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RESUMO

Avaliacao do desenvolvimento de foliculos pré-antrais caprinos in situ co-cultivados com
células-tronco mesenquimais da medula 0ssea

As biotécnicas da reproducdo animal constituem ferramentas importantes para o
desenvolvimento e avanco tecnoldgico, possibilitando a expansdo e selecdo de material
genético de qualidade. Dentre as biotécnicas mais recentes, que visam otimizar o potencial
reprodutivo de fémeas, destaca-se a Manipulacdo de Odcitos Inclusos em Foliculos Ovarianos
Pré-antrais (MOIFOPA). O co-cultivo utilizando FOPA e ceélulas de outras linhagens, como
as células-tronco mesenquimais (CTM) tem se tornado uma alternativa vantajosa dentro da
técnica de MOIFOPA. Este estudo tem como objetivo desenvolver um sistema de co-cultivo
in vitro de FOPA caprinos in situ com Células-Tronco Mesenquimais da medula dssea
(CTMMO), avaliando a influéncia dessas células no crescimento folicular, taxa de ativagdo e
sobrevivéncia de foliculos morfologicamente normais. As CTMMO foram isoladas e co-
cutlivadas com fragmentos do cortex ovariano onde estdo inclusos os FOPA’s por um e sete
dias, com meio de cultivo basico. Cortes histologicos dos fragmentos foram analisados e
obtidos dados referentes a classificacdo morfoldgica, taxa de sobrevivéncia de foliculos
morfologicamente normais e taxa de ativagdo folicular. Os meios de cultivo no dia um e sete
também foram colhidos para dosagem de nitrito e glutationa reduzida. Verificou-se reducao
significativa (P<0,05) do percentual de foliculos morfologicamente normais em comparacao
ao controle fresco apenas no sétimo dia de cultivo no tratamento sem CTMMO (SC), no
tratamento com CTM (CC) nio foi observada reducao significativa (P>0,05). Ao comparar os
tratamentos CC vs. SC, no sétimo dia de cultivo foi evidenciada taxa significativamente
superior de FOPA morfologicamente normais no CC (P>0,05). Em ambos os tratamentos foi
constatada taxas de foliculos primordiais e em desenvolvimento similar ao controle fresco
(P>0,05). Ao comparar os tratamentos entre si, bem como com o controle fresco ndo foi
observada diferencas significativas no diametro folicular (P>0,05), tampouco na concentragao
de nitrito (P>0,05). A concentra¢do de glutationa reduzida foi significativamente inferior no
sétimo dia do co-cultivo. Concluindo, o co-cultivo ndo exerceu influéncia sobre o
desenvolvimento folicular e oocitario. Entretanto, foi fundamental para manter a
sobrevivéncia de foliculos pré-antrais caprinos durante sete dias de cultivo. Além disso, ficou
demonstrado que € possivel o cultivo de FOPA’s simultaneamente CTMMO.

Palavras-chave: MOIFOPA, Ovério, Caprino, Nitrito, Glutationa.
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ABSTRACT

Evaluation of the development of preantral caprine follicles in situ co-cultured with
mesenchymal stem cells from bone marrow

The biotechniques of animal reproduction are important tools for the development and
technological advancement, allowing the expansion and selection of quality genetic material.
Among the most recent biotechniques that aim to optimize the reproductive potential of
females, we highlight the Manipulation of Oocytes Included in Pre-antral Ovarian Follicles
(MOIFOPA). This study aims to develop an in vitro co-culture system of goat FOPA with
bone marrow Mesenchymal Stem Cells (MSC), evaluating the influence of these cells on
follicular growth, rate of activation and survival of morphologically normal follicles. MSC’s
were isolated and co-cutlivated with fragments of the ovarian cortex where FOPA's are
included for one and seven days, with basic culture medium. The histological sections of the
fragments were analyzed, and data regarding the morphological classification,
morphologically normal follicle survival rate and follicular activation rate were obtained.
Culture medium on day one and seven were also harvested for nitrite dosage and reduced
glutathione. There was a significant reduction (P <0.05) in the percentage of morphologically
normal follicles compared to fresh control only after seven days of culture in the SC
treatment, in the CC treatment no significant reduction was observed (P> 0.05). When
comparing treatments CC vs. SC on day one and seven of cultivation did not show significant
differences (P> 0.05). In both treatments primordial and developing follicle rates similar to
the fresh control (P> 0.05) were observed. When comparing treatments with each other, as
well as with fresh control, no significant differences were observed in follicular diameter (P>
0.05) or nitrite concentration (P> 0.05). The concentration of reduced glutathione was
significantly lower on the seventh day of co-cultivation. In conclusion, co-cultivation had no
influence on follicular and oocyte development. However, it was critical to maintain the
survival of preantral follicles for 7 days of culture. In addition, it has been demonstrated that it
is possible to culture FOPA's simultaneously with CTMMO.

Keywords: MOIFOPA, Ovary, Goat, Nitrite, Glutathione.
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1. INTRODUCAO

A biotecnologia tem se tornado uma area com papel cada vez mais relevante para a
ciéncia. Na medicina veterinaria, as biotécnicas da reproducdo animal constituem ferramentas
importantes para o desenvolvimento e avango tecnoldgico do setor agropecuario,
possibilitando, principalmente, a expanséo e selecdo de material genético de qualidade para o
melhoramento animal. Essas biotécnicas, aplicadas em ensaios cientificos, tém contribuido
para a compreensdao e elucidacdo de aspectos da fisiologia reprodutiva animal antes
desconhecidos (RODRIGUES et al., 2016).

No tocante a ruminantes domésticos, biotécnicas como a inseminacdo artificial,
fecundacdo in vitro (FIV) e a transferéncia de embrides tém sido utilizada com sucesso ja ha
algum tempo. Dentre as biotécnicas mais recentes, segundo Figueiredo e Lima (2017), que
visam otimizar o potencial reprodutivo de fémeas, destaca-se a Manipulacdo de Odcitos
Inclusos em Foliculos Ovarianos Pré-antrais (MOIFOPA).

Para entender o proposito da MOIFOPA e sua aplicabilidade é necessario conhecer e
compreender a anatomia e fisiologia do sistema reprodutor feminino, mais especificamente, a
dindmica ovariana. O ovario dos mamiferos nunca se encontra em repouso absoluto, ¢é
composto por diferentes tipos celulares, que trabalham em conjunto para exercer sua fungdo.
Este 6rgdo ¢ constituido por duas zonas: uma vascular, onde esta contida a medula, e outra
parenquimatosa, onde se encontra o cortex, delimitado pela tinica albuginea. Na regido
medular estdo os nervos, fibras musculares lisas, tecido conectivo, vasos linfaticos e
sanguineos, que se estendem para o cortex ovariano, responsaveis pela nutricdo e sustentacao
do ovéario. Na regido cortical estdo localizados os foliculos ovarianos, que se apresentam em

diferentes estadios de desenvolvimento e regressdao (primordiais, primarios, secundarios,
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terciarios e ovaricos vesiculosos), bem como, os corpos luteos, albicans e hemorragicos
(KONIG e LIEBICH, 2016).

A gonada feminina desempenha dupla fun¢do: uma enddcrina (producao e liberagdo de
hormonios esteroides, responsaveis pelo desenvolvimento das caracteristicas sexuais
femininas secundarias e pela manutengao da gestacao, e diversos peptideos) e outra exocrina
ou gametogénica (producao e liberacdo de oocitos aptos a fecundagdo), a qual sé se faz
possivel devido a interagdo entre dois fendmenos que ocorrem no ovario: a oogénese € a
foliculogénese (REECE e ROWE, 2017).

A oogénese ¢ o processo de formacdo de odcitos (REECE e ROWE, 2017). Nos
mamiferos, esse processo inicia-se com a migragdo das células germinativas primordiais
(CGP) a partir do endoderma do saco vitelinico para a génada primitiva, e sua posterior
colonizacdo, a fim de completar a formacgdo dessa gonada e induzir a sua diferenciacdo. As
CGP proliferam-se intensamente por meio de divisdo mitdtica e posteriormente transformam-
se em oogonias; ainda no periodo embriondrio, essas oogdnias aumentam de tamanho e
tornam-se meioticamente ativas com duplicacdo do DNA, diferenciando-se em od6citos
primarios, os quais se mantém diploides (2n) até essa fase. A meiose seguinte desses oocitos
primarios € interrompida logo na profése I, assim, o oocito permanece neste estagio da divisao
celular até o inicio da maturacdo oocitaria, que s6 ocorre apds o nascimento, quando o
individuo desenvolve a maturidade sexual (RAVEN, 2013).

Paralelamente a oogénese, durante a transformagao das oogonias em odcitos primarios,
ocorre a foliculogénese, quando uma camada de células somaticas planas, as células da pré-
granulosa, e uma lamina basal circundam os oo6citos primdrios formando os foliculos
primordiais. Finalizada essa etapa, alguns foliculos podem ser estimulados a crescer

imediatamente ou, como ocorre na maioria destes, as células da pré-granulosa param de se
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multiplicar e entram em periodo de quiescéncia até receberem sinais para entrar no pool de
crescimento (HIRSHFIELD, 1991; RAVEN, 2013).

A foliculogénese inicia-se com a formacgdo do foliculo primordial, e culmina com o
estadio de foliculo de De Graaf ou pré-ovulatorio (VAN DEN HURK e ZHAO, 2005).
Durante esse processo, o inicio do crescimento folicular, a ativagao de foliculos primordiais,
ocorre quando ha o recrutamento de um pool de foliculos da reserva; algumas caracteristicas
morfologicas marcam o inicio desse momento, sdo elas: aumento do diametro oocitario,
prolifera¢do das células da granulosa, mudanc¢a na morfologia destas células de pavimentosas
para cibicas, e aumento no conteudo proteico (URIBE-VELASQUEZ, LENZ SOUZA e
NARVAEZ-SOLARTE, 2015; AMORIM et al., 2016).

Este periodo de crescimento e desenvolvimento folicular pode ser dividido nas
seguintes fases: 1) fase pré-antral, caracterizada pela ativacdo dos foliculos primordiais,
formagdo do foliculo primario e transi¢do de foliculos priméarios para secundarios e 2) fase
antral, caracterizada pelo crescimento inicial e terminal dos foliculos terciarios e transicdo
para foliculo pré-ovulatorio. Assim, os foliculos sdo classificados em pré-antrais e antrais. Na
primeira categoria encontram-se os foliculos primordiais, assim caracterizados por possuirem
um oocito quiescente circundado por uma Unica camada de cé€lulas da granulosa em formato
pavimentoso; os foliculos de transicdo, os quais apresentam o odcito envolvido
simultaneamente por células da granulosa tanto pavimentosas quanto cubicas; os foliculos
primarios que detém uma camada completa de células da granulosa de morfologia cubica; e
os secundarios, quando ha duas ou mais camadas de células da granulosa ao redor do odcito e,
as c¢lulas da teca, bem como a zona pelucida, podem ser evidenciadas. Na classificagao de
foliculos antrais, estdo os foliculos tercidrios, caraterizados pela organizagao das células da
granulosa em varias camadas, e com a formagao de uma cavidade repleta de liquido folicular,

denominada antro (RIMON-DAHARI et al., 2016). O desenvolvimento dos foliculos antrais ¢
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caracterizado por uma fase de recrutamento, selecdo e domindncia, sendo a formacao de
foliculos pré-ovulatérios um pré-requisito para a ovulagdo e posterior formacao do corpo
luteo, bem como manutencao da fertilidade (VAN DEN HURK e ZHAO, 2005).

Os oocitos primarios inclusos nos foliculos permanecem estacionados na fase de profase
I da meiose. A progressao da divisdo meiotica ocorre somente na puberdade, quando o ovario
torna-se responsivo ao hormonio gonadotrofico e ha a ocorréncia de um pico pré-ovulatorio
de LH, o que resulta na ovulagdo, e subsequente fim da foliculogénese, bem como finaliza a
meiose I dos ovocitos meioticamente competentes dos foliculos pré-ovulatérios,
transformando-os em od6citos secundarios, os quais, novamente tém sua meiose seguinte
interrompida, desta vez na metafase II. Nessa situagdo, a meiose somente sera retomada se
houver fecundagao do odcito pelo espermatozdide, marcando assim o fim da oogénese (FAIR,
2003; GONCALVES e FIGUEIREDO, 2008).

Como pode se perceber, a populacdo folicular ovariana ¢ bastante heterogénea,
constituida de foliculos pré-antrais e antrais, os primeiros correspondem a 90% dessa
populagdo, e destes, 95% sao foliculos primordiais, representando o estoque de gametas
femininos (ALVES et al., 2017). Embora exista um “dogma” na literatura afirmando que esse
estoque de gametas seja finito, alguns pesquisadores tém sugerido o contrario, gerando
discussdes no meio cientifico (PAN et al., 2016; HANNA ¢ HENNEBOLD, 2014). Estes
autores propdem a formacao de novas células germinativas durante a fase adulta das fémeas, a
partir de células-tronco presentes na superficie do epitélio do ovario, assim como, Bukovsky
et al. (2004) em mulheres e Johnson et al. (2005) em camundongas.

Independente disso, j& ¢ bem estabelecido que a populacao folicular pode variar de
milhares a milhdes de foliculos por ovario, a depender de diversos fatores, dentre eles: a
variacdo individual, idade (ALVES et al., 2017), raca, genética (SILVA-SANTOS et al.,

2011), e principalmente entre espécies, 1.500 em camundonga (SHAW et al., 2000); de



17

295.000 a 2.500.000 na espécie humana (WALLACE e KELSEY, 2010) e 37.000 em cabra
(LUCCI; AMORIM e RODRIGUES, 1999).

Apesar dessa enorme quantidade de foliculos presentes no ovario mamifero, apenas uma
pequena parte (0,01%) ¢é capaz de se desenvolver até a ovulacdo, a maioria, cerca de 99,9%,
nado ¢ potencialmente ovulavel devido ao processo natural de atresia folicular, que causa a
morte de foliculos por via degenerativa e/ou apoptotica, reduzindo drasticamente o nimero de
odcitos viaveis durante a vida reprodutiva de um animal (AERTS, 2010; HUTT, 2015). Os
mecanismos que envolvem a atresia folicular ainda nao estdo muito bem esclarecidos
(APOLLONI et al., 2016), mas acredita-se que na via degenerativa, a isquemia, estimulos
toxicos, degenerativos e imunoldgicos pode levar a morte dos foliculos ovarianos, pois esses
fatores resultam em alteracdes na permeabilidade da membrana celular, aumento de agua
intracelular, vacuolizagdo citoplasmatica e, conseqiiente, degeneracdo (BARROS;
HERMOSILLA e CASTRO, 2001).

No que concerne a via apoptotica, sabe-se que se trata de um evento geneticamente
determinado, que depende da expressdo de genes pro e anti-apoptdticos. Alguns fatores
podem desencadear a ativagdo desses genes, como: estresse oxidativo causado por espécies
reativas de oxigénio, irradiacdo, danos no DNA, citocinas, proteinas virais, bem como
deficiéncia de fatores de sobrevivéncia da célula (WU et al., 2011; MATSUDA et al., 2012;
CHAUBE et al., 2014a; CHAUBE et al., 2014b; TRIPATHI e CHAUBE, 2015).

Diante da substancial perda folicular que ocorre naturalmente in vivo, pesquisadores tém
buscado desenvolver e aprimorar técnicas capazes de recuperar os foliculos pré-antrais,
visando diminuir o nimero de FOPA que entram em atresia e consequentemente aumentar a
eficiéncia reprodutiva das fémeas, bem como apresentar alternativas que auxiliem na

reprodugdo de animais em risco de extingdo, € na reproducdo humana, tendo em vista os
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inimeros problemas de infertilidade feminina, principalmente em mulheres jovens submetidas
a quimioterapia (RODRIGUES et al., 2016).

Nesse contexto, a MOIFOPA, também conhecida como ovario artificial, tem sido
bastante investigada nas duas ultimas décadas e atualmente consiste em uma das principais
ferramentas para a elucidag¢ao da foliculogénese. Esta biotécnica tem como principal objetivo
resgatar os foliculos pré-antrais a partir do tecido ovariano, e posteriormente cultiva-los in
vitro até a maturacao dos odcitos inclusos nestes foliculos, prevenindo-os da atresia e
possibilitando a utilizagao destes em outras biotécnicas reprodutivas, como a fertilizagdo in
vitro (FIV), a transgénese e a clonagem. Para tanto, diversos sistemas de cultivo in vitro com
FOPA, isolados ou inclusos em fragmentos do cortex ovariano, tém sido experimentados, a
fim de obter um protocolo ideal e bem estabelecido que permita um excelente crescimento e
maturacdo folicular, seguido da produg¢do de embrides e crias viaveis (FIGUEIREDO e
LIMA, 2017).

Em roedores, a pequena dimensdo dos ovarios possibilita o cultivo do 6rgdo inteiro, o
que tem sido bastante util para o estudo da foliculogénese inicial em pequenos mamiferos
(FORTUNE, 2003). No entanto, em animais de médio e grande porte, devido o tamanho dos
ovarios, nao ¢ possivel utilizar o mesmo protocolo, sendo necessaria a fragmentacao do o6rgao.
Para estes animais, tem-se cultivado, entdo, os foliculos completamente isolados do tecido, ou
in situ, cultivando-se pequenos fragmentos de cortex ovariano, onde estdo inclusos foliculos
primordiais, possibilitando, o estudo da ativag@o e do crescimento de foliculos primordiais em
diversas espécies, como: caprina (MARTINS; SARAIVA e CELESTINO, 2017), ovina
(DUARTE; ROCHA e SILVA, 2017), equina (AGUIAR et al., 2017), bovinos (CASTRO et
al., 2014) e at¢ mesmo humana (XIA et al., 2015).

No sistema de cultivo isolado, os FOPA’s podem ser desprendidos do tecido ovariano

que o envolve de maneira mecanica e/ou enzimatica (PAES et al., 2016), todavia o isolamento
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mecanico sozinho tem sido o mais utilizado, apresentando melhores resultados (DONG et al.,
2014). O isolamento mecanico pode ser realizado de duas formas: para os foliculos que
apresentam mais de 150um de diametro, geralmente faz-se a microdissec¢do manual
utilizando agulhas de insulina, e para foliculos menores, normalmente o isolamento ¢ feito por
uma maquina denominada fissue chopper. Ambos os procedimentos mecanicos asseguram a
integridade da estrutura tridimensional folicular, ndo danificando a membrana basal dos
foliculos e mantendo as interagdes entre oocito, células da granulosa e células da teca (ITOH
e HOSHI, 2000; PAES et al., 2016). Como uma de suas principais vantagens, o cultivo
isolado permite um monitoramento didrio do crescimento de cada foliculo individualmente,
bem como a verifica¢do do efeito in vitro de hormodnios e fatores de crescimento sobre cada
classe folicular de maneira bem especifica (RAMESH et al., 2010).

J& no cultivo in situ, os FOPA’s permanecem inclusos no cértex de tecido ovariano.
Nesta técnica, dependendo da espécie, os ovarios podem ser cultivados intactos, ou, caso o
tamanho do ovario nao permita tal metodologia, a regido cortical do ovario sera separada, por
seccao, da medular e fragmentada em cortes de aproximadamente 3x3x1lmm, e estes
fragmentos serdo, entdo, cultivados in vitro. Os beneficios desse método consistem na certeza
de manutencdo da integridade estrutural dos foliculos, bem como das interagdes entre as
células foliculares e as células adjacentes, como as do estroma, da teca e da granulosa, o que
favorece de maneira significativa o crescimento folicular, visto que o ambiente nessas
condi¢gdes aproxima-se mais do ambiente ao qual o foliculo esta inserido in vivo, evitando a
exposicao prolongada das células ao meio externo e facilitando uma melhor perfusao do meio
de cultivo para o tecido ovariano (O’BRIEN; PENDOLA e EPPIG, 2003; AGUIAR et al.,
2016).

O sucesso do cultivo in vitro de foliculos pré-antrais que teve como desfecho o

nascimento de murinos vivos, alcangados em dois estudos (O’BRIEN, PENDOLA e EPPIG,
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2003; WANG et al., 2011) tem estimulado novas pesquisas em outras espécies. Até o
momento, a ativacdo e o desenvolvimento de foliculos primordiais para o estagio antral, foi o
maximo alcancado em humanos (TELFER et al., 2008), bovinos (ARAUJO et al., 2014) e
caninos (SERAFIM et al., 2015). Estudos mais avancados, que obtiveram a producdo de
embribes, porém com baixa taxa de retomada de meiose, 0 que os impossibilitou de serem
gestados, foram desenvolvidos nas espécies, caprina (SARAIVA et al., 2010; MAGALHAES
et al., 2011); ovina (ARUNAKUMARI, SHANMUGASUNDARAM e RAO, 2010), bubalina
(GUPTA et al., 2008), suina (WU, EMERY e CARRELL, 2001), e primatas ndo-humanos
(XU etal., 2011).

Neste contexto, o cultivo in vitro associado a técnica de MOIFOPA mostra-se como uma
ferramenta singular para a area da reproducdo, que contribui de maneira inigualdvel para
avanco dessas pesquisas, haja vista a possibilidade de simular e testar, sob condigdes
plenamente controldveis, os mais diversos cenarios no que tange o cultivo de FOPA,
permitindo a avaliagdo da vascularizagdo (KANG et al., 2017), apoptose (TRIPATHI e
CHAUBE, 2015), influéncia de hormdnios (SERAFIM et al., 2015), fatores de crescimento
(MARTINS, SARAIVA e CELESTINO, 2017) e multiplas variaveis envolvidas no
desenvolvimento folicular, gerando estudos cada vez mais aprimorados e contiguos do
objetivo principal, isto €, nascimentos de crias vivas saudaveis.

Nessa busca pelo protocolo ideal, o cultivo de odcitos ou embrifes juntamente com
células somaticas, tais como: células epiteliais do oviduto (CEOB), células da granulosa,
células VERO, células BRL, entre outras, ja é algo bastante abordado pelo meio cientifico. A
esse tipo de sistema, no qual ha a associagao in vitro de dois ou mais tipos celulares distintos,
¢ dado o nome de co-cultivo, e seu principal objetivo é simular o que ocorre naturalmente in
vivo, onde o desenvolvimento das celulas é regulado por fatores pardcrinos e autocrinos

oriundos da relacdo entre células adjacentes, o que favorece o desenvolvimento dessas células
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e otimiza a taxa de sobrevivéncia (GONCALVES e FIGUEIREDO, 2008). Os beneficios
dessa abordagem ja puderam ser comprovados nas espécies humana (JAHROMI et al., 2015),
suina (YOON et al., 2015), bubalina (RAMESH et al., 2010), felina (SOWINSKA et al.,
2017), bovina (SCHMALTZ-PANNEAU et al., 2014) e ovina (DAVACHI et al., 2017).
Partindo dessa premissa, muito se tem questionado a respeito dos efeitos das células-
tronco nesses sistemas de co-cultivo. Célula-tronco é toda e qualquer célula indiferenciada
que possui a exclusiva capacidade de gerar outras células indiferenciadas, ou que mediante
uma prévia sinalizacdo esta apta para se diferenciar em qualquer tipo celular especializado,
incluindo células que compdem os tecidos de apoio ao feto. Esse perfil celular s6 pode ser
obtido a partir de um zigoto ou mérula e, se diferenciam das demais pelo seu excelente
potencial de plasticidade nos mais diversos tecidos que constituem um organismo, sendo
capaz de desenvolver um individuo completo, incluindo placenta e membranas embrionarias.
Por esse motivo essas celulas-tronco sdo caracterizadas como células totipotentes
(RAMALHO-SANTOS e WILLENBRING, 2007).
Outro tipo de célula-tronco, reconhecida pelo seu alto potencial de diferenciacéo, in
vivo e in vitro, em todos os tecidos dos trés folhetos germinativos (ectoderma, mesoderma e
endoderma), porém distinta da célula-tronco citada anteriormente, por ser incapaz de gerar
células que constituem os anexos fetais e, portanto, incapaz de gerar um organismo em sua
totalidade, é a célula-tronco embrionéria, que por esta razao é classificada como pluripotente,
e sO pode ser obtida a partir de uma massa celular interna do blastocisto (HOLLAND,
LEBACQZ e ZOLOTH, 2001; JANG et al., 2017; GRINFELD e GOMES, 2008). Ainda que
as células-tronco embrionérias tenham alto poder de plasticidade e tenham contribuido para
avancgos na ciéncia, o fato de serem obtidas a partir de embrides gera inimeros conflitos de

natureza ética, impossibilitando seu acesso (HOLLAND, LEBACQZ e ZOLOTH, 2001).
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Considerando essa problematica, cientistas tém investigado intensamente um outro
tipo, a célula-tronco mesenquimal (CTM), que mesmo com um potencial de diferenciagédo
mais limitado, pode se especializar em um numero consideravel de linhagens celulares, o que
as classifica como multipotentes. As CTM podem ser obtidas a partir de tecidos adultos e
apresentam como vantagem no cultivo in vitro uma maior possibilidade de controle nos
processos de diferenciacdo e proliferacdo celular (WANG et al., 2014; ATKINSON, 2017).
As CTM compdem o grupo das células-tronco somaticas, que sdo células indiferenciadas
presentes em todos os tecidos adultos, com capacidade de auto renovacdo e funcdo de se
especializar em tipos celulares compativeis com o tecido no qual residem, no intuito de
reparar e manter esse tecido sempre que necessario (WANG et al., 2014); contudo, por serem
indiferenciadas a principio, podem também se diferenciar em outros tipos celulares de outros
tecidos quando transplantadas, pois reprogramam-se de acordo com o novo ambiente (LEE et
al., 2017; KULANDAVELU, BALKAN ¢ HARE, 2017).

A presenca desse tipo celular indiferenciado em um tecido adulto foi sugerido
primeiramente pelo patologista alemdo Julius Clonheim (COHNHEIM, 1867). Essa
descoberta serviu de base para estudos posteriores, como o de Friedenstein, em 1976, na
Rassia, que foi um dos primeiros pesquisadores a observar que a medula 6ssea continha
células ndo hematopoiéticas que apresentavam formato fibroblastéide e que eram capazes de
se diferenciar em outros tipos celulares, demonstrando multipotencialidade. Foi por meio
desse estudo que se definiu algumas das caracteristicas elementares das CTM, como: formato
fibroblastoide, clonogenicidade, plasticidade celular, aderéncia ao substrato, cultura em
monocamada e presenca de unidades formadoras de colonias (UFC) (FRIEDENSTEIN,
1976).

Entretanto, até entdo, essas células ndo eram consideradas células-tronco, somente

décadas depois, Caplan e Bruder (2001) as elucidou como tais; por essa razéo, ao longo dos
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anos as CTM receberam diversos nomes: células estromais precursoras, células progenitoras,
células plastico aderentes, e por fim células-tronco mesenquimais. Mesenquimal por
acreditarem inicialmente que essas células possuiam habilidade para se diferenciar apenas em
tecidos provenientes do mesoderma. Todavia, atualmente sabe-se que, embora essas células
ndo possuam o potencial de plasticidade das células-tronco embrionarias, as CTM’s sdo
capazes de originar também tecidos ndo mesodermais (LEE et al., 2017; KULANDAVELU,
BALKAN ¢ HARE, 2017). Ademais, sdo acessiveis quanto a coleta e isolamento, de facil
controle durante a expansdao em cultura e ndo exibem perfil imunogénico, podendo ser
empregadas em transplantes alogénicos (WANG et al., 2013; RYAN et al., 2014; VEGA et
al., 2015).

Como as pesquisas em torno das células-tronco evoluiram e tomaram grandes
proporces nos ultimos anos, a Sociedade Internacional de Citoterapia passou a definir
critérios minimos para que uma célula seja qualificada como tal, o que inclui: aderéncia
plastica quando isoladas em cultura; expressdo de marcadores moleculares para CD105,
CD73 e CD90 em mais e 95% das células em cultivo, bem como a auséncia de expressao dos
marcadores para CD34, CD45, CD14 ou ainda dos CD11b, CD79, CD19, HLA-DR em mais
de 95% das células em cultivo; e, além dos aspectos citados (formagdo de coldnia, formato
fibroblastoide e aderéncia ao pléstico), também a capacidade dessas células de se
diferenciarem no minimo em 0sso, gordura e cartilagem (DOMINICI et al., 2006).

As ceélulas-tronco mesenquimais estdo presentes em todos os oOrgdos do corpo,
fornecendo suporte estrutural e mantendo a homeostase dos tecidos durante 0s processos de
maturacdo, envelhecimento ou injarias (WANG et al., 2014; ANDERSSON-ROLF et al.,
2017; STZEPOURGINSKI et al., 2017). Inumeros estudos realizados ja demonstraram a

obtengdo e o isolamento de tais células com sucesso, dentre esses: em corddo umbilical e
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liquidos fetais (CAMPOS et al., 2017), tecido adiposo (COSTA et al., 2017), e medula 0ssea
(SILVA FILHO et al., 2014).

De todas as fontes de CTM, a medula éssea é a mais antiga e foi a mais estudada por
muitos anos consecutivos, sendo, portanto, um divisor de aguas dentro do tema células-
tronco, pois foi a partir dela que se descobriu a existéncia desse tipo celular indiferenciado em
tecidos adultos. As células estromais da medula 0ssea sdo raras e heterogéneas, sendo uma
mistura de células progenitoras em diferentes estagios e com diferentes comprometimentos;
apenas uma pequena parte tem capacidade multipotencial e de autorrenovacgédo. Além disso, as
células provenientes desse sitio anatdmico possuem capacidade de diferenciacdo
indiretamente proporcional a idade do animal doador, ou seja, quanto mais velho for o animal
cuja medula 6ssea foi coletada, menor a capacidade de diferenciacdo das células. Por esse
motivo, € recomendada a coleta em animais jovens (STENDERUP et al., 2003; KERN et al.,
2006; HEAZLEWOOD, 2017).

Contudo, devido a facilidade de obtencdo dessas células, a rapida expansibilidade in
vitro, capacidade de sobrevivéncia em longo prazo, pouca rejeicdo a xenoenxertos e
integracdo no sitio hospedeiro, o potencial da medula 6ssea como fonte de CTM ja esta bem
elucidado (HEAZLEWOOD, 2017; LEE et al., 2017). Outros estudos comprovam ainda que
as células derivadas da medula 6ssea apresentam uma taxa de proliferagdo significativamente
maior do que as células derivadas do tecido do corddo umbilical, indicando mais uma
vantagem dessa fonte (LOVATI et al., 2011).

Na terapia regenerativa, as CTM tém ganhado cada vez mais espaco, independente da
fonte de obtencdo, uma vez que diversos estudos tém comprovado o potencial dessas células
na reabilitacdo dos mais variados tecidos em diferentes espécies animais (ANDERSSON-

ROLF et al.,, 2017; STZEPOURGINSKI et al., 2017; (KULANDAVELU; BALKAN e
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HARE, 2017). Por esse motivo, as células-tronco mesenquimais tem sido um objeto de estudo
bastante enfatizado desde sua descoberta.

Acreditando-se na competéncia das CTM de regenerar tecidos lesionados, na sua
habilidade de manutencdo da homeostase do ambiente o qual se encontra, e considerando que
in vivo elas oferecem suporte a todas as células de todos os tecidos de um organismo, também
tem sido investigada a possibilidade de utilizacdo dessas células no co-cultivo in vitro com
outros tipos celulares. Essa abordagem busca compreender a influéncia que uma célula tem
sobre a outra, bem como os beneficios dessa relacio (MOSHKDANIAN et al., 2011; XIA et
al., 2015; MIRANDA; NASCIMENTO e COSTA, 2016; GREEN; ZHOU e SHIKANOQV,
2016).

E sabido que os fatores circunjacentes as células cultivadas in vitro (fatores intrinsecos e
extrinsecos), sejam elas diferenciadas ou ndo, sdo extremamente importantes para a
manutengdo ¢ sobrevivéncia dessas células. A esse microambiente complexo e dinamico,
gerado a partir da interacdo das células cultivadas, que transmite e recebe sinais por meio de
mediadores celulares e nao celulares, ¢ dado o nome de nicho. E até o presente momento, os
cientistas desconhecem, quase que em sua totalidade, os mecanismos que estabelecem os
nichos de cultivos isolados de células-tronco mesenquimais e foliculos ovarianos pré-antrais,
tampouco quando co-cultivados (JONES e WAGERS, 2008; FIGUEIREDO e LIMA, 2017).
No entanto, embora esses fatores ainda ndo estejam completamente esclarecidos, mas
considerando-se o historico das CTM’s em literatura, nesse contexto, elas surgem como uma
alternativa para o desenvolvimento de um protocolo de co-cultivo que possa incrementar a
taxa de ativagdo, sobrevivéncia e maturacao de FOPA’s caprinos.

Essa hipotese de uma possivel relagdo benéfica entre CTM’s e células da reprodugao

foi proposta inicialmente por Ling e colaboradores (2008), onde se pode constatar uma



26

melhora na taxa de maturacdo in vitro de odcitos de camundongos, utilizando-se meio de
maturacao condicionado por CTM’s da medula 6ssea provenientes da mesma espécie.

Outras pesquisas também demonstraram o potencial salubre das CTM’s no co-cultivo
com embribes bovinos (KIM et al., 2011) e suinos (PARK et al., 2013), usando materiais
bioativos, derivados de CTM humanas advindas de tecido adiposo, como substitutos do soro
fetal bovino, demonstrando que esses materiais podem ser utilizados como um novo
suplemento protéico para o desenvolvimento de embrides in vitro.

O uso das CTM’s no co-cultivo in vitro também ja foi relatado por Moshkdanian et al.
(2011), utilizando CTM do corddo umbilical humano associadas a embrides de camundongos
expostos previamente a luz visivel, e o resultado foi extremamente satisfatério, pois
constatou-se que as CTM’s ajudaram na recuperacdo e desenvolvimento desses embrides,
atuando da mesma forma que os antioxidantes. Os mesmos beneficios também ja foram
averiguados em embriGes bovinos (MIRANDA; NASCIMENTO e COSTA, 2016). No que
tange foliculos ovarianos pré-antrais, o co-cultivo com CTM foi realizado em bovinos (ITOH
e HOSHI, 2000), camundongos (GREEN; ZHOU e SHIKANOV, 2016), e humanos (XIA et
al., 2015). Esses estudos conseguiram revelar ainda que, as CTM demonstraram capacidade
para remover componentes toxicos, como cations bivalentes de metais pesados, inibidores
metabdlicos dos meios de cultura e espécies reativas de oxigénio presentes no meio,
auxiliando no desenvolvimento dos embrides, bem como dos FOPA’s.

Na espécie caprina, o co-cultivo de embrides com células epiteliais do oviduto
produziu resultados satisfatorios (MAHAJAN et al., 2017; WANG et al., 2017). Entretanto,
acerca de co-cultivo de FOPA nessa mesma espécie, foi encontrado apenas um relato em
literatura; nesse estudo oocitos foram co-cultivados in vitro com odcitos crescidos in vivo,
acreditando-se que esses ultimos, por estarem em um estagio mais avancado e por terem se

desenvolvido em seu ambiente natural, auxiliariam na maturacdo dos primeiros, porém, nesse
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caso, nao houve diferenca significativa quando comparado a oocitos cultivados apenas com
meio de cultivo (SILVA et al., 2017). Portanto, ndo ha, até o presente momento, relatos
cientificos bem sucedidos de co-cultivo envolvendo FOPA caprinos, tampouco de sistemas de
cultivo in vitro que foram capazes de gerar crias vivas a partir de FOPA nessa espécie.

Embora Saraiva et al. (2010) e Magalhdes et al. (2011) tenham conseguido obter
embribes a partir de FOPA caprinos, o que & considerado um avango expressivo, ambos
recomendam novos estudos para a definicdo de um meio apropriado para o desenvolvimento
in vitro completo de foliculos primordiais caprinos, pois nesses dois experimentos a taxa de
retomada meiotica foi sub-6tima, impedindo, deste modo, subsequente producdo em larga
escala de oocitos e embriGes maduros.

Este trabalho tem por objetivo desenvolver o primeiro sistema de co-cultivo in vitro de
FOPA caprinos com células-tronco mesenquimais da medula 6ssea, avaliando a influéncia das
CTM no crescimento folicular, taxa de ativagdo e sobrevivéncia de foliculos
morfologicamente normais; em busca de um protocolo bem definido, que represente o
primeiro passo de uma linha de pesquisa bem sucedida, que contribua com esclarecimentos

acerca da foliculogénese, e sirva de instrumento para a tecnologia do ovario artificial.

Essa dissertagdo encontra-se estruturada com uma Introdugdo, Capitulo I,
Consideracoes Finais e Referéncias. O Capitulo I apresenta organizacdao estrutural de um
artigo cientifico cujo titulo ¢ “CULTIVO DE FOLICULOS PRE-ANTRAIS CAPRINOS
IN SITU ASSOCIADO A CELULAS-TRONCO MESENQUIMAIS DA MEDULA
OSSEA” ¢ foi desenvolvido conforme as normas do periédico “Small Ruminant Research” -
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CULTIVO DE FOLICULOS PRE-ANTRAIS CAPRINOS IN SITU ASSOClADOS AS
CELULAS-TRONCO MESENQUIMAIS DA MEDULA OSSEA
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RESUMO

As biotécnicas da reproducdo animal constituem ferramentas importantes para o0
desenvolvimento e avanco tecnoldgico, possibilitando a expansdo e selecdo de material
genético de qualidade. Dentre as biotécnicas mais recentes, que visam otimizar o potencial
reprodutivo de fémeas, destaca-se a Manipulacdo de Odcitos Inclusos em Foliculos Ovarianos
Pré-antrais (MOIFOPA). O co-cultivo utilizando foliculos ovarianos pré-antrais (FOPA) e
células de outras linhagens, como as células-tronco mesenquimais (MSC) tem se tornado
uma alternativa vantajosa dentro da técnica de MOIFOPA. Este estudo tem como objetivo
desenvolver um sistema de co-cultivo in vitro de FOPA caprinos in situ com Células-Tronco
Mesenquimais da medula 6ssea (BM-MSC), avaliando a influéncia dessas células no
crescimento folicular, taxa de ativacdo e sobrevivéncia de foliculos morfologicamente
normais. As BM-MSC foram isoladas e co-cutlivadas com fragmentos do cortex ovariano
onde estdo inclusos os FOPA’s por um e sete dias, com meio de cultivo basico. Cortes
histologicos dos fragmentos foram analisados e obtidos dados referentes a classificacao
morfoldgica, taxa de sobrevivéncia de foliculos morfologicamente normais e taxa de ativagao
folicular. Os meios de cultivo no dia um e sete também foram colhidos para dosagem de
nitrito e glutationa reduzida. Verificou-se reducao significativa (P<0,05) do percentual de
foliculos morfologicamente normais em comparagao ao controle fresco apenas no sétimo dia
de cultivo no tratamento sem BM-MSC (SC), no tratamento com BM-MSC (CC) nao foi

observada redugdo significativa (P>0,05). Ao comparar os tratamentos CC vs. SC, no sétimo
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dia de cultivo foi evidenciada taxa significativamente superior de FOPA morfologicamente
normais no CC (P>0,05). Em ambos os tratamentos foi constatada taxas de foliculos
primordiais e em desenvolvimento similar ao controle fresco (P>0,05). Ao comparar os
tratamentos entre si, bem como com o controle fresco nao foi observada diferencas
significativas no diametro folicular (P>0,05), tampouco na concentragao de nitrito (P>0,05). A
concentracdo de glutationa reduzida foi significativamente inferior no sétimo dia do co-
cultivo. Concluindo, o co-cultivo ndo exerceu influéncia sobre o desenvolvimento folicular e
oocitario. Entretanto, foi fundamental para manter a sobrevivéncia de foliculos pré-antrais
caprinos durante sete dias de cultivo. Além disso, ficou demonstrado que é possivel o cultivo

de FOPA’s simultaneamente BM-MSC.

Palavras-chave: MOIFOPA, Ovario, Caprino, Nitrito, Glutationa.

1. Introducio

A Manipulacdo de Odcitos Inclusos em Foliculos Ovarianos Pré-antrais (MOIFOPA),
também conhecida como ovario artificial, tem como principal objetivo a recuperagdo de
odcitos inclusos nos foliculos pré-antrais (FOPA) e cultivo in vitro desses até sua completa
maturacao, visto que os FOPA representam em torno de 95% de toda a populagdo folicular, e
que normalmente ndo se desenvolvem até o estadio de foliculo pré-ovulatorio, pois entram em
um processo fisiologico conhecido como atresia (Gongalves e Figueiredo, 2008).

O maior sucesso da MOIFOPA, até o momento, foi relatado em murinos, com o
nascimento de camundongos saudaveis a partir de foliculos primordiais crescidos, maturados
e fecundados in vitro (O’Brien et al., 2003), bem como apds criopreservacao seguida do
cultivo in vitro de tecido ovariano, resultando também na gestacdo e nascimento de filhotes
vivos (Wang et al., 2011). J& em caprinos (Magalhaes et al., 2011; Saraiva et al., 2010), ovinos

(Arunakumari et al., 2010), bubalinos (Gupta et al., 2008), suinos (Wu et al., 2001), e
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primatas nao-humanos (Xu et al., 2011) o cultivo in vitro de FOPA resultou na producao de
o6citos maturos, fecundados in vitro, dando origem a embrides, porém nao gestados. Em
humanos (Telfer et al., 2008), bovinos (Araujo et al., 2014) e caninos (Serafim et al., 2015), o
maximo alcangado foi o desenvolvimento de foliculos primordiais até o estagio antral.

O co-cultivo de odcitos ou embrides com células somaticas tem sido bastante sugerido
na tentativa de simular o que ocorre naturalmente in vivo, uma vez que o desenvolvimento
folicular ¢ regulado por fatores paracrinos e autdcrinos das células somaticas circundantes
(Gongalves e Figueiredo, 2008).

As células-tronco mesenquimais (MSC) sdo células somdticas com maior potencial de
diferenciagdo, que em condi¢des adequadas, sdo capazes de estabelecer um microambiente
regenerativo por meio da secrecdo de fatores bioativos, moléculas troficas e antiapoptoticas.
Além disso, sdo capazes de remover componentes toxicos e espécies reativas de oxigénio
(EROs), auxiliando, dessa forma, a sobrevivéncia e proliferacdo de outros tipos celulares.
Esses beneficios ja foram constatados no co-cultivo de MSC com embrides bovinos (Miranda
et al., 2016) e de camundongos (Moshkdanian et al., 2011), bem como no co-cultivo com
foliculos pré-antrais em bovinos (Itoh e Hoshi, 2000), camundongos (Green al., 2016) e
humanos (Xia et al., 2015).

Embora Saraiva et al. (2010) e Magalhaes et al. (2011) tenham conseguido obter
embrides a partir de FOPA caprinos, o que ¢ considerado um avango expressivo, ambos
recomendam novos estudos para a definicdo de um meio apropriado para o desenvolvimento
in vitro completo de foliculos primordiais caprinos, pois nesses dois experimentos a taxa de
maturacao oocitaria foi sub-6tima, impedindo, deste modo, subsequente producao em larga
escala de odcitos e embrides desenvolvidos in vitro.

Este trabalho tem por objetivo desenvolver um sistema de co-cultivo in vitro de FOPA

caprinos com células-tronco mesenquimais da medula dssea, avaliando a sua influéncia no
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crescimento folicular, taxa de ativagdo e sobrevivéncia de foliculos morfologicamente
normais, em busca de um protocolo bem definido, que represente o primeiro passo de uma
linha de pesquisa bem sucedida, que contribua com esclarecimentos acerca da foliculogénese,

e sirva de instrumento para a tecnologia do ovario artificial.

2. Materiais e métodos
2.1. Delineamento Experimental

Foram utilizados ovarios de cinco cabras adultas (n=5), sem padrao racial definido
(SPRD), coletados em abatedouro com fiscalizacdo municipal, localizado em Teresina-PI. A
partir de cada par de ovarios foram obtidos 10 fragmentos, dos quais dois foram utilizados
como controle fresco e os demais distribuidos aleatoriamente entre os tratamentos. CC e SC,
onde: CC representa o co-cultivo de FOPA in situ com célula-tronco mesenquimal da medula
Ossea de caprinos (BM-MSC) e SC representa o cultivo de FOPA in situ sem BM-MSC. Para
ambos os tratamentos foram testados dois periodos de cultivo in vitro (D1 e D7), onde: D1
indica um dia de cultivo e D7 equivale a sete dias de cultivo. O estudo foi conduzido em
duplicata, utilizando-se sempre dois fragmentos para cada tratamento e tempo de cultivo.
2.3. Processamento dos ovarios

Imediatamente apos o abate das cabras, cada ovario foi lavado uma vez com alcool
70% por 10 segundos e duas vezes com Meio Essencial Minimo (MEM) suplementado com
25mM de HEPES (solugao tampao), penicilina (100 mg/mL) e estreptomicina (100 mg/mL).
Esse material foi acondicionado em uma caixa isotérmica e transportado até o laboratorio em
temperatura aproximada de 4°C, no prazo maximo de uma hora, onde foram manipulados em
capela de fluxo laminar.

Com auxilio de uma lamina de bisturi estéril e pinca anatdomica, cada ovario foi

seccionado ao meio no sentido longitudinal, sendo removidos a meula, os foliculos antrais e
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os corpos luteos, quando presentes, restando apenas o cortex ovariano. De cada par de
ovarios, o cortex foi dividido para a obtencao de 10 fra ~ gmentos de 9 mm?® (3x3xImm).
Dos 10 fragmentos obtidos de cada animal, dois foram imediatamente fixados em solucao de
carnoy e encaminhados para processamento histoldgico, para o controle fresco. Os outros oito
fragmentos restantes de cada animal foram distribuidos aleatoriamente em placas de 24 pogos
(01 fragmento/poco) e cultivados por um e sete dias na presenca (CC) ou auséncia (SC) de

BM-MSC.

2.4. Obtengdo e preparo das células-tronco mesenquimais da medula 6ssea de caprinos (BM-
MSC)

As BM-MSC foram obtidas a partir da descongelagdo de células criopreservadas no
banco de células-tronco do Nucleo Integrado de Morfologia e Pesquisas com Células-Tronco
(NUPCelt) da Universidade Federal do Piaui, situado no municipio de Teresina-PIL. As células
foram isoladas, caracterizadas e criopreservadas na terceira passagem em estudo anterior
(Santos, 2017) a partir de caprinos adultos, higidos, provenientes do aprisco do Centro de
Ciéncias Agrarias da Universidade Federal do Piaui.

Apds a descongelagdo em banho maria (NOVA TECNICA®) a 37°C, as BM-MSC
foram transferidas para tubos de polipropileno de 15mL (TPP®) contendo o dobro da
quantidade da aliquota de meio de crescimento a-MEM (Invitrogen®). Em seguida, foram
centrifugadas a 1000 rpm por 5 minutos. O sobrenadante foi desprezado e o pellet
ressuspendido em Iml do mesmo meio, esse processo era repetido por duas vezes; ao final a
solucdo resultante foi depositada em uma garrafa de cultivo de 25cm? ja contendo 2ml do
meio de cultivo. A garrafa foi mantida em estufa com atmosfera imida a 37°C e 5% CO,, e o
meio de cultivo era trocado a cada 72h até que as células atingissem uma confluéncia de 80%.

O acompanhamento da aderéncia e do crescimento celular foi realizado pela observagao
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microscopio invertido. Apds a confluéncia, as células foram repicadas para placas de cultivo
de 24 pocos. Para o repique, foram adicionados a garrafa 3ml de solugdo de tripsin-EDTA
(Sigma Aldrich), a qual foi incubada em estufa a 37°C e 5% CO; por cinco minutos, Apos o
desprendimento das células, foi adicionado o dobro de meio de cultivo, para neutralizagcao da
tripsina, totalizando uma solucao de 9ml, que foi centrifugada a 1500 rpm por 10 minutos. O
sobrenadante foi descartado e o pellet ressuspendido em 1ml de meio para realizar a contagem
de células em camara de Neubauer, de modo que cada pogo recebesse 1x10° células. Apos a
aderéncia dessas células, fato que ocorreu geralmente apos 24h, os fragmentos ovarianos
foram depositados juntamente com elas para realizagdo do co-cultivo (um fragmento por
POcO).
2.5. Co-cultivo de foliculos pré-antrais in situ de caprinos associado as BM-MSC

O co-cultivo iniciou-se somente quando as BM-MSC apresentaram confluéncia de
80% mnos pocos de cultivo. O meio de cultivo para ambos os tratamentos, CC e SC, foi
composto por 1 mL de meio de cultivo Alfa-MEM (Minimun Essential Medium -
Invitrogen®), suplementado com ITS (insulina 6,25ug/mL, transferina 6,25mg/MI e selénio
6,25ng/mL), 2mM de glutamina, 2mM de hipoxantina, 1,25mg/mL de albumina sérica bovina
(BSA Gibco BRL, Rockville, MD, USA), 20 UI/mL de penicilina, 200 mg/mL de
estreptomicina e 0,005g de acido ascorbico. A incubagdo foi realizada em ambiente estéril em
atmosfera de 5 % de CO,, 95 % de umidade relativa e 37°C. Os foliculos inclusos em tecido
ovariano foram cultivados por até sete dias, com trocas de meio realizadas a cada 48h.
Durante o cultivo, nos dias D1 e D7, os fragmentos foram coletados e encaminhados para
processamento histologico, a fim de avaliar a morfologia, crescimento, e taxas de
sobrevivéncia e ativacao folicular. Além dos fragmentos, foram coletados também os meios

de cultivo desses mesmos dias, para dosagem de nitrito, glutationa reduzida.
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2.6. Processamento histoldgico

Todos os fragmentos coletados ao longo do experimento (controle fresco e apos
cultivo in vitro) foram fixados em solugdo de Carnoy por 4 horas. Em seguida foram
submetidos a uma bateria com sequéncia de alcoois 70, 80, 90 e 100% para desidratacao,
diafanizados em xilol e inclusdo em parafina a 60°C. Os fragmentos incluidos em parafina
foram seccionados seriadamente a espessura de 7um para montagem das laminas, que foram

coradas pela técnica de hematoxilina-eosina.

2.7 Analise morfoldgica

Foram analisados 30 foliculos por tratamento, por animal, em cada periodo de cultivo,
e em cada repeticdo, totalizando 750 foliculos avaliados. Somente os foliculos ovarianos pré-
antrais cujos odcitos apresentavam o ndcleo evidente na sec¢do observada fizeram parte da
analise. Quanto a classificacdo morfologica, os foliculos foram inicialmente divididos
segundo o estadio de desenvolvimento em: primordiais (odcito circundado por células da preé-
granulosa de forma pavimentosa) e em desenvolvimento (oocito circundado por uma ou mais
camadas de cé€lulas da pré-granulosa de forma pavimentosa e pelo menos uma célula da
granulosa de formato cubico). Os FOPA’s foram classificados ainda como morfologicamente
normais (foliculos contendo odcito e células da granulosa intactos) ou foliculos degenerados
(com nucleo picndtico ou presenca de corpos picndticos, retracao citoplasmatica e

desorganizacao das células da granulosa).

2.8. Taxa de foliculos morfologicamente normais e ativagao folicular
A taxa de foliculos morfologicamente normais teve como base a classificacdo
morfologica realizada anteriormente (normais ou degenerados), que compreende a propor¢ao

de foliculos normais encontrados dentre todos os foliculos analisados. As médias das
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proporg¢des foram calculadas em cada tratamento e em cada periodo de cultivo, € em seguida
foram comparadas entre si.

O célculo da taxa de ativagdo folicular foi feito com base na proporcao de foliculos
primordiais e em desenvolvimento dentre os foliculos morfologicamente normais, calculada

tanto no D1 como no D7 e nos diferentes tratamentos testados.

2.9. Avalia¢ao do desenvolvimento folicular

O diametro oocitario e folicular dos FOPA’s classificados como normais, foram
obtidos a partir da média de duas mensuragdes perpendiculares (90°). Todos os cortes
histologicos foram examinados utilizando microscopio Optico trinocular (Nova Optical
Systems®, Sao Paulo, Brasil), equipado com camera digital (TOPCAM ™ 5 Megapixel) para
registro fotografico das imagens. Todas as mensuragdes foram realizadas com auxilio do

software ToupView® 3.7.

2.10. Determinagao do conteudo de nitrito e dos niveis de glutationa reduzida (GSH)

A dosagem do conteudo de nitrito foi baseada na reagdo de Griess (Green et al., 1978)
no qual, em um tubo branco foi adicionado 500uL do reagente de Griess, mais 500 uL do
meio de cultura sem cultivo (Branco). Em outro tubo teste foi adicionado 500 pL do reagente
de Griess mais 500 pL. do meio de cultura (tampao fosfato de soédio S0 mM pH 7,4) (Teste).
Foi feita a leitura em espectofotometro a 560 nm. Os resultados foram expressos em uM/mg
de proteina.

A determinagdo da concentracdo de GSH ¢ baseada na reagao de Ellman (5,5’-ditiobis
(4cido 2-nitrobenzoico) conforme algumas modificacdes da técnica descrita por Sedlak e
Lindsay (1968), em um tubo foi adicionado 400 puL do meio de cultura e adicionado 320 pL

de agua destilada e mais 80 uL de acido tricloroacético a 10%. O material foi agitado e



37

centrifugado a 3000 rpm por 15 minutos. Em seguida, foi recolhido 400 pL do sobrenadante e
acrescido de 800 pL de tampao Tris-HCI 0,4 M, pH 8,9 e mais 20 uL de DTNB 0,01 M e,
ap6s 1 minuto de reagdo, foi feita a leitura em espectrofotometro em 412 nm. A concentragao

foi expressa em mg/g de hemoglobina.

2.11. Anélise Estatistica

Os dados dos diametros, taxa de ativacdo e taxa de foliculos morfologicamente
normais foram obtidos e analisados utilizando o pacote estatistico SAS (Statistical Analysis
System®, versdo 9.2.) O teste de Shapiro Wilk foi utilizado para testar a normalidade, no
entanto, para aqueles referentes ao crescimento folicular (didmetros do oocito e foliculo) os
residuos ndo seguiram distribui¢cdo normal, desse modo, para esses dados optou-se por utilizar
um modelo linear generalizado em substitui¢do aos testes ndo paramétricos. O modelo Gama
foi 0 que demonstrou distribui¢des possiveis de serem ajustadas, sendo, portanto, o escolhido.
Para este caso, o teste empregado para comparacdo de médias foi o teste de Wald. Para taxa
de ativacao folicular os dados apresentaram normalidade pelo teste de Shapiro Wilk, sendo
submetidos a analise de variancia (ANAVA) e as diferencas entre os tratamentos foram
observadas pelo teste de Tukey, ja para a taxa de foliculos morfologicamente normais, os
dados foram analisados pelo qui-quadrado. Os dados referentes ao estresse oxidativo também
foram avaliados por meio da Analise de Variancia (ANAVA) seguida do teste Neuman-Keuls.
Os dados foram analisados utilizando o software GraphPad Prism 6.0 (San Diego, CA, EUA).
Os resultados foram expressos como média + erro padrdo da média (E.P.M.). Os valores

foram considerados estatisticamente significativos quando P < 0,05.
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3. Resultados
3.1. Porcentagem de Foliculos ovarianos pré-antrais caprinos morfologicamente normais

Os FOPA’s inclusos no tecido ovariano foram considerados morfologicamente normais
quando o odcito apresentava-se esférico ou ligeiramente alongado, com nucleo sem evidéncia
de picnose e com as células da granulosa bem organizadas circundando o odcito. Foram
considerados degenerados aqueles que apresentavam retracdo citoplasmadtica, nicleo do
odcito picnotico ou células da granulosa desorganizadas. Foliculos normais e atrésicos foram
encontrados no controle fresco, bem como apdés um e sete dias de cultivos, em ambos

tratamentos (Fig. 1).

Fig. 1. Corte histologico do cortex ovariano (400x) demonstrando a morfologia dos
foliculos ovarianos pré-antrais caprinos, corados com hematoxilina-eosina. Foliculos
normais, com o0cito e nucleo intactos sdo apresentados no controle fresco (A), um dia
de cultivo CC (B), um dia de cultivo SC (C), sete dias de cultivo CC (D), sete dias de
cultivo SC (E). Foliculos degenerados sdo mostrados no controle freco (F), um dia de
cultivo CC (G), um dia de cultivo SC (H), sete dias de cultivo com CS (I), sete dias de
cultivo SC (J). Presenca de ntcleo picnotico (*), retracdo citoplasmatica (ponta de seta)
e desorganizagdo das células da granulosa (seta). O: oocito; Nu: nicleo do odcito; CG:
células da granulosa. Barra de escala 25um.

Na fig. 2 esta representado o percentual de foliculos morfologicamente normais
encontrados no controle fresco, bem como em um e sete dias de cultivo in vitro CC e SC.

Nota-se que houve uma redu¢do significativa (P<0,05) desse percentual em comparacdo ao



39

controle fresco apenas em sete dias de cultivo no tratamento SC. No tratamento CC nao foi
observada redugdo significativa (P>0,05) no percentual de foliculos morfologicamente
normais entre os dias um e sete de cultivo. No entanto, no tratamento SC o percentual de
foliculos morfologicamente normais em sete dias de cultivo foi significativamente inferior em
relagdo ao dia um (P<0,05). Ao comparar os tratamentos CC vs. SC no dia um ndo foram
evidenciadas diferengas significativas (P>0,05) no percentual de foliculos morfologicamente
normais, mas no dia sete, o numero de foliculos morfologicamente normais encontrado no

tratamento CC ¢ significativamente superior ao tratamento SC.
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Fig. 2. Percentagem (média+EP) de foliculos ovarianos pré-antrais
caprinos morfologicamente normais no controle fresco (ndo-cultivado)
e apds cultivo in vitro por um ou sete dias CC e SC. *Diferem
estatisticamente do controle (P<0,05). Letras maiasculas distintas
indicam diferenca no mesmo tratamento em dias de cultivo diferentes
(P<0,05). Letras minasculas distintas indicam diferenca entre os
tratamentos no mesmo dia de cultivo (P<0,05).
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3.2. Desenvolvimento folicular

A porcentagem de foliculos primordiais e em desenvolvimento observada em todos os
momentos estd demonstrada na fig. 3. Nao houve redugdo significativa no nimero de
foliculos primordiais e aumento significativo no nimero de foliculos em desenvolvimento
(P>0,05) ao longo do cultivo dos dois tratamentos, CC e SC. Além disso, em ambos os
tratamentos testados foram constatadas taxas de foliculos primordiais e em desenvolvimento

similar ao controle fresco (P>0,05).
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Fig. 3. Percentagem (média=EP) de foliculos ovarianos pré-antrais caprinos primordiais e
em desenvolvimento no controle fresco (ndo-cultivado) e apds cultivo in vitro por um ou
sete dias CC e SC. *Diferem estatisticamente do controle (P<0,05). Letras maiusculas
distintas indicam diferenca no mesmo tratamento em diferentes dias de cultivo (P<0,05);
letras mintsculas distintas indicam diferenga entre os tratamentos no mesmo dia de

cultivo (P<0,05).

Ao comparar os tratamentos testados entre si, bem como com o controle fresco, nos
diferentes dias de cultivo, ndo foi observada diferengas significativas no diametro folicular
(P>0,05). Entretanto, no dia um de cultivo o didmetro do o6cito apresentou-se

significativamente maior (P<0,05) no tratamento CC em relag¢do ao tratamento SC. Apds sete



41

dias de cultivo, ambos os tratamentos apresentaram diametros similares (P>0,05) e ao

comparar com o controle fresco também nao foram observadas diferencas significativas

(Tabela 1).

Tabela 1. Diametro folicular, oocitario e nuclear (um) (média = EP) no controle fresco
(ndo-cultivado) e ap6s cultivo in vitro de foliculos pré-antrais caprinos por um ou sete
dias CC e SC.

Tratamentos Diametro do Foliculo Diametro do Oodcito
Controle 2723 +4.42 19,44 + 3.33
Cultivados D1 D7 D1 D7
CcC 23.30+£2.624% 23.56+£2.28% 18.02+325%%  16.64+3.12"°
SC 2336+£242%% 23.18+2.85%% 16.77+3.178  17.02+3.15%

*Diferem estatisticamente do controle (P<0,05). Letras maitsculas distintas indicam
diferenga entre os tratamentos no mesmo dia de cultivo (P<0,05); letras minusculas
distintas indicam diferenca entre 0 mesmo tratamento em dias de cultivo diferentes

(P<0,05).
3.3 Concentragao de Nitrito e Glutationa Reduzida
A fig. 4 mostra a producdo de nitrito apds cultivo in vitro de FOPA por um ou sete dias
na auséncia (SC) ou presenga (CC) de Células-tronco mesenquimais da medula d6ssea de
caprinos. Nao houve diferenca significativa entre os tratamentos testados, independente do dia

de cultivo(P>0,05).
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Fig. 4. Concentracdo de nitrito (média£EP) no meio de
cultivo de foliculos ovarianos pré-antrais caprinos apos
cultivo in vitro por um ou sete dias CC e SC. Letras
maiusculas distintas indicam diferenca no mesmo tratamento
em diferentes dias de cultivo (P<0,05); letras minusculas
distintas indicam diferenca entre os tratamentos no mesmo
dia de cultivo (P<0,05).

Os niveis de glutationa reduzida estdo expressos na fig. 5, onde nota-se uma
diminui¢do significativa (P<0,05) da concentragdo de glutationa do dia um para o dia sete no
tratamento CC, enquanto no cultivo SC ndo ha diferenca estatistica ao longo dos dias de
cultivo (P>0,05). Apesar dos niveis de glutationa reduzida terem diminuido significativamente
no dia sete do tratamento CC, ndo houve diferenca significativa (P>0,05) dos niveis

encontrados no mesmo dia do tratamento SC.
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Fig. 5. Concentragdo de glutationa reduzida (média=EP) no
meio de cultivo de foliculos ovarianos pré-antrais caprinos
apos cultivo in vitro por um ou sete dias CC e SC. Letras
maiusculas distintas indicam diferenca no mesmo tratamento
em diferentes dias de cultivo (P<0,05); letras minusculas
distintas indicam diferenca entre os tratamentos no mesmo
dia de cultivo (P<0,05).

4. Discussao

Nesse estudo buscou-se desenvolver um sistema de co-cultivo de células-tronco
mesenquimais da medula 6ssea com foliculos ovarianos pré-antrais, ambos da espécie
caprina, com o intuito de averiguar se as BM-MSC seriam capazes de oferecer melhores
condi¢des de desenvolvimento in vitro para estes foliculos. Observou-se no tratamento CC,
que o percentual de foliculos morfologicamente normais foi mantido durante todo periodo de
cultivo. Por outro lado, apos sete dias de cultivo no tratamento SC, foi verificado que apenas
33% de foliculos estavam com a morfologia preservada, diferindo significativamente do que
foi encontrado no tratamento CC no mesmo dia de cultivo, em que 68% dos FOPA eram
morfologicamente normais. Esses resultados estdo de acordo com o estudo anterior descrito
por Xia et al. (2015), ao verificarem que as taxas de sobrevivéncia folicular (30%) ap6s 8 dias
de cultivo na auséncia de MSC apresentaram-se significativamente inferiores em relagiao ao
co-cultivo com alta (0.5 x 10°) e baixa (0.5 X 10°) densidade de MSC, onde foi relatada taxas

de 58.8% e 42.9% de sobrevivéncia folicular, respectivamente.
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Com base nesse estudo, o co-cultivo de FOPA com BM-MSC desenvolvido, pode ser
considerado com baixa densidade de MSC, uma vez que a quantidade de células presentes nos
pocos de co-cultivo foi de 1 x 10°. Isso pode explicar, pelo menos em parte, a manutengio da
taxa de foliculos morfologicamente normais no co-cultivo ao longo dos sete dias em
comparagdo ao controle fresco, sem haver diferenca significativa entre os tratamentos
testados, CC vs, SC, no final do periodo de cultivo. Portanto, em nossas condi¢des
experimentais foram observadas fortes evidéncias de que as BM-MSC podem oferecer um
suporte adequado para a sobrevivéncia de FOPA caprino.

Durante o desenvolvimento deste estudo, foi realizada inicialmente uma tentativa de
co-cultivo com 1 x 10° BM-MSC por pogo. No entanto, foi observado que essa densidade de
células era muito alta e que impossibilitava o desenvolvimento do experimento, uma vez que
atingiam confluéncia de 100% nos pocos de 1,91cm” antes dos setes dias de cultivo. Apos
total confluéncia, as BM-MSC comecavam a morrer prejudicando o objetivo principal da
pesquisa, que era manter os FOPA’s co-cultivados com células vivas indiferenciadas em
cultivo de curta duragao.

Os fatores envolvidos na morte das BM-MSC sdo desconhecidos, mas acredita-se que
a falta de area para expansdo aliada a falta de condicdes ideais para diferenciagdo possam
provocar aumento do estresse oxidativo dessas cé€lulas predispondo a apoptose (Park et al.,
2011). Acredita-se que uma alternativa a esse protocolo seria a troca do fragmento para um
novo poco contendo BM-MSC ainda em expansao celular, quando o anterior atingisse 100%
de confluéncia. No entanto, essa hipotese ndo foi testada nesse experimento e futuramente
devera ser analisada.

Os mecanismos pelos quais as MSC atuam para manter a taxa de sobrevivéncia de
FOPA’s morfologicamente normais no co-cultivo ainda ndo estdo totalmente elucidados.

Entretanto, alguns estudos ja comprovaram que as MSC sdo capazes de secretar fatores que
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auxiliam na manutencdo da viabilidade e desenvolvimento folicular, como: fator de
crescimento de fibroblastos (Kim et al., 2009; Parte et al., 2013) e membros da superfamilia
do fator transformador de crescimento-f (TGF-B). Estes fatores de crescimento tém
demonstrado ser fundamentais para manutengdo da ultraestrutura do foliculo ovariano,
mantendo nao somente sua morfologia intacta, mas também seu funcionamento (Kim et al.,
2015; Rodrigues et al., 2014). Dentre os membros dessa superfamilia, produzidos pelas MSC,
com eficacia comprovada sobre o desenvolvimento folicular, estdo a ativina A (Park et al.,
2016) e a proteina morfogenética 6ssea (BMP) (Aratjo et al., 2010; Xia et al., 2015).

Nesse estudo optou-se pelo co-cultivo com MSC derivadas da medula 6ssea
exatamente pela possibilidade desse tipo celular secretar BMP, uma vez que sdao moléculas
sintetizadas por células osteoprogenitoras, assim como as BM-MSC. Até o presente momento
15 tipos de BMP’s ja foram descritas, e sete delas (BMP-2, -3, -3b, -4, -6, -7 e -15) j& foram
localizadas em ovarios de mamiferos (Fatehi et al., 2005; Glister et al., 2004; Persani et al.,
2014). Essas proteinas desempenham um papel essencial no desenvolvimento de varios tipos
de células, em varios tecidos, atuando na proliferacdo e diferenciagdo celular, organogénese,
desenvolvimento embriondrio, apoptose e reparo de uma ampla variedade de tecidos (Carreira
et al., 2014). Além disso, tem sido recorrente o apontamento das BMP’s como fatores
benéficos para o desenvolvimento de FOPA cultivados in vitro (Aratjo et al., 2010). Estas
observagoes justificam a alta taxa de sobrevivéncia de foliculos morfologicamente normais
encontrada no presente estudo apds sete dias de co-cultivo com BM-MSC. Além disso, ¢
importante ressaltar que o meio de cultivo base utilizado neste experimento nao recebeu
suplementagao exogena de hormdnios e/ou fatores de crescimento, uma vez que objetivou-se
avaliar a influéncia tnica e exclusiva das BM-MSC.

O co-cultivo com BM-MSC ndo teve influéncia sobre a taxa de desenvolvimento,

ativagdo, crescimento folicular e oocitdrio, exceto no primeiro dia de cultivo, em que o
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diametro oocitario apresentou-se superior no co-cultivo com BM-MSC. No entanto, ¢
possivel que essa diferenca ndo tenha sido provocada pelas BM-MSC, uma vez que ao final
do co-cultivo ndo foi detectada diferenca entre os tratamentos testados. Em estudo prévio,
Rossetto et al. (2010) também nao encontram diferenca significativa no crescimento de
foliculos ovarianos pré-antrais apds sete dia de cultivo com meios de cultivo contendo FSH e
androstenediona. Entretanto, houve ativacdo folicular, o que pode ser explicado pela
possibilidade dos foliculos primordiais ndo aumentarem em didmetro, mas serem ativados, ou
seja, desenvolvem de primordiais para foliculos em transi¢do ou primarios, o que ¢ constatado
pela mudanca na morfologia das células da granulosa que deixam de ser pavimentosas para
tornarem-se cubicas. Esse fendmeno muitas vezes nao implica no didmetro do odcito ou do
foliculo, mas representa o desenvolvimento folicular, indicando ativacao.

No intuito de avaliar o estresse oxidativo foi realizada a dosagem de nitrito e
glutationa reduzida nos meios de cultivo coletados ao longo do experimento. Bruno et al.
(2008), relataram que os niveis de nitrito no meio de cultivo pode ser utilizado como
indicadores de viabilidade das células da granulosa dos foliculos ovarianos pré-antrais
caprinos. Entretanto, em nossas condigdes experimentais ndo foi constatada diferenca
significativa entre os tratamentos no mesmo dia de cultivo, bem como no mesmo tratamento
em diferentes periodos. Em relacdo a concentragdo de glutationa reduzida, houve diferenca
significativa entre os dias um e sete no co-cultivo, com este Ultimo apresentando niveis
inferiores, ja entre os tratamentos nao houve diferenga. Esses resultados demonstram a
possibilidade da ocorréncia de maior estresse oxidativo no sétimo dia de co-cultivo com BM-
MSC quando comparado ao dia um. Geralmente a intensidade do estresse oxidativo é
mensurado pelos niveis de espécies reativas de oxigénio (ERO’s) (Aguiar et al., 2016), e ndo

por meio da dosagem direta de glutationa reduzida como aqui esta demonstrado. Entretanto,
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ambos 0s métodos podem ser utilizados como parametros para determinar a presenca de

radicais livres que sdo deletérios para as células em cultivo (Crocomo et al., 2012).

5. Concluséao

O co-cultivo de fragmentos do cortex ovariano de caprinos com células-tronco
mesenquimais da medula 6ssea (BM-MSC) néo exerceu influéncia sobre o desenvolvimento
folicular e oocitario. Entretanto, foi fundamental para manter a sobrevivéncia de foliculos pré-
antrais caprinos durante sete dias de cultivo. Além disso, ficou claramente demonstrado que é
possivel o cultivo de FOPA’s simultaneamente com BM-MSC, tornando essencial o
desenvolvimento de novos estudos que visem ajustar as condi¢bes de cultivo in vitro para

ambas as culturas de células.
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CONSIDERACOES FINAIS

Esse estudo permitiu o desenvolvimento de um sistema de co-cultivo de células-tronco
mesenquimais da medula 6ssea com foliculos ovarianos pré-antrais, ambos derivados da
espécie caprina, com resultados bastantes satisfatorios. A partir desse experimento verificou-
se que as (BM-MSC) néo exerceram influéncia sobre o desenvolvimento folicular e oocitario.
Entretanto, foram fundamentais para a manutencao da sobrevivéncia dos foliculos pré-antrais
caprinos durante sete dias de cultivo. Esses resultados sdo de extrema importancia no ambito
cientifico no que esta relacionado a MOIFOPA, seja associado a reproducdo animal ou
humana.

Nesse experimento ficou comprovado que é possivel o cultivo de FOPA’s
simultaneamente com (BM-MSC), representando um dos primeiros passos de uma linha de
pesquisa que muito provavelmente trara resultados promissores no que diz respeito a clinica e
reproducdo. Com a possibilidade de co-cultivo desses dois tipos celulares comprovada, surge
a possibilidade do desenvolvimento de novos estudos que visem ajustar as condi¢fes de
cultivo in vitro para ambas culturas de células, testando os mais diversos fatores que possam
influenciar o desenvolvimento de FOPA’s in vitro, bem como o estudo dos mecanismos
presentes nessa relacao.

Vale ressaltar que esse trabalho é parte integrante de um projeto maior da Rede de
Pesquisa do Ovario Artificial intitulado “Avaliacdo do potencial de células-tronco no cultivo
in vitro de foliculos pré-antrais caprinos e na regeneragdo in vivo de tecido ovariano
lesionado”, Chamada MCTI/CNPg/FNDCT Acéo Transversal - Redes Regionais de Pesquisa

em Ecossistemas, Biodiversidade e Biotecnologia N °© 79/2013.
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