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Resumo

Este estudo teve como objetivo investigar os efeitos da Concanavalina A (Con A) e do Hormonio
Foliculo Estimulante (FSH) na sobrevivéncia e ativacdo de foliculos primordiais, e expressdo
génica durante o cultivo in vitro de fragmentos do cértex ovariano caprino. Os fragmentos de tecido
foram cultivadas durante 6 dias, em meio suplementado com a lectina Con A (10 pg/mL), FSH (50
ng/mL) ou ambos. Em seguida, os fragmentos foram processados por histologia ou armazenados
para avaliar por PCR em tempo real a expressdo do RNAm para PCNA, c-kit, KL, GDF-9, BMP-
15. Os resultados mostraram que, a adi¢do de FSH (50 ng/mL) sozinho ou em combinagdo com Con
A (10 pg/mL) foi capaz de induzir a ativagdo dos foliculos primordiais. Apés a cultivo, a presenca
de FSH aumentou a expressdo de RNAm para PCNA, mas este efeito foi bloqueado pela Con A.
Além disso, a reducdo da expressdo de BMP-15 foi observada em foliculos cultivados em meio de
controle, mas ndo no meio contendo FSH. Além disso, os foliculos cultivados na presenca de Con A
tinham niveis mais elevados de RNAm para GDF-9, do que os cultivados em a-MEM®. Em
concluséo, quando adicionados ao cultivo in vitro, a Con A e FSH foram capazes de promover a
ativacdo folicular, além de regular expressdo de diversos genes relacionados ao desenvolvimento

folicular inicial.
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Introducao

Vaérios estudos tém demonstrado que a ativacdo de foliculos primordiais e o inicio da
foliculogénese é um processo complexo regulado pelo sistema enddcrino e por fatores intra-
ovariana (VAN DEN HURK E ZHAO, 2005). Durante o inicio do crescimento folicular, as células
da pré-granulosa de foliculos primordiais passam de achatados e tornam-se cuboidea, comecam a
proliferar e 0 00cito comeca a crescer. A proliferacdo das células da granulosa est associada com a
expressdo do Antigeno Nuclear de Proliferagdo Celular (PCNA), que € um marcador para avaliar a
proliferacdo celular, pois é expresso universalmente em toda a intérfase (XIONG et al., 1992). A
expressdao de PCNA ¢é associada com o crescimento folicular em diferentes espécies animais
(cabras: SILVA et al., 2004 a, b; humanos: OKTAY et al., 1998, 2000; vacas: WANDJI et al.,
1996; FRICKE et al., 1997; ovelhas: LUNDY et al., 1999).
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O envolvimento das gonadotrofinas FSH (Hormoénio Foliculo Estimulante) e LH
(Hormonio Luteinizante) (SARAIVA et al., 2008) e fatores de crescimento locais, como GDF-9
(MARTINS et al., 2008), KL / c-Kit (LIMA et al., 2011) e BMP-15 (CELESTINO et al., 2011)
sobre a ativacdo do foliculo primordial caprino in vitro, tem sido extensivamente estudado na ultima
década. KL, GDF-9, BMP-15 tem um papel importante durante as primeiras fases da
foliculogénese, uma vez que camundongos knockout para KL ou para o seu receptor (c-kit) ndo
formaram foliculos primordiais e o desenvolvimento folicular foi interrompido na fase de foliculo
primario em camundongos knockout para 0 GDF-9 (DONG et al., 1996) ou em ovelhas contendo
mutacOes para BMP-15 (GALLOWAY et al., 2000).

Apesar da ativacdo de foliculos primordiais ter sido estudadas na ultima década, os
resultados obtidos s&o ainda limitados, 0 que torna importante estudar os efeitos de novas
substancias quimicas, tal como a lectina Concanavalina A (Con A). Con A é uma lectina que é
isolada a partir de Canavalia ensiformis (Jack Bean) e existe como um homotetramero em pH
fisiologico, com massa molecular de 102,5 kDa (AGRAWAL et al., 1968). Cada mon6émero
apresenta sitios de ligagdo a Mn?*, Ca*" e carboidratos, tendo especificidade de ligacdo a
manose/glicose. A atividade de ligacdo de Con A a carboidratos induz diferentes respostas
celulares, através da ligagdo com glicoproteinas ou glicolipidos na membrana plasmatica de
diferentes tipos de células. Con A tem sido conhecido como um mitégeno, pois estimula a
proliferacdo policlonal dos linfocitos T (BOLDT et al., 1979). Fagbohun e Downs (1990)
mostraram que a Con-A tém efeitos profundos sobre o cultivo de complexos odcito-cumulus de
ratos, demonstrando que a Con A modifica o estado de maturacdo do odcito e das células de
cumulus, pela sua capacidade para induzir a quebra da vesicula germinativa em odcitos que foram
mantidos artificialmente na parada meidtica. Estes dados sugerem que as lectinas podem estimular
um sinal ou uma via metabdlica comum tanto para a mitogénese como para a maturacdo do
complexo cumulus-odcito (FAGBOHUN e DOWNS, 1990). Diante do exposto, o objetivo do
presente estudo foi de avaliar a interacdo de Con A e FSH sobre a ativacdo de foliculos primordiais
e sobre a expressdo de RNAm de GDF-9, BMP-15, KL, c-kit e PCNA no tecido cortical do ovério

caprino durante o cultivo in vitro.

Material e métodos

Ovérios (n = 16) de cabras SRD (Capra hircus) adultas foram coletados em abatedouro
local. Imediatamente ap0s a morte, os ovarios foram lavados com alcool a 70% durante 10
segundos depois de duas vezes em 0,9% de solucgdo salina estéril suplementada com 100pg/mL de

penicilina e 100pg/mL estreptomicina. Os pares de ovarios foram transportados em menos de 1 h ao
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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 6 dias. Os tecidos
corticais do ovario foram transferidos para placas de cultura de 24 pogos contendo 700 pL 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 célcio e
cloreto de manganés, além disso, foi adicionado 10 pg/mL de Con A associado ou ndo com 50
ng/mL de FSH. O cultivo foi realizada a 39°C em 5% de CO, em incubadora umidificada, durante 6
dias. Nos dias 2 e 4, o meio foi substituido por meio fresco. Ao final do periodo de cultivo, 0s
fragmentos do cortex ovariano foram divididos, uma parte dos fragmentos foram fixados para
analise histoldgica e a outra parte armazenados a -80°C para posterior extracdo de RNA total e
quantificacdo dos niveis de RNAm por PCR em tempo real.

Os fragmentos do tecido ovariano foram fixados em paraformaldeido a 4% durante 12 h e,
em seguida desidratadas em concentracGes crescentes de etanol. Apds a inclusdo em parafina
(Synth, Sao Paulo, Brasil), os tecidos ovarianos foram cortados em sec¢des 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 secgdes seriadas. As laminas foram examinadas
em microscopio Optico (Nikon, Toéquio, 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 cuboides e achatada cubdide, enquanto que os foliculos em
desenvolvimento consistiam de primario (uma camada de células da granulosa cubdides em torno
do odcito) e foliculos secundarios (duas ou mais camadas de células granulosas cuboides em torno
do o odcito). 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, nicleo picnéticos e/ou de células da granulosa
desorganizadas destacadas da membrana basal. Para avaliar a ativacao folicular, a percentagem de
foliculos primordiais e em desenvolvimento saudaveis foram calculados antes (controle fresco) e
apos o cultivo em cada tratamento.

Para avaliar os efeitos de Con A, FSH e da sua combinagdo sobre a expressdo do mRNA

para BMP-15, GDF-9, Kit ligand, c-kit e PCNA apds seis dias de cultivo, foi realizado a extracao
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do RNA total utilizando o kit de purificacdo Trizol (Invitrogen, S&o Paulo, Brasil). De acordo com
as instrucdes do fabricante, a 800 pL da solucdo Trizol foi adicionada a cada amostra e o lisado foi
centrifugado a 12.000 xg durante 15 minutos a 4°C. Depois disso, o lisado foi diluido a 1:1 em
etanol a 70% e submetido a uma mini-coluna. Apds a ligacdo da RNA com a coluna, a digestdo do
DNA foi realizada utilizando DNAse livre de RNAse (340 unidades Kunitz/mL) durante 15 min a
temperatura ambiente. Apos lavagem da coluna por trés vezes, o RNA foi eluido com 30 mL de
agua livre de RNase. Antes da transcrigdo reversa, as amostras de RNA foram incubadas durante 5
min a 70°C. A transcrigdo reversa foi, entdo, realizada num volume total de 20 uL, composta de
10pL de amostra de RNA, 4 uL de tampdo de transcriptase reversa 5X (Invitrogen, Sdo Paulo,
Brasil), 8 unidades RNaseOUT, 150 unidades da enzima transcriptase reversa Superscript 111, 0,036
U aleatéria primers (Invitrogen, Sdo Paulo, Brasil), 10 mM DTT, e 0,5 mM de cada dNTP. A
mistura foi incubada durante 1 h a 42°C, durante 5 min a 80°C, e, em seguida, armazenada a -20°C.
Os controles negativos foram preparados sob as mesmas condi¢cdes, mas sem a inclusdo da
transcriptase reversa.

A quantificagdo do RNAm foi realizada utilizando SYBR Green. As reagdes de PCR foram
feitos de 1 pL de cDNA como molde, em 7,5 uL de SYBR Green Master Mix (PE Applied
Biosystems, Foster City, CA), 5,5 puL de agua ultra-pura, e 0,5 UM de cada primer. Os primers
foram desenhados para realizar a amplificacdo do mRNA para BMP-15, GDF-9, Kit ligand, c-Kkit,
PCNA, os genes de referéncia utilizados foram a ubiquitina (UBQ) e a B-actina. A eficiéncia de
amplificacdo de todos os genes foi verificada como descrito por Pfaffl (2001). Os ciclos de PCR
foram os seguintes: desnaturacéo inicial e ativacdo da polimerase por 10 min a 95°C, seguido por 50
ciclos de 15 segundos a 95°C, 30 segundos a 58°C e 30 segundos a 72°C. A extensao final foi de 10
min a 72°C. Todas as reacOes foram realizadas no real time PCR Mastercycler (Eppendorf,
Germany). O método de delta-delta CT foi usado para normalizar os dados de expressdo do RNAmM
(LIVAK e SCHMITTGEN, 2001).

Os percentuais de foliculos primordiais e em desenvolvimento, bem como a percentagem
de foliculos morfologicamente normais, ap6s 6 dias de cultivo foram comparados pelo teste do qui-
quadrado. Os niveis de RNAmM de PCNA, BMP-15, GDF-9, LK e c-kit nos tecidos ovarianos foram
analisados usando o teste ndo paramétrico Kruskal-Wallis (P<0,05). Os dados foram expressos

como media = SEM. As diferencas foram consideradas significativas quando P <0,05.

Resultados e Discussoes



V111 Encontro de P6s-Graduacgéo e Pesquisa da Universidade Estadual Vale do Acarad-UVA
Tema: Interdisciplinaridade e Inovacao na Pesquisa e na P0s-Graduacao

No total, 1.456 foliculos foram contados para avaliar a morfologia folicular e ativagéo
neste experimento. Comparado com o controle sem cultivo (P <0,05), uma reducéo significativa na
percentagem de foliculos normais foi observada em seis dias de cultura, enquanto que a presenca de
FSH, Con A, ou ambos, no meio de cultura ndo aumentou a percentagem de foliculos normais.

Em comparagdo com os tecidos ovarianos ndo cultivados, todos os fragmentos de tecido
ovariano, ap6s 6 dias de cultivo reduziu forma significativa (P<0,05) a percentagem de foliculos
primordiais, e aumentaram o percentual de foliculos em desenvolvimento. Além disso, em
comparagdo com o tecido do ovario cultivado em meio controle (a-MEM™), a presenca de FSH,
Con A, ou ambos promoveu uma reducdo na percentagem de foliculos primordiais € um aumento
nos foliculos em desenvolvimento. N&o se observou interacdo sinérgica entre o FSH e Con A (P
<0,05).

Apbs 6 dias de cultivo, um aumento da expressdo do RNAm para PCNA foi demonstrada
nos tecidos cultivados na a-MEM™ suplementado com FSH, em comparagdo com aqueles cultivados
em o-MEM" suplementado com ambos, Con A e FSH (P<0,05). Além disso, a adi¢do de FSH e de
Con A ao meio de cultura resultou em um aumento de expressio de RNAm de c-kit, em
comparagao aos tecidos cultivados em a-MEM" suplementado apenas com Con A. Em comparac&o
com o controle fresco sem cultivo, uma reducdo dos niveis de RNAm para o KL foi observada nos
tecidos cultivados em a-MEM™ suplementado com Con-A, ou ambos Con A e FSH. A expressdo do
MRNA para BMP-15 nos fragmentos ovarianos cultivadas em a-MEM" sofreu uma reducéo quando
comparada com o controle fresco (P<0,05), mas ndo para os fragmentos que foram cultivados na
presenca de FSH, Con-A, ou ambos. Além disso, os niveis de RNAm para GDF-9 em fragmentos
que foram cultivados em meio contendo Con A foram significativamente maiores (P<0,05) do que
os cultivados em meio contendo FSH. Durante a amplificacdo de gPCR, os valores de eficiéncia dos
primers, para cada um dos genes estudados foram avaliados.

A adicdo de Con A e/ou FSH ao meio de cultivo reduziu a percentagem de foliculos
primordiais e concomitantemente induziu um aumento na percentagem de foliculos em
desenvolvimento no tecido cortical do ovario. Alguns estudos tém demonstrado que a FSH é
essencial para o crescimento in vitro de foliculos pré-antrais suinos (WU et al., 2007). Em cabras, 0
FSH é importante para a manutencao da integridade morfoldgica dos foliculos, ativacéo de foliculos
primordiais e crescimento de foliculos ativados no tecido ovariano cultivado in situ (MATOS et al.,
2007a). No presente estudo, ndo foi observado efeito sinergico entre o FSH e a Con A nos foliculos
observados. A ligacdo de Con A aos receptores de fatores de crescimento e hormoénios, como FSH,

pode explicar a auséncia de uma interacdo positiva entre a lectina e o FSH.
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Conclustes
Em concluséo, o cultivo com Con A e/ou FSH altera os niveis de RNAm para genes que
sdo importantes para a ativagdo de foliculos primordiais. Isso sugere que a lectina Con A tem um

importante papel no desenvolvimento de foliculos pré-antrais caprinos.
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