida celular, inibindo a apoptose
por diferentes vias (CHUN, et al.; 1996; CAO, et al.; 2006)

A expressdao do RNAmM para P450scc, P450cl7 e rLH podem estar
envolvidos no processo de recrutamento e selecao do foliculo dominante (TIAN, et
al,. 1995), os quais séao observados nas células das hemissecc¢des antes e apos 48
horas de cultivo no meio a-MEM, porem estdo aparentemente diminuidos nas
hemisseccdes cultivadas no meio TCM. Ha evidéncias que a sintese de andrégenos
pelas CT é critico para a continuidade do crescimento do foliculo dominante até pré-
ovulatéiro, principalmente a androstenediona, uma vez que além de servir como
substrato para a producdo de estradiol pelas CG ele também é capaz de aumentar
a expressdo da P450 aromatase nessas células (TIAN, et al, 1995; HAMEL, et al.;
2005), de modo que a presenca deste no meio a-MEM é um fator favoravel a
manutencao da atividade esteroidogénica observada nas células das hemisseccdes
cultivadas neste meio.

Bao e colaboradores (1997a, b) investigaram a expressao das proteinas e
RNAmM dos receptores de gonadotrofinas e enzimas da esteroidogénese em células
de foliculos ovarianos bovinos e sua correlagdo com o recrutamento, selecdo e
dominancia folicular e verificou que o recrutamento esta associado com a expressao
simultdanea do RNAm da P450scc e P450 arom, e que a continuidade da sua

expressdo por tempo superior a 24 horas apoés inicio da onda folicular s6 é
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observada em foliculos saudaveis que continuaram a crescer. Ja a selecdo do
foliculo dominante parece ocorrer entre 36-48 horas apds inicio da onda folicular e
esta associada com a expressdo do rLH e da enzima 38 hidroxidesidrogenase nas
CG e s0 ocorre em foliculos com alta expressao da P450scc e P450 aromatase. O
foliculo dominante mantém alta expressdo do RNAm de rLH e P450scc nas CT e
rFSH e P450 aromatase nas CG.

Tendo em vista este padrdo de expressdo das enzimas da
esteroidogénese ao longo da dinamica folicular, o nosso trabalho procura verificar a
continuidade da expressao dessas enzimas nas hemisseccfes foliculares apos
cultivo em meio definido e livre de soro, a-MEM e em meio complexo acrescido de
soro, TCM. Ao verificar que as hemissec¢bes cultivadas no meio o-MEM
mantiveram a expressao das enzimas da esteroidogénese ao longo das 48 horas de
cultivo, ao contrario das hemisseccdes cultivadas no meio TCM, onde a expressao
parece diminuir ao longo do tempo, sugerimos que o meio a-MEM oferece
condicdes favoraveis a continuidade da diferenciacdo dessas células em direcdo a
selecédo e estabelecimento da dominancia folicular, podendo simular um ambiente
semelhante a fase folicular do ciclo.

A expressdo das enzimas da via esteroidogénese é compativel com a
concentragdo dos hormonios estradiol e progesterona produzidos pelas
hemissecg¢bes apds cultivo nos meios a-MEM e TCM por até 48 horas.

Aspectos morfoldgicos das células da hemisseccéao ap 0s cultivo em
meio a-MEM e TCM.

Este trabalho compara as caracteristicas morfoldégicas das ceélulas de
hemissecc¢des de foliculo ovariano bovino cultivadas em meios de cultura distintos,
em condicfes nas quais as funcdes celulares normais sdo mantidas em um meio e
perdidas em outro.

As células das hemisseccdes cultivadas no meio definido e livre de soro,
aqui denominado como a-MEM, mantiveram a morfologia das CG semelhantes
aguela das células in vivo; apresentando-se arredondadas e com nucleo ocupando
grande area, o que garante baixa razdo citoplasma:nucleo (GUTIERREZ, et al;
1997b), estes resultados sdo condizentes com aqueles encontrados na monocultura
de CG em meio a-MEM em trabalho desenvolvido pelo nosso grupo de pesquisa
(PICCINATO, 2002).
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Além de oferecer condi¢cdes que favorecem a manutencédo da morfologia
das células semelhante as CG de foliculos antrais, apés o cultivo, este sistema
também permitiu uma ampla expressao de jun¢cfes comunicantes e manutencao da
producdo de estradiol ao longo do tempo de cultura, semelhantemente aos
resultados encontrados para cultura isolada de CG de foliculo ovariano bovino
desenvolvido por Gutierrez et al, (1997b), no qual puderam observar que as células
se organizavam em clusters e a interagdo célula-célula mediada por juncdes
comunicantes estava envolvida com a prevencdo da luteinizacdo, provavelmente
por favorecer a manutencdo da atividade da enzima aromatase e
consequentemente da producgéo de estradiol ao longo do tempo de cultura.

Em contraste, as células das hemisseccgdes cultivadas no meio complexo
TCM, adquiriram forma alongada e aspecto semelhante a fibroblastos,
caracteristicas que junto ao declinio na producao de estradiol e aumento expressivo
da sintese de progesterona ao longo do tempo de cultura esta associado a
presenca do soro fetal e ao acréscimo de grande quantidade do horménio FSH
neste meio de cultura e sdo compativeis com o processo de luteinizacdo (GONG, et
al, 1994).

As CG ao serem cultivadas em meio acrescido de soro ou quantidades
supra fisiol6gica de FSH adquirem morfologia e organizacdo distinta da observada
in vivo e formam uma monocamada de células alongadas aderidas a placa de
cultura. Essa alteracdo na morfologia e interacdo celular envolve uma
reorganizacdo da actina que constitui o citoesqueleto em resposta a varios sinais
extracelulares (GRIESHABER, et al.; 2000). Trabalhos demonstram que o FSH é
capaz de causar um desarranjo na organizagado das fibras de actina, ocasionando
um colapso nessa rede e induzindo a formacéo de lamelipodia (protrusdo em forma
de escamas) e filopodia (projecfes afinaladas), o que resulta em drastica alteracéo
da morfologia e interacéo célula-célula, via ativacdo da adenilato ciclase e aumento
do AMPc intracelular, o qual ativa a PKA (fosfoquinase A) que fostorila proteinas
estruturais, enzimas e fatores de transcricdo (GRIESHABER, et al.; 2000; BEN-
ZE’EV AND AMSTERDAM, 1987).

J& é bem caracterizado o efeito da elevacdo da produg¢do do AMPc sobre
a expressao fenotipica e diferenciacdo das CG em células luteas (KNECHTT, et al.;
1981) no entanto os mecanismos pelos quais o AMPc influencia a diferenciacéo

celular ainda sé&o pouco conhecidos e carecem de mais investigacoes.
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Expresséo da conexina 43 na hemisseccéo folicular a  pos cultivo em
meio a-MEM e TCM.

Utilizando a hemisseccgédo de foliculo ovariano bovino foram testados dois
meios de cultura distintos quanto a sua capacidade de manter a expressdo da
proteina conexina 43 nas ceélulas somaticas do foliculo. Apés o cultivo das
hemisseccdes foliculares em meio definido a-MEM ou meio complexo TCM ficou
nitida a regulagéo diferenciada da expressado da Cx 43 por estes meios. Enquanto o
meio definido propiciou condi¢des favoraveis ao aumento da imunomarcacdo da
proteina nas CG ao longo do tempo de cultura, no meio complexo obteve-se o
contrario, um drastico declinio da expressdo Cx43, além da nitida alteracdo
morfolégica das células.

O aumento da expressdo da Cx43 em CG de foliculos priméarios esta
associado com a ativacao deste foliculo para o desenvolvimento e com o0s primeiros
passos na diferenciacdo dessas células (MELTON, et al., 2001). Um estudo de
Juneja e colaboradores (1999) sugere que a Cx43 desempenha papel importante
durante o desenvolvimento gonadal de camundongos. Camundongos transgénicos
sem Cx43, apresentam ovarios pequenos e deficientes em células germinativas,
fato que pode ser decorrente da perda das juncbes comunicantes entre células
somaticas e as células germinativas primordiais. Logo, a expressao da proteina
Cx43 é requerida para se ter um desenvolvimento 6timo das células germinativas e
formacao do foliculo primordial.

Em bovinos, € possivel observar a expressdao da Cx43 nas CG de
foliculos primordiais e essa expressdo aumenta ao longo do desenvolvimento
folicular e formacéo do antro (NUTTINCK, et al.; 2000).

Tanto bovinos quanto suinos e camundongos, seguem um padrdo de
expressdo do RNAm para Cx43, a qual aumenta com a ativacdo do
desenvolvimento folicular e diferenciacdo das células escamosas do foliculo
primordial em CG cuboidais dos foliculos primérios. Com a continuidade do
desenvolvimento folicular, os foliculos primarios e secundarios expressam RNAm da
Cx43 e sua proteina nas camadas de CG, indicando que as juncfes comunicantes
constituidas por Cx43 sdo formadas entre as CG de foliculos preantrais em
desenvolvimento (JONHSON, et al.; 1999; TEILMANN, 2005).
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Até pouco tempo o0s mecanismos de desenvolvimento folicular
permaneciam pouco compreendidos devido a auséncia de um indicador confiavel
da sua iniciagdo. Esse processo € comumente monitorado pelas alteracdes
morfoldgicas, como crescimento do ovocito e transicdo das CG escamosas para
células cuboidais e proliferacdo celular (HIRSHFIELD, 1991). Recentemente, além
desses indicadores morfolégicos, outro aspecto da diferenciacdo das CG esta
sendo utilizado como marcador da ativagdo do desenvolvimento folicular: o aumento
da transcricdo do gene e da expressdo de Cx43 nas CG. Trabalhos realizados com
suinos demonstram que CG e CT de foliculos antrais expressam quantidades
abundantes do RNAmM e da proteina Cx43 (ITAHANA, et al.; 1996), o que sugere
gue a comunicacgdo entre CG e da teca em foliculos antrais € parcialmente mediado
pela juncdo comunicante constituida por Cx43.

A expressdo das proteinas conexinas € regulada tanto pelas
gonadotropinas quanto por horménios esterdides, e essa regulacdo ocorre de
maneira diferente dependendo do tipo celular e do tipo de conexina expressa; ou
seja, um hormonio pode ter diferentes efeitos sobre o0 mesmo tipo de conexina em
diferentes tipos celulares. Agentes que elevam a concentracao intracelular de AMPc
podem levar a ativacdo da fosfoquinase A (PKA) as quais possuem potencial para
aumentar a fosforilacdo das Cx43, o tamanho e ndmero de jun¢gdes comunicantes,
decorrentes de aumento na sintese e transporte dos conexons até a membrana
plasmatica (LAMPE e LAU, 2004). O FSH, por exemplo, tem seu efeito bem
estabelecido na literatura como estimulador da expressdo do RNAmM e da proteina
Cx43 nas CG de mamiferos, além de ter acdo hiperfosforilagdo da Cx43, por
estimulacdo de PKA dependentes de AMPc, correlacionado com o acumulo de
juncdes comunicantes e aumento de eficiéncia da comunicagao celular (YOGO, et
al.; 2002).

O estradiol constitui um outro fator capaz de estimular a expressao da
Cx43 nas CG (SCHREIBER, et al.; 1993). Sullivan et al.(1993) identificaram um sitio
de iniciacao transcricional da Cx43 em genes de camundongos, € mostraram que
este sitio é regulado por um elemento responsivo ao estrogeno (CRE) (SAEZ, et al.;
2003). Ha a hipotese que o efeito estimulador do estrégeno ocorra indiretamente
através da producdo de c-fos, o qual interagem com o sitio AP-1 (proteina-1
ativadora) adjacente ao CRE ativando o promotor (PIERSANTI, et al.; 1995).
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Enquanto o FSH e o estradiol estimulam a expressdao de RNAm e da
proteina Cx43, o LH e a progesterona tem efeito inibidor nas CG. O efeito inibitdrio
do LH sobre a expressdo da Cx43 fica evidente com a drastica redugéo da proteina
nas CG de foliculo preovulatério apos o pico de LH.

Estudos de Kalma e colaboradores (2004), sugerem que o LH regule para
cima a expressao do gene que codifica uma proteina que se liga ao RNAm da
Cx43, impedindo a sua traducéo. A via adenil ciclase/AMPc/PKA é aceita como a
principal sinalizadora da cascada através do qual o LH exerce sua acdo. Atraves da
interacdo do LH com seu receptor acoplado a proteina-G ha aumento do AMPc
seguido da ativagdo do PKA. Além da via do PKA, uma outra via bem estabelecida
como mediadora da sinalizacdo de gonadotropinas nos ovarios sdo os membros da
familia das MAPK como as ERK 1/2. A ativacdo da MAPK, ERK1/2, € independente
da via PKA, e provavelmente ambas séao ativadas paralelamente na mediacdo dos
efeitos do LH sobre a inibicdo da traducio da proteina Cx43 (PROCHAZKA, et al.,
2007). Ja a progesterona suprime parcialmente o efeito estimular que o estradiol
exerce sobre a expressao da Cx43 nas CG, e esse efeito pode ser mediado tanto
via receptores de progesterona quanto via receptores de glicocorticéides (RISEK, et
al.; 1995).

JA é bem demonstrada em diferentes tipos celulares de varios
organismos que as juncdes comunicantes exercem efeito negativo sobre a apotose,
e especificamente a expressdo da Cx43 esta inversamente correlacionada, agindo
de fato como um fator de sobrevida para as células (GERSHON, et al., 2008).
Sasson e Amsterdam (2003) observaram que a dexametasona, um glicocorticéide,
previne a apoptose em CG de camundongos e aumenta o nimero de Cx43. Assim,
0 processo de atresia é um fator que altera a comunicacao célula-célula via juncdes
comunicantes, ja que RNAmM da Cx43 nao é detectada em foliculos atrésicos
(NUTTINCK, et al., 2000), o que pode estar relacionado com baixa relacéo estradiol
— progesterona (WIESEN and MIDGLEY, 1993), sugerindo que a Cx43 exerce papel
importante na sobrevida das CG (KRYSKO, 2004). A integridade da comunicacao
intracelular desempenha papel protetor contra o processo de apoptose mediado
pela ativacdo da caspase-3, clivagem e ativacdo de via modulada pela granzime B
(SASSON and AMSTERDAM, 2003), e sobre o efeito lesivo decorrente da oxidagao
provocada pelo peréxido de hidrogénio (H202) (GIARDINA, et al.; 2007).
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O presente estudo demonstra que a expressao da proteina Cx43 na
hemisseccédo de foliculos antrais saudaveis, 5mm diametro, pode ser regulada e
alterada de acordo com o meio no qual é cultivada.

No meio definido, desenvolvido por nosso laboratério, e denominado a-
MEM foi possivel observar aumento progressivo da imunomarcacao para Cx43 nas
CG de hemisseccoes foliculares cultivadas no meio definido; essa manutencédo da
expressdo da Cx43 nas CG pode ter sido decorrente da regulacdo sobre a via da
esteroidogénese que este meio exerce sobre as CG, induzindo-as a manter uma
relacdo estradiol-progesterona (E2/P4)mais elevada quando comparado ao meio
complexo. A manutencdo da expressdo da Cx43 pelas CG das hemisseccdes
cultivadas no meio a-MEM, também nos leva a sugerir que este meio € capaz nao
s6 de manter a sobrevida celular como neste sistema de cultivo a hemisseccao
expressa caracteristicas representativas de foliculo em desenvolvimento.

Ja, a deficiente expressdo da Cx43 nas hemisseccdes foliculares
cultivadas no meio complexo TCM, pode ser decorrente da elevada producéo de
progesterona detectada neste meio, que pode ser explicada pela luteinizacédo

destas células.
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7. CONCLUSAO

Os Sistemas de cultura com meio TCM apresentaram elevada
concentracdo de P4 com 24 horas, e aumento progressivo da secrecdo deste
horménio no cultivo com 48 horas, reducdo da luminosidade das bandas das
enzimas da esteroidogénese ( P450scc, arom, 17bHSD, 3bHSD) e do receptor do
FSH apds cultivo de 48 horas, além de alteracdo da morfologia celular a qual
adquire forma semelhante a fibroblastos e perda da comunicacdo célula-célula
evidenciada pela auséncia da imunomarcacdo para Cx43 nas células foliculares;
resultados que indicam luteinizac&o celular, que podem ser decorrentes do uso do
soro fetal bovino e elevadas concentracdo de FSH utilizado neste meio.

Os sistemas de cultura que utilizaram o meio definido a-MEM puro ou
acrescido de FSH em concentracao fisioldgica, mostra habilidade deste meio em
manter atividade esteroidogénica ao longo do tempo de cultura, com menor
secrecdo de P4 do que a obtida no meio indefinido, que ndo se altera ao longo da
cultura, manutencdo da expressdo das enzimas da esteroidogénese apos 48 horas
de cultivo, além de conservar a caracteristica morfolégica das células semelhantes
as obtidas in vivo e elevada expressao da proteina Cx43, resultados semelhantes
agueles obtidos com outros sistemas de cultivo livre de soro, e deixa evidente a
capacidade do meio em manter as células foliculares in vitro com comportamento
semelhante aquele de células de foliculos saudaveis e em desenvolvimento. No
meio a-MEM acrescido com FSH foi evidente o efeito estimulante sobre atividade
esteroidogénica das células somaticas quando utilizado em dose fisioldgica, por

estimular a P450 aromatase e prevenir morte celular.
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