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Resumo

Este estudo tem como objetivo investigar os efeitos da lectina Concanavalina A (Con A) na
sobrevivéncia e ativacdo de foliculos primordiais no tecido ovariano caprino durante o cultivo in
vitro. O cOrtex do ovério foi cultivado por 1 ou 6 dias, em meio suplementado com diferentes
concentragdes de Con A (0, 5, 10, 20 e 40 pg/mL). Os fragmentos ndo cultivados (controle) e os
cultivados por 1 ou 6 dias foram processados para avaliagdo histolégica. Os resultados
demonstraram que a concentracdo da lectina Con A que apresentou os melhores resultados foi a de
10 pg/mL, sendo capaz de promover ativacdo dos foliculos primordiais e induzir o crescimento
folicular para as demais categorias foliculares. Em concluséo, a lectina Con A adicionada ao cultivo
in vitro de foliculos primordiais caprinos foi efetiva como uma ferramenta biotecnolégica para a

melhoria do processo de reproducdo animal.
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Introducéo

A foliculogénese tem inicio com a diferenciacdo de células germinativas primordiais (CGPS)
em oogonias, que dardo origem ao odcito primario, o qual se encontra no estagio de profase | da
meiose . Nesse momento, o o0cito priméario sera circundado por células da pré-granulosa
achatadas, formando o foliculo primordial (FIGUEIREDO et al., 2008). Os primeiros foliculos
primordiais em caprinos foram verificados aos 62 dias de gestacdo, periodo muito proximo aquele
observado em fetos ovinos (em torno de 66 dias de gestacdo) (BEZERRA et al., 1998; RUSSE,
1983). BEZERRA et al., (1998) relataram que os foliculos de transicdo, primarios e secundarios
foram observados aos 73 dias de gestacdo, sendo este um indicativo de que alguns foliculos
primordiais sdo ativados na vida fetal, antes mesmo de entrar em quiescéncia, conforme descrito em
bovinos e ovinos (RUSSE, 1983).

Para uma melhor compreensdo do processo de formacdo desses foliculos primordiais, tem
sido realizados estudos transcriptdmicos em diversas espécies (ovelhas: MANDON-PEPIN, 2003;
camundongas: SMALL, 2005; YOON, 2006; ratas: KEZELE, 2005; primatas nd&o humanos:
ARRAZTOA, 2005 e em humanos adultos: SERAFICA, 2005; ASSOU, 2006; ZHANG, 2007) que

demonstraram o envolvimento de uma grande diversidade de genes na organizacdo desses foliculos
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(EDSON, 2009). Dentre esses genes estdo fatores de transcricdo, enzimas envolvidas na meiose € 0
fator de crescimento neural (NGF). Cada foliculo primordial formado pode seguir caminhos
distintos, tais como permanecer quiescentes durante o periodo reprodutivo ou iniciar o crescimento,
podendo crescer até o estagio de foliculo ovulatério ou morrer por atresia. No entanto, os foliculos
primordiais também podem sofrer atresia, ainda no estagio de dorméncia, contribuindo assim para o
envelhecimento reprodutivo da fémea (McGEE e HSUEH, 2000; HANSEN, 2008).

A regulacdo da ativacdo e do crescimento folicular, de foliculos primordiais para primario
requer a atividade de diferentes hormonios e fatores de crescimento. Durante o cultivo in vitro,
diversas substancias de origem animal ou ainda de origem vegetal (como as lectinas) podem ser
testadas para induzir a ativagdo e o crescimento folicular.

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

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

As lectinas ja foram utilizadas para a caracterizacdo da zona pellcida em hamsters,
camundongos e suinos (NICHOLSON et al., 1975). J& foi também realizada a distribuicdo de
padrBes da lectina em odcitos de mamiferos (SHALGI et al., 1991) e verificou-se a distribuicéo e a
disponibilidade de residuos de agUcares especificos na zona peldcida de odcitos humanos. As
lectinas de leguminosas ja foram utilizadas para inibir a adesdo entre espermatozoides e o0citos
(OIKAWA et al., 1973). Desta forma, o objetivo deste estudo foi avaliar o efeito de diferentes
concentragdes de Con A na ativacdo, a sobrevivéncia e desenvolvimento de foliculos primordiais in

vitro.
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Material e métodos

Ovérios (n = 12) de cabras SRD (Capra hircus) adultas foram coletados em abatedouro
local. Imediatamente ap6s a morte, os ovarios foram lavados com &lcool a 70% durante 10
segundos depois de duas vezes em 0,9% de solugdo salina estéril suplementada com 100ug/mL de
penicilina e 100ug/mL estreptomicina. Os pares de ovarios foram transportados em menos de 1 h ao
laboratorio em meio a-MEM, a 4°C (CHAVES et al., 2008). Do mesmo par de ovarios foram
realizados 18 fragmentos do cortex ovariano (3mm x 3mm x 1mm) (SILVA et al., 2004b) com o
auxilio de tesoura e um bisturi em condicfes estéreis. Os fragmentos de tecido foram diretamente
fixados para histologia (controle fresco) ou direcionados ao cultivo in vitro por 1 ou 6 dias. Os
tecidos corticais do ovario foram transferidos para placas de cultura de 24 pocos contendo 700 uL
de meio de cultura. O meio de cultivo consistiu de a-MEM (pH 7,2-7,4) suplementado com ITS (10
pg/mL de insulina; 5,5 ng/mL de transferrina; 5ng/mL de selénio), 0,23 mM de piruvato, 2 mM de
glutamina, 2 mM de hipoxantina, 1,25 mg/mL de albumina sérica bovina (BSA), cloreto de calcio e
cloreto de manganés. Para testar a concentracdo 6tima de Con A, diferentes concentrac@es (de 0, 5,
10, 20 ou 40 pg/mL) desta lectina foram adicionadas ao meio de cultura. O cultivo foi realizada a
39°C em 5% de CO; em incubadora umidificada, durante 1 a 6 dias. Nos dias 2 e 4, o meio foi
substituido por meio fresco.

Apbs o periodo de cultivo, 1 ou 6 dias, os fragmentos do tecido ovariano foram fixados em
paraformaldeido a 4% durante 12 h e, em seguida desidratadas em concentracdes crescentes de
etanol. Apds a inclusdo em parafina (Synth, Sdo Paulo, Brasil), os tecidos ovarianos foram cortados
em secc¢Oes 7 um, e cada secdo foi montado em laminas de vidro e coradas com hematoxilina-
eosina. A categoria e a sobrevivéncia folicular foram avaliadas microscopicamente em seccGes
seriadas. As laminas foram examinadas em microscépio optico (Nikon, Toquio, Japdo) sob aumento
de 400x. Os estagios de desenvolvimento dos foliculos foram previamente definidos (HULSHOF et
al., 1994). Os foliculos primordiais consistiam de um odcito rodeado por uma camada de células
achatadas ou da mistura de células da granulosa cubdides e achatada cubdide, enquanto que 0s
foliculos em desenvolvimento consistiam de primario (uma camada de células da granulosa
cuboides em torno do odcito) e foliculos secundarios (duas ou mais camadas de células granulosas
cubdides em torno do o oocito). Estes foliculos foram ainda classificados individualmente como
histologicamente normais quando um od6cito intacto estava presente e rodeado por células da
granulosa, que eram bem organizadas em uma ou mais camadas e sem nucleos picnéticos. Foliculos
atrésicos foram definidos como foliculos com um odcito retraido, nucleo picnéticos e/ou de células
da granulosa desorganizadas destacadas da membrana basal. Para avaliar a ativacdo folicular, a

percentagem de foliculos primordiais e em desenvolvimento saudaveis foram calculados antes
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(controle fresco) e apoOs o cultivo em cada tratamento. Os percentuais de foliculos primordiais e
foliculos em desenvolvimento, e morfologicamente normais ap6s 1 ou 6 dias de cultivo nos
diferentes tratamentos foram comparados pelo teste do qui-quadrado (GraphPad Instat). As

diferencas foram consideradas significativas quando P<0,05.

Resultados e Discussoes

A andlise histologica revelou que foliculos normais e degenerados foram encontrados no
tecido cortical do ovario ndo cultivado e cultivados. Foliculos degenerados tinha um odcito retraido
com nucleos picnoticos ou células da granulosa desorganizadas. Um total de 2.129 foliculos foram
contados para avaliacdo da morfologia e ativacao folicular.

A figura 2 mostra a percentagem de foliculos pré-antrais morfologicamente normais apos 1
ou 6 dias de cultura na a-MEM™ sozinho ou suplementado com Con A (5, 10, 20 e 40 pg/mL). Apds
1 e 6 dias de cultura, todos os tratamentos reduziram a percentagem de foliculos normais, quando
comparados com aqueles em tecidos de controle ndo cultivados (P<0,05), mas nao foram
observadas diferengas significativas entre os tratamentos. Além disso, uma reducéo significativa na
percentagem de foliculos normais foi observada com o aumento do periodo de cultura de 1-6 dias.

Quando comparado ao controle de ndo cultivado (fresco), reducgdes significativas na
percentagem de foliculos primordiais e aumento de foliculos em desenvolvimento foram
observados em tecidos que foram cultivadas em meio suplementado com diferentes concentragdes
de Con A (5, 10, 20 e 40 pg/mL) durante 1 ou 6 dias de cultivo (P<0,05). Além disso, quando
comparado com outros tratamentos, incluindo o meio controle (a-MEM™), ap6s seis dias de cultivo,
reducdes significativas na percentagem de foliculos primordiais e aumento de foliculos em
desenvolvimento foram observados nos tecidos ovarianos cultivados na presenca de 10 ou 40
pg/mL de Con A. Com o progresso do periodo de cultivo do dia 1 ao dia 6, todos os tratamentos
reduziram a percentagem de foliculos primordiais e aumentaram os foliculos em desenvolvimento
(P<0,05).

O presente estudo demonstrou que a Con A (10 ou 40 pg/mL) estimula a ativacdo de
foliculos primordiais durante o cultivo in vitro de tecido ovariano caprino. Estudos anteriores
demonstraram a presenca de sitios de ligacdo de Con A em células da granulosa em suinos (LEE e
RYAN, 1979) e que as lectinas tem a capacidade de se ligarem a carboidratos para melhorar a
adesdo célula-celula (SHARMA et al., 1996; YAGI et al., 1995). Assim, Con A pode ter
reconhecido e mediado ades&o entre os carboidratos presentes nas células da granulosa e no odcito.
A comunicagdo entre o odcito e as células da granulosa circundantes durante as fases de foliculos

antrais e pré-antrais iniciais é necessaria para garantir a sobrevivéncia do odcito e sua capacidade de
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desenvolvimento (ALBERTINI et al., 2001; FATEHI et al., 2002). A interacdo entre as células da
granulosa e o odcito, durante o desenvolvimento folicular ndo sé beneficia o odcito, mas também as
celulas da granulosa, uma vez que o odcito pode regular funcdes de células da granulosa e a
inibicdo da apoptose nas camadas de células imediatamente em torno do oocito (HUSSEIN et al.,
2005). Além de seu efeito sobre a sobrevivéncia e competéncia no desenvolvimento oocitario,
lectinas mitogénicas, como a Con A, tém estimulado tanto a maturagdo do odcito como a expansao

das células do cumulus em complexos cumulus- odcito de ratos (FAGBOHUN e DOWNS, 1990).

Conclustes
Em conclusdo, a lectina Con A nas concentra¢des de 10 ou 40 pg/mL é eficaz na promocéo
da ativacdo de foliculo primordial apés 6 dias de cultivo de fragmentos corticais de ovario caprino.
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