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com células-tronco mesenquimais. 2019. 93p. Tese (P6s-graduacdo em Biotecnologia, Rede
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RESUMO

O aprimoramento de sistemas de cultivo de foliculos ovarianos pré-antrais tem sido objeto de
investigacdo em diferentes espécies. As células-tronco mesenquimais (CTM) surgem como
uma importante ferramenta para a realizagdo de técnicas de cultivo associadas aos foliculos
ovarianos pré-antrais, devido ao seu potencial de induzir a proliferacdo e a sobrevivéncia de
varios tipos de células bem como a facilidade de obtencédo e sua expansibilidade in vitro. Esta
pesquisa tem por objetivo avaliar 0 uso de células-tronco mesenquimais da Geleia de Wharton
(CTM-GW) no desenvolvimento de foliculos ovarianos pré-antrais caprinos, por meio de dois
sistemas de cultivo, com foliculos inclusos no cdrtex ovariano ou isolados deste. Na primeira
etapa, os fragmentos foram fixados imediatamente, (controle ndo-cultivado) ou distribuidos em
quatro tratamentos: tecido ovariano cultivado em meio essencial minimo (a-MEM™) para o
controle; tecido ovariano cultivado em a-MEM?* suplementado com Soro Fetal Bovino (SFB)
(ae-MEM™* + SFB); tecido ovariano co-cultivado com células-tronco (CT) em a-MEM* (a-
MEM* + CT); e finalmente tecido ovariano co-cultivado com célula-tronco em a-MEM* e SFB
(a-MEM™* + CT + SFB). Ap0s o cultivo, foram analisadas as taxas de sobrevivéncia, a ativacao
e o diametro folicular e a taxa de proliferacdo celular. J4, na segunda etapa, os foliculos
secundérios foram isolados e distribuidos em dois tratamentos: foliculos ovarianos cultivados
em meio essencial minimo (a-MEM™), na auséncia (controle) ou presenca de células-tronco. Os
foliculos foram cultivados em placas de 24 pocos durante 18 dias, sendo 2 foliculos por poco,
com troca parcial do meio a cada dois dias e nos dias 6 e 18, coletados para dosagem hormonal.
Apos cultivo, foram avaliadas a morfologia e taxas de crescimento folicular, formacao de antro,
producdo de estradiol (E2), progesterona (P4) e Glutationa reduzida (GSH) no meio proveniente
das trocas, bem como as taxas de viabilidade e de maturacdo oocitéria. Foi observado, na
primeira etapa, que apds 7 dias, o tratamento co-cultivo com células-tronco apresentou um
percentual de foliculos pré-antrais morfologicamente normais superior (P < 0,05) quando
comparado aos demais tratamentos bem como uma maior (P < 0,05) taxa de ativagdo em relacdo
ao controle cultivado. Ademais, o didmetro folicular foi maior no tratamento co-cultivo com
células-tronco em relagcdo ao co-cultivo com células-tronco acrescido de SFB. Na segunda
etapa, o tratamento com células-tronco foi o Gnico que apresentou um aumento significativo e
progressivo no didmetro folicular ao longo do cultivo bem como mostrou maior (P < 0,05) taxa
de crescimento folicular diério. As taxas de retomada da meiose e maturacdo oocitéaria foram
semelhantes entre os tratamentos. Neste estudo, observou-se pela primeira vez que as CTM-
GW tém potencial de utilizacdo como suporte para o crescimento dos foliculos pré-antrais. O
sistema de co-cultivo de foliculos inclusos no cértex ovariano com CTM contribuiu para
melhorar a taxa de ativacdo, manteve a sobrevivéncia folicular e desenvolvimento folicular in
vitro e na forma isolada influenciou no crescimento folicular.

Palavras-Chaves: Cultivo in vitro. Geleia de Wharton. Foliculogénese. Complexos cumulus-
odcito. Cabra.
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ABSTRACT

Improvement of pre-antral ovarian follicle cultivation systems has been investigated in different
species. Mesenchymal stem cells (MSC) have emerged as an important tool for performing pre-
antral ovarian follicle associated cultivation techniques because of their potential to induce
proliferation and survival of various cell types, as well as their ease of obtaining and their
expandability in vitro. The objective of this research is to evaluate the use of Wharton jelly
mesenchymal stem cells (WJ-MSC) in the development of goat pre-antral ovarian follicles, by
means of two culture systems, with follicles included in or isolated from the ovarian cortex. in
the first stage, the fragments were either fixed immediately (uncultivated control) or distributed
into four treatments: ovarian tissue cultivated in minimal essential medium (a-MEM*) for
control; ovarian tissue cultured in a-MEM™* supplemented with Fetal Bovine Serum (FBS) (a-
MEM* + FBS); stem cell (SC) co-cultured ovarian tissue in a-MEM * (a-MEM * + SC); and
finally stem cell co-cultured ovarian tissue in a-MEM" and FBS (a-MEM * + SC + FBS). After
cultivation, survival rates, activation and follicular diameter and cell proliferation rate were
analyzed. In the second stage, secondary follicles were isolated and distributed in two
treatments: ovarian follicles cultivated in minimal essential medium (a-MEM ¥), in the absence
(control) or presence of stem cells. The follicles were cultured in 24-well plates for 18 days,
with 2 follicles per well, with partial medium change every two days and on days 6 and 18,
collected for hormonal dosing. After cultivation, the morphology and rates of follicular growth,
antrum formation, estradiol production (E2), progesterone (P4) and reduced glutathione (GSH)
in the medium were evaluated, as well as viability and oocyte maturation rates. In the first
stage, it was observed that after 7 days, the co-cultivation treatment with stem cells presented a
higher percentage of morphologically normal preantral follicles (P < 0.05) when compared to
the other treatments as well as a larger one (P < 0.05) activation rate in relation to the cultivated
control. In addition, follicular diameter was higher in co-cultivation with stem cells compared
to co-cultivation with FBS. In the second stage, the treatment with stem cells was the only one
that showed a significant and progressive increase in follicular diameter throughout the culture
and showed a higher (P < 0.05) daily follicular growth rate. The rates of meiosis resumption
and oocyte maturation were similar between treatments. In this study, it was observed for the
first time that WJ-MSC have potential use as support for the growth of preantral follicles. The
co-cultivation system of follicles included in the ovarian cortex with MSC contributed to
improve the activation rate, maintained follicular survival and follicular development in vitro
and in isolated form influenced follicular growth.

Keywords: In vitro culture. Wharton Jelly. Folliculogenesis. Cumulus-oocyte complexes.
Goat.
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1. INTRODUCAO

A otimizacdo do potencial reprodutivo de rebanhos depende do emprego de
biotécnicas da reproducdo que visem o incremento da sua produtividade e rentabilidade.
Diversas tecnologias reprodutivas, incluindo a criopreservacdo de gametas, inseminagédo
artificial (1A), transferéncia de embrides, fertilizacdo in vitro (FIV) e clonagem tem sido
realizadas com sucesso em varias espécies (BERTOLINI; BERTOLINI, 2009; PARAMIO,
2010; HEIDARI, 2011; MANDAWALA et al., 2016; THOMAS et al., 2017). No entanto, para
a sua execucgdo € necessaria uma grande quantidade de complexos cumulus-odcito (CCOs)
competentes, capazes de suportar a maturacdo dos odcitos e permitir que eles sejam fertilizados
e se tornem embrides viaveis e, consequentemente, maximizar a producdo dos rebanhos
(FIGUEIREDO et al., 2007; UHDE et al., 2018).

A maior parte dos odcitos presentes nos ovarios dos mamiferos é armazenada em
foliculos pré-antrais (FOPA). Entretanto, muitos desses foliculos se tornam atrésicos durante a
fase de crescimento e desenvolvimento (FIGUEIREDO et al., 2007; ARAUJO, et al., 2014).
Desse modo, é altamente desejado um sistema de cultivo in vitro de FOPA que mantenha a
viabilidade e amplie a taxa de crescimento e a competéncia de maturacdo, aumentando a
eficiéncia de producédo de gametas femininos (SILVA et al., 2018).

Sistemas de cultivo in vitro de foliculos em estagios iniciais sdo importantes para
estudar o desenvolvimento dos odcitos, especialmente porque estes foliculos sdo uma fonte
potencial de odcitos que poderiam ser utilizados in vitro para producdo de embrides. Contudo,
os fatores que controlam o desenolvimento de foliculos primordiais, sua ativacdo e posterior
crescimento a foliculos primérios, ndo sdo bem compreendidos. A regido cortical do ovario em
que foliculos primordiais estdo localizados é pouco vascularizada e o desenvolvimento destes
foliculos provavelmente é regulada por fatores de crescimento produzidos localmente
(ARAUJO et al., 2010; MATOS et al., 2007; HSUEH et al., 2015).

O sucesso do cultivo in vitro de FOPA depende do emprego de métodos eficazes que
mantenham a integridade estrutural folicular garantindo a sua sobrevivéncia. Entretanto, para
que estes foliculos se desenvolvam in vitro é de extrema importancia a utilizacdo de sistemas
de cultivo capazes de manter a sobrevivéncia e suportar o crescimento dos 006citos inclusos nos
foliculos pré-antrais até sua completa maturagdo (RAMESH et al., 2010, ARAUJO et al., 2014).
Assim, torna-se possivel potencializar a reproducdo assistida de animais geneticamente
superiores através do fornecimento de milhares de odcitos para a producao in vitro de embrides,

bem como para as demais biotécnicas reprodutivas (ROSSETTO et al., 2011).
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Dessa forma, a necessidade de aproveitamento dos oocitos de ovarios que seriam
condenados ao descarte, pela sua retirada ou por morte da doadora, estimula o desenvolvimento
de diferentes técnicas para minimizar a perda de foliculos ovarianos existentes. Dentre estas,
destaca-se a Manipulacdo de Odcitos Inclusos em Foliculos Ovarianos Pré-antrais
(MOIFOPA), que consiste na recuperacdo de grande numero de odcitos inclusos em foliculos
ovarianos pre-antrais, a fim de promover o crescimento, maturagdo e fecundagdo por meio de
sistemas de cultivo in vitro (BEZERRA et al., 2011; FIGUEIREDO; RODRIGUES; SANTOS,
2013). A MOIFOPA vem ganhando cada vez mais espaco na pesquisa apresentando resultados
promissores que dao suporte, para melhorar a eficiéncia reprodutiva em vérias espécies
(AGUIAR et al., 2017; DIPAZ-BERROCAL et al., 2017; SILVA, 2017).

As células-tronco mesenguimais sdo células somaticas multipotentes que favorecem a
reparacao de tecidos (ROHBAN; PIEBER, 2017). Estudos relatam a existéncia de uma
populacdo de células-tronco mesenquimais na medula déssea (SILVA FILHO et al., 2014;
ARGOLO NETO et al., 2016; SANTOS, 2017), no corddo umbilical (SILVA, 2016;
MARTINS et al., 2017) e no tecido adiposo (COSTA et al., 2017) de caprinos, que podem ser
potencialmente exploradas em estudos pré-clinicos. Experimento utilizando CTM derivadas
de tecido adiposo de rato demonstrou que essas células podem melhorar a fungdo ovariana e a
taxa de sucesso da fertilizacdo in vitro, apresentando-se mais eficientes do que as células-tronco
embrionarias (CTE) ou células-tronco pluripotentes induzidas (iPSC) no campo da medicina
regenerativa (TAKEHARA et al., 2013).

Avancos no campo da biologia de células-tronco tem mostrado que estas células
interagem com as células residentes formando nichos, podendo apoiar a sobrevivéncia e
proliferacdo de varios tipos de células, por mecanismo paracrino (ZHANG et al., 2017). Essa
interacdo célula-célula pode ser aproveitada para fins terapéuticos, combinando diferentes tipos
de células (XIA et al., 2015). Estudos realizados por Albrecht et al. (2006) constataram que um
alto grau de interacdes entre células é crucial para aumentar a proliferacdo e diferenciacdo de
células-tronco embrionarias durante os eventos morfoldgicos que acompanham a embriogénese
in vivo, bem como durante o cultivo in vitro. Além de contribuir para a proliferacdo celular,
Zhang et al. (2017) demonstraram a expressdo de marcadores angiogénicos em um sistema de
cocultivo tridimensional (3D) constituido por células-tronco mesenquimais do cordao umbilical
humano e células endoteliais da veia umbilical. Essa interacdo entre células, também foi
estudada por Heidari (2011), utilizando co-cultivo de FOPA de rato em fibroblastos
embrionarios, resultando no aumento da taxa crescimento dos foliculos e a sua sobrevivéncia

de forma significativa pelo aumento de proliferacdo de células da granulosa. Ademais, Itoh e
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Hoshi (2000), co-cultavaram FOPA com células mesenquimais de ovario de bovinos,
fibroblastos fetais da pele e células granulosa bovina o que resultou em 50,7%, 46,6% e 21,4%
foliculos morfolégicamente viaveis, evidenciando o grande potencial das células-tronco
mesenqguimais no co-cultivo de FOPA.

Assim, essa pesquisa tem como objetivo investigar a utilizaggdo de CTM no
desenvolvimento de foliculos pré-antrais de caprinos, por meio de dois sistemas de cultivo, in
situ, foliculos inclusos em fragmentos de ovario, e em foliculos secundarios isolados. Espera-
se, fornecer condicdes necessarias para promover a ativacdo, crescimento completa maturacéo
de foliculos pré-antrais contribuindo para incrementar os sistemas de cultivo in vitro de FOPA.
Ademais, poderéa fornecer possibilidades de utilizacdo desses sistemas em ovarios humanos, e

o0 aperfeicoamento de outras biotecnologias da reproducéo.

Este trabalho apresenta-se estruturado, com uma introdugdo ao assunto pesquisado;
revisdo de literatura, com fundamentagdo tedrica de projecdo nacional e internacional e dois
capitulos na forma de artigos: Capitulo I: Co-cultivo com células-tronco mesenquimais reduz
0 estresse oxidativo e melhora a sobrevivéncia e desenvolvimento in vitro de foliculos pré-
antrais caprinos inclusos em tecido ovariano, submetido ao Periddico: Animal Reproduction
Science. O Capitulo II: Crescimento de foliculos pré-antrais isolados de ovarios caprinos
em sistema de co-cultivo in vitro com células-tronco mesenquimais, que sera submetido ao
periddico Journal of Ovarian Reseach. Seguem as consideracdes finais e a lista de referéncias

utilizadas.
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2. REVISAO DE LITERATURA
2.1 O ovério dos mamiferos

Os ovérios sdao as gonadas femininas responsaveis pela producdo de células
germinativas chamadas oo6citos e pela producdo de horménios esteroides e fatores de
crescimento. Estas fun¢Bes ocorrem no interior do foliculo, a unidade morfoldgica e funcional
do ovério que sustenta o crescimento e a maturacdo dos odcitos. Dentro do ovério de todas as
espéecies de mamiferos, o foliculo € uma unidade morfoldgica e funcional que sustenta o
crescimento e a maturacdo dos oocitos. O foliculo consiste em um odécito envolvido por uma
ou mais camadas de células especializadas constituidas por células da granulosa e da teca,
situado na regido cortical do ovario, no seio de um tecido conjuntivo (SANTOS, 2009,
JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2013). O tecido ovariano € constituido pela medula onde se
encontram tecido conjuntivo denso, vasos sanguineos, nervos e o cortex, onde estdo o tecido
conjuntivo frouxo e os foliculos ovarianos (Fig. 1) (HAFEZ; HAFEZ, 2004).

Foliculo

Foliculo secundario inicial
primario

Foliculo em
Foliculo maturagao
primordial
G52 7 Foliculo

4 maduro

Corpo
albicans

Foliculo

}wmeirompido

liteo Foliculo atrésico
atrésico Corpo inicial
tardio |Gteo

Figura 1. Imagem ilustrativa da organizagdo do ovario, mostrando suas principais estruturas.
Fonte: Carlson, 2014.

Localizados em ambos os lados do utero, os ovarios apresentam a forma e o tamanho
variaveis conforme a espécie animal e com a fase estral. Na vaca, na ovelha e na cabra, tém
forma de améndoa; na porca, parecem cachos de uva em decorréncia dos foliculos salientes e

dos corpos luteos, na égua, tém formato de rim, contendo a fossa de ovulagdo. Nas gatas, 0s
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ovarios tém tamanho e formato semelhantes a um gréo de arroz, parcialmente cobertos por uma
bursa (PRESTES et al., 2014, DYCE, 2010)

Por muito tempo tem-se relatado que o ovario humano, desde o nascimento, apresenta
um numero fixo de foliculos primordiais que declinam constantemente ao longo da vida em
consequéncia da atresia e recrutamento para ovulacdo. Entretanto, estudos mais recentes
apresentam evidéncias de que pode ocorrer uma pequena renovacdo na populacdo folicular
através da diferenciacdo das células-tronco de linhagem germinativa extra e intraovariana, a
chamada neofoliculogénese (JOHNSON et al., 2004; SILVA-SANTOS et al., 2013).

2.2 Foliculogénese

A foliculogénese pode ser definida como conjunto das transformacdes que o foliculo
sofre desde 0 momento em que sai da reserva inerte de células germinativas para iniciar o seu
crescimento e maturacdo, culminando com o foliculo maturado ou pré-ovulatério. Diferentes
fases de crescimento e diferenciagdo, que sao refletidas na aparéncia morfoldgica e na resposta
enddcrina, caracterizam a foliculogénese. O processo de transicdo de odcitos imaturos a 00citos
completamente maduros, prontos para serem fertilizados, depende do crescimento e do
desenvolvimento da estrutura folicular. Existe uma interacdo complexa entre hipéfise-trato
reprodutivo que coordena o desenvolvimento folicular, a ovulagdo e a gravidez
(CORTVRINDT; SMITZ, 2001).

A foliculogénese pode ser dividida em duas fases, pré-antral e antral, considerando o
grau de evolucdo dos foliculos. A primeira fase, denominada fase pré-antral € caracterizada pela
presenca de foliculos ndo cavitarios na qual ocorre a ativacdo dos foliculos primordiais e
crescimento dos foliculos primarios e secundarios, bem como o crescimento e diferenciacao do
odcito. Esta, é frequentemente chamada de fase independente de gonadotrofina porque os
foliculos podem se desenvolver para o estdgio antral em animais ou humanos, com
concentracdes de FSH circulante minimas ou receptores de FSH defeituosos (WILLIAMS;
ERICKSON, 2012; ARAUJO, 2013). Entretanto, embora o desenvolvimento para 0 estagio
antral ndo seja dependente do FSH, os foliculos pré-antrais sdo responsivos ao tratamento com
FSH, ou seja, o desenvolvimento de foliculos precoces é influenciado por gonadotrofinas
(MCGREE e HSUEH 2000; HSUEH et al., 2015). Ja a segunda fase, denominada fase antral
ou gonadotrofina-dependente, é caracterizada pelo aumento do tamanho do foliculo terciarios,
formacéo da cavidade antral preenchida com fluido produzido pela proliferacdo das células da
granulosa, dando origem aos foliculos pré-ovulatérios sendo controlada principalmente por

fatores de crescimento produzidos localmente atraves de mecanismos endocrinos, autocrinos e
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paréacrinos. A segunda fase é regulada por FSH e LH, bem como por fatores de crescimento
(Fig. 2) (WILLIAMS; ERICKSON, 2012; ARAUJO, 2013).

Crescimento gonadotrofina-independente Crescimento gonadotrofina-dependente

(Pré-antral) (Antral)

Pré-ovulatério

Terciario

Secundario

Transi¢do Primario

Primordial
3
(7;; = \J) = = (g =
0dcito Células d Zona
€lulas da pelicida Membrana
granulosa basal

Células da
granulosa Células do

Cumulus

1

Atresia

Figura 2. Representacdo esquematica das fases da foliculogénese dos mamiferos, tipos de
foliculos e destacando atresia e gonadotrofina dependéncia. Fonte: Adaptado de Findlay et al.,
2019.

Estudos tém mostrado que nos estagios iniciais da foliculogénese, fatores de

crescimento produzidos localmente, tais como a Ativina, o Kit Ligand, o Fator de Crescimento
Epidermal (EGF) e as Proteinas Morfogenéticas Osseas (BMPs), exercem um papel
determinante na manutencdo da viabilidade e do crescimento folicular (FORTUNE, 2003;
COSTA et al., 2012). Este crescimento resulta, em grande parte, devido a proliferacdo das
células da granulosa por meio de estimulo direto da ativina que tem a sua acdo aumentada pelo
FSH (CARLSON, 2014). Ap6s a formacdo do antro, espaco preenchido com fluido que
aparecem entre as células da granulosa, os foliculos tornam-se progressivamente dependentes
das gonadotrofinas, e os fatores de crescimento locais atuam inibindo ou potencializando a agdo
destes hormonios (FORTUNE, 2003).

Odcitos com capacidade de ovulacdo residem em grandes foliculos antrais que sdo
formados predominantemente por dois subtipos de células da granulosa, sendo denominadas
células do cumulos, as que exercem comunicacgdo direta com o odcito e as células murais da

granulosa, aquelas posicionadas entre o antro e a membrana basal (CARLSON, 2014).

2.3 Caracterizacao da populagéo folicular e atresia
A populacéo folicular dos ovarios é bastante heterogénea, sendo predominantemente
encontrados foliculos pré-antrais ou ndo cavitarios que representam cerca de 90 a 95% de toda

a populacéo folicular, e em menor nimero, foliculos antrais ou cavitérios (Figueiredo et al.,
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2008). Os foliculos pré-antrais sdo constituidos pelos foliculos primordiais, intermediérios ou
de transicdo, primarios e secundarios. Destes, os primordiais constituem a reserva ovariana de
odcitos durante toda a vida reprodutiva da fémea (BEZERRA, 1998) e sdo os menores foliculos
presentes nos ovarios com didmetro aproximado de 33um em caprinos e consistem em um
odcito imaturo circundado por uma camada de células da pré-granulosa em formato
pavimentoso. O crescimento destes foliculos caracteriza o processo de ativacdo folicular, onde
sdo originados foliculos com uma camada de células que variam entre cubicas e pavimentosas,
chamados foliculos intermediarios ou foliculos de transi¢cdo. Em caprinos, os diametros destes
foliculos é de 40,7 um aproximadamente. Quando o odcito imaturo € circundado por uma
camada completa de células da granulosa cubicas sdo formados os foliculos primarios, com
didametro médio de 49,8 um em caprino. Ja os foliculos secundarios, sdo caracterizados pela
presenca de duas ou mais camadas completas de células cubicas e o6cito imaturo com diametro
de 83 um em caprino. A medida que ocorre a proliferacdo das células da granulosa e o0 acimulo
de fluido folicular, sdo formados os foliculos antrais, que podem atingir 130 um em caprino
(Fig. 2) (FIGUEIREDO et al., 2008).

Uma série de fatores como raca, idade, niveis hormonais e estado reprodutivo podem
influenciar tanto na populagéo folicular quanto na distribuicdo dos diferentes tipos de foliculo
no ovéario (FIGUEIREDO et al., 2008). Em caprinos, a populacdo folicular dos ovarios ao
nascimento é de aproximadamente 37.000 foliculos (LUCCI; AMORIM; RODRIGUES, 1999),
sendo o surgimento dos primeiros foliculos primordiais verificado aos 62 dias de gestacdo nesta
espécie (CORTVRINDT; SMITZ, 2001).

Os mecanismos envolvidos no desenvolvimento folicular nos estagios pré-antrais,
especialmente, de foliculos primordiais e primarios tém sido alvo de investigacdes. Este
interesse nos estagios iniciais aumentou a medida que se reconheceu a importancia da reserva
primordial como recurso potencial a ser aproveitado para aumentar a eficiéncia reprodutiva de
especies domeésticas e silvestres e para melhorar a fertilidade em mulheres expostas a radiacdo
ou quimioterapias (FORTUNE, 2003). Estudos mostraram que existem inumeros fatores
intraovarianos envolvidos no controle da foliculogénese inicial. Entre estes fatores pode-se
destacar a proteina morfogenética 6ssea 15 (BMP-15), o fator de crescimento e diferenciacéo-
9 (GDF-9), o Kit Ligand (KL) e o fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF) (LIMA
etal., 2010; SILVA et al., 2017; DIPAZ-BERROCAL et al., 2017).

Estudo da dindmica folicular ovariana mostrou que esta pode ser caracterizada por
mudancas bruscas a medida que o ovério envelhece. Assim, é observado no ovario jovem a

ocorréncia de altas taxas de crescimento folicular e baixas taxas de atresia, enquanto que na



28

senescéncia ovariana o crescimento da populacao folicular é reduzido e os indices de atresia
aumentam drasticamente. Esta reducdo na funcionalidade do ovério a medida que este
envelhece culmina na perda da capacidade reprodutiva pela insuficiéncia ovariana, fato que
ocorre relativamente cedo na vida das mulheres (FADDY, 2000; NICOLA, 2017).

Em mamiferos, a fertilidade da fémea é regulada por um mecanismo fisiologico de
degeneracéo folicular denominado atresia, sendo esta uma caracteristica continua no panorama
histologico do ovario, a qual pode ser identificada em foliculos de diferentes estagios de
desenvolvimento, em qualquer plano de corte, até a interrupc¢éo da funcdo ovariana. As células
foliculares podem exibir nicleo picnético acompanhado ou ndo de retragdo citoplasmatica ou
desorganizacdo da zona pelicida e/ou das células das granulosa (ROSS; PAWLINA;
BARNASH, 2012). Com isso, acredita-se que mais 99% dos foliculos sdo perdidos através
deste amplo processo degenerativo que limita o numero de ovulagbes (SHARMA,
BHARDWAJ, 2007). No entanto, o controle desta condi¢do pode ser melhor aproveitado para
aumentar fertilidade das espécies, diminuindo a frequéncia de atresia (BHARDWAJ;
SHARMA, 2012).

2.4 Manipulacdo de Odcitos Inclusos em Foliculos Ovarianos Pré-antrais (MOIFOPA)

Diferentes biotecnologias reprodutivas vém sendo estudadas com perspectivas
promissoras para as futuras demandas do agronegécio de pequenos ruminantes, contribuindo
para aumento do potencial da Caprino-Ovinocultura (DANTAS; NEGRAO, 2010; GUERRA
et al., 2011; AYBAZOV; MAMONTOVA,; SEITOV 2014; YOTOV; VELISLAVOVA;
DIMOVA, 2016). Dentre as biotécnicas que visam a otimizacdo da utilizacdo do potencial
reprodutivo das fémeas, pode-se destacar a Manipulagcdo de Odcitos Inclusos em Foliculos
Ovarianos Pré-antrais (MOIFOPA) também conhecida como “ovario artificial”, que consiste
em recuperar pequenos odcitos inclusos em FOPA a partir dos ovarios, promovendo o seu
cresimento, sobrevivencia, maturacdo e fecundacdo in vitro, prevenindo-os da atresia que
ocorre largamente nos ovarios e recuperando, assim, grande quantidade de o0citos que seriam
perdidos (FIGUEIREDO; RODRIGUES; SANTOS, 2013).

Em associagdo a outras tecnologias reprodutivas, como a fecundagédo in vitro e a
transferéncia de embrides, esta biotécnica tem potencial, ndo somente para otimizar, como
também conservar o material genético de animais valiosos e de espécies em vias de extingéo,
inclusive apds sua morte, uma vez que possibilita a conservacdo dos milhares de odcitos
inclusos nos FOPA presentes no cortex do ovario, permitindo a implantacdo de bancos de
germoplasma (GONCALVES, 2012; ARAUJO, 2013).
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Com o aprimoramento de métodos de cultivo in vitro que apoiam o desenvolvimento
dos foliculos pré-antrais, foram registrados importantes resultados na producdo de o6citos
meioticamente competentes (MAGALHAES-PADILHA et al., 2012, SA et al., 2017) e
producdo de embrides na espécie caprina (SARAIVA et al., 2010; MAGALHAES et al 2011).
Além disso, foram relatados melhores indices de crescimento e maturacdo folicular em
camundongos (RAJABI et al., 2018), e o nascimento de crias vivas, apenas em murinos
(O'BRIEN et al., 2003, HIGUCHI et al., 2015).

2.5 Sistemas de cultivo in vitro de foliculos ovarianos pre-antrais

Com o advento de técnicas de reproducdo assistida, a possibilidade de regulacdo do
desenvolvimento folicular in vivo e in vitro ganhou relevancia clinica (MCGEE e HSUEH
2000). No entanto, a partir dos estudos in vitro, foi possivel conhecer uma série de substancias
e fatores envolvidos na viabilidade, ativagdo, crescimento e morte folicular o que tem
contribuido para a maximizacéo do potencial reprodutivo (BRUNO et al. 2008).

Para desenvolvimento de um sistema ideal para o cultivo de FOPA os pesquisadores
buscam atender trés requisitos principais: manutencao da viabilidade dos foliculos, integridade
da sua morfologia de modo semelhante ao padréo in vivo, garantia do crescimento e da
maturagdo folicular (FIGUEIREDO et al., 2008). Para isto, os tipos de sistemas cultivo in vitro
disponiveis para FOPA mais comumente utilizados sdo o cultivo in situ, que utiliza pequenos
fragmentos do cortex ovariano ou de foliculos isolados, sendo este ultimo realizado nas formas
bi ou tridimensional (ROSSETO et al., 2011; CHAVES et al., 2011).

O sistema de cultivo in situ tem sido objeto de investigacdo em diferentes espécies
como caprinos (SILVA, 2017), ovinos (MENEZES et al., 2018), babuinos (AMORIM et al.
2016), bovinos (JIMENEZ et al., 2016) entre outras e apresenta como vantagem o contato direto
entre as células foliculares e as células do estroma ovariano (ABIR et al., 2006). Além disso,
com esse tipo de cultivo € possivel analisar o efeito de diferentes substancias sobre a ativacao
e crescimento folicular. No entanto, esta avaliagdo sO € possivel até o estagio secundario do
desenvolvimento folicular (PENG, 2010). Por outro lado, no cultivo de foliculo isolado os
efeitos dos fatores adicionados no meio podem ser analisados individualmente, facilitando a
determinacéo das melhores condigdes para o seu desenvolvimento além de permitir o cultivo
do foliculo até o estagio antral (QU et al., 2000; ABIR et al., 2006).

Nos atuais sistemas de cultivo in vitro de foliculos, varios autores vém tentando
minimizar os efeitos toxicos causados pela producgéo de Espécies Reativas de Oxigénio (ERO)

por meio da utilizacdo de diferentes tensdes de Oz, uma vez que as ERO podem comprometer
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o desenvolvimento folicular, a maturacéo oocitaria e a posterior producao in vitro de embribes
(SILVA et al., 2010; MENEZES et al., 2018)

Entre os meios de base frequentemente utilizados para promover o desenvolvimento
de foliculos pré-antrais, Jimenez et al., (2016) compararam a eficacia do a-Meio Essencial
Minimo (a-MEM), meio de cultivo de tecidos 199 (TCM-199) e meio de McCoy (McCoy)
suplementados com glutamina, insulina, transferrina, selénio, &cido ascérbico, albumina sérica
bovina (BSA), penicilina, estreptomicina e tampdo HEPES em cultivo in vitro de foliculos pré-
antrais inclusos no cortex ovariano bovino, e constataram que o meio a-MEM mostrou ser o
meio mais eficaz preservando a morfologia, a morfometria e a ultraestrutura dos FOPA bovinos,
garantindo sua viabilidade e crescimento ap6s o cultivo in situ. Embora esses meios de base
tenham em sua composicdo diferentes substancias essenciais para as células como sais
inorganicos, aminoacidos, vitaminas e nucleosideos (JIMENEZ et al., 2016), estudos tém
testado diferentes substancias, tais como hormonios, antioxidantes e fatores de crescimento, na
tentantiva de enriquecer o meio de cultivo para manter a viabilidade celular (SILVA, 2017;
AGUIAR et al., 2016; CHAVES et al., 2011; MENEZES et al., 2018).

Entretanto, o custo elevado e muitas vezes o atraso na importacdo destes meios de
cultivo e da suplementagéo rotineiramente utilizada tem levado os pesquisadores a buscarem
alternativas para a substituicdo dos suplementos comerciais. Nesse sentido, Bezerra et al.,
(2018) investigaram a influéncia do meio condicionado de CTM da geleia de Wharton sobre o
desenvolvimento in vitro de foliculos secundarios ovinos isolados. Estes autores constataram
que foliculos cultivados somente em meio condicionado apresentaram maior diametro folicular
quando comparado ao a-MEM, sugerindo que 0 meio em que estas células séo cultivadas tem
potencial para ser utilizado como um meio alternativo para manter a sobrevivéncia, promover
o crescimento e reduzir niveis de ERO de foliculos secundarios isolados nesta espécie.

Além disso, sistemas de co-cultivo com outros tipos celulares foram apontados como
alternativa para o desenvolvimento folicular na fase pré-antral. Conforme Malekshah et al.
(2014), em camundongos a co-cultivo de fibroblastos com FOPA foi mais eficiente que a

Ativina A na taxa de crescimento e sobrevivéncia folicular in vitro.

2.6 Sistemas de co-cultivo in vitro utilizando celulas-tronco mesenquimais

Evidéncias sugerem que as CTM tém o potencial de induzir a proliferagdo e aumentar

a taxa de sobrevivéncia de varios tipos de células por meio da secrecdo de diferentes fatores,
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além das suas propriedades imunomoduladoras (LI et al., 2015; SEO; JUNG, 2016; EGGER et
al., 2018).

As interaces fisicas e bioquimicas entre células progenitoras endoteliais da medula
0ssea e CTM de mesma origem foram investigadas em um sistema de co-cultivo in vitro para
esclarecer melhor seus papéis na vascularizagdo. Neste estudo, foi constatado que estas células
co-cultivadas se desenvolveram em estruturas semelhantes a tubos, mesmo na auséncia de
fatores de crescimento exdgenos, destacando a importancia da sinalizagcdo paracrina
(AGUIRRE, PLANELL e ENGEL 2010).

A capacidade das CTM de estimular diretamente proliferacdo de células epiteliais
tubulares proximais lesadas por cisplatina, foi investigada por Imbert et al. (2007), em modelos
murinos em um sistema de co-cultivo. Nesta pesquisa, foi relatado que a liberacdo de Fator de
crescimento semelhante a insulina tipo 1 (IGF-1) por CTM pode atuar como um poderoso
agente regenerativo, induzindo a proliferacdo e inibindo a apoptose de células tubulares
enddgenas.

Na area da reproducdo, Moshkdanian et al. (2011) observaram que CTM obtidas do
corddo umbilical humano tem potencial para melhorar a taxa de clivagem dos embrides e
proteger os mesmos contra danos celulares que normalmente resultam de excesso de ERO,
apresentando efeito analogo ao observado com a adi¢ao dos antioxidantes -mercaptoethanol
(B-ME) e o &cido ascorbico. Além disso, em co-cultivo com FOPA, Rajabi et al. (2018)
relataram que as CTM obtidas do sangue menstrual humano poderiam ser usadas como uma
ferramenta de suporte para o crescimento e maturacao folicular de camundongos através de

contatos diretos ou fatores de crescimento paracrinos.

2.7 Células-tronco

As células-tronco podem ser definidas como células com prolongada proliferacao,
capacidade de autorrenovacao, diferenciacdo em diferentes linhagens e capacidade de repopular
o0 tecido de origem danificado quando transplantadas (PEREIRA, 2008). De acordo com a
origem, elas podem ser divididas em dois grupos basicos: células-tronco embrionarias (CTE) e
as células-tronco adultas (CTA) também denominadas células-tronco somaticas (HOU et al.,
2013). Tanto as células-tronco embrionarias quanto as adultas sdo fontes potenciais de células
para aplicagdes clinicas futuras.

Conforme a sua plasticidade, as células-tronco podem ser classificadas em
totipotentes, pluripotentes e multipotentes. Sendo as totipotentes aquelas capazes de formar

todas as celulas do organismo, além dos anexos embrionarios que sustentam o desenvolvimento
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do embrido no Gtero, como € o caso do zigoto. As pluripotentes, obtidas a partir da massa celular
interna (MCI) do blastocisto, podem se diferenciar em qualquer célula dos trés folhetos
germinativos (endoderma: originando, por exemplo, o trato gastrointestinal e os pulmdes;
mesoderma: originando por exemplo, musculos, 0ssos, sangue e sistema urogenital; ectoderma:
originando, por exemplo, tecidos epidermais e sistema nervoso). E, as multipotentes, que séo
células-tronco adultas com potencial limitado de diferenciacdo, podem originar linhagens de
células relacionadas ao seu tecido de origem, como exemplo deste tipo de células-tronco
podemos citar as hematopoiéticas, mesenquimais e neurais (WOBUS; BOHELER, 2005;
VISINTIN et al., 2013).

Em contraste com as células-tronco embrionérias, cuja pluripoténcia foi amplamente
comprovada, as células-tronco adultas eram tradicionalmente tidas como restritas, em seu
potencial de diferenciacédo, a somente células do tecido de origem. Porém, estudos tém mostrado
um potencial de diferenciacdo muito mais amplo, sendo capazes de dar origem a tecidos
diferentes daqueles onde elas residem (PEREIRA, 2008; SILVA, 2016). A exemplo disso, as
células-tronco mesenquimais (CTM), sdo capazes de se diferenciar em varios tipos celulares
como osteoblastos, condroblastos e adipdcitos e possuem diversos sitios de coleta em
individuos adultos, podendo ser obtidas da poupa dentaria (CARVALHO et al., 2015), do tecido
adiposo (COSTA et al., 2017), do corddo umbilical (SILVA, 2016), da medula dssea
(SANTOS, 2017), dentre outros. Estas células se tornaram atraentes na pesquisa cientifica no
campo da terapia celular por causa da relativa facilidade de isolamento, potencial de alta
expansdo, baixa imunogenicidade, capacidade de modificacdo e multipoténcia. Além disso, as
CTM aceleram o processo de reparo tecidual pela secrecdo de fatores parécrinos, sejam eles
agentes angiogénicos, mitogénicos, antiapoptoticos, fatores anti-inflamatérios ou anti-
oxidantes o0 que aumenta a sua gama de potenciais aplica¢cdes clinicas (PANKAJAKSHANE;
AGRAWAL, 2014).

Com o crescente interesse biologico e clinico por CTM, muitas controvérsias foram
geradas entre os pesquisadores, uma vez que as caracteristicas definidoras das mesmas eram
inconsistentes. Assim, a Sociedade Internacional de Terapia Celular, estabeleceu trés critérios
principais, baseados nos melhores dados disponiveis, para caracterizar CTM, sendo eles:
aderéncia ao plastico quando mantidas em condi¢des de cultivo padrdo; expressdo positiva de
antigenos de superficie especificos CD105, CD73 e CD90 e negativa para CD45, CD34, CD14
ou CD11b, CD79a ou CD19 ¢ HLA-DR; e potencial de diferenciacdo multipotente, devendo
ser capazes de se diferenciar em osteoblastos, adipdcitos e condroblastos, sendo esta a

propriedade bioldgica que mais singularmente identifica CTM. Estes critérios contribuiram
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para assegurar que estudos de populacdes heterogéneas de CTM néo fossem confundidos por
outros tipos celulares e que o uso dessas células em estudos pré-clinicos e no desenvolvimento

subsequente de terapias clinicas avangassem mais rapidamente (DOMINICI et al., 2006).

2.8 O corddo umbilical como fonte de células-tronco mesenquimais

O cord&o umbilical é uma estrutura helicoidal que permite a conexao entre o feto e a placenta,
sendo portanto, responsavel pelo desenvolvimento e manutencdo da vida intrauterina
(NAIDON, 2012). Apresenta basicamente uma membrana amniotica externa, duas artérias e
uma veia cercadas por uma bainha de tecido conjuntivo especializado, chamada geleia de
Wharton. Os diferentes tecidos do corddo umbilical contém células-tronco hematopoéticas e
mesenquimais. O sangue de corddo umbilical ¢ uma fonte rica em células-tronco
hematopoiéticas, ja as células-tronco mesenquimais podem ser encontradas no endotélio e
subendotélio da veia do corddo umbilical, que é revestido por epitélio amniotico, e na geleia de
Wharton, o principal elemento do corddo umbilical, rico em células tronco mesenquimais
(MALHEIROS; ABREU, 2016).

Por se tratar de um material que é descartado apds o nascimento, a obtencdo das
células-tronco mesenquimais presentes no cordao umbilical € um método néo invasivo e livre
de consideracdes éticas, pois ndo interfere no parto e ndo prejudica a mae ou o bebé, podendo
ser uma alternativa viavel e mais vantajosa para uma variedade de propostas terapéuticas
(BAPTISTELLA, 2016).

2.9 Uso da espécie caprina como modelo experimental

A criacdo de pequenos ruminantes, sobretudo da espécie caprina, tem grande
representatividade no Brasil, especialmente na regido Nordeste, que concentra 90% do rebanho
caprino nacional. Apresenta grande importancia socioeconémica, em funcao do seu importante
papel na producdo de carne, de leite e de pele. Por serem animais de menor porte e mais
adaptados, estes animais respondem com mais eficiéncia e menores custos quando comparados
aos bovinos (EMBRAPA, 2017).

Os avancos da caprinocultivo tém estimulado o interesse dos pesquisadores para 0
estudo dos aspectos reprodutivos de machos e fémeas, uma vez que o entendimento da
morfofisiologia da reproducdo destes animais pode possibilitar um melhor aproveitamento
reprodutivo dos mesmos (RICARTE; SILVA, 2010).
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Os mecanismos envolvidos na foliculogénese tém sido alvo de estudos em varias
espécies de mamiferos. Muitos deles tm como modelos experimentais espécies de animais que
oferecem grandes contribui¢cfes para pesquisas em humanos como roedores (DEMEESTERE
et al., 2005; MCGEE et al., 2001), babuinos (AMORIM et al., 2016), caprinos (MAHAJAN et
al., 2017) e ovinos (BEZERRA et al., 2019).

Haja vista que o uso de o6citos humanos para fins de pesquisa é severamente limitado,
a espécie caprina representa um 6timo modelo experimental e destaca-se devido a semelhanca,
em certos aspectos, com a morfologia e fisiologia de 6érgdos humanos. Algumas caracteristicas
reprodutivas como a consisténcia fibrosa do ovario, o tempo de ativacdo, crescimento e
maturacdo dos foliculos ovarianos tornam estes animais excelentes modelos para a espécie
humana (FIGUEIREDO; RODRIGUES; SANTOS, 2013; DANTAS; NEGRAO, 2010). Dessa
forma, estudos nesta espécie podem servir de parametro para o aperfeicoamento de biotécnicas
reprodutivas, visando maximizar o potencial reprodutivo de animais domésticos de alto valor
zootécnico ou em processo de extingdo, bem como subsidiar pesquisas relacionadas ao
tratamento de mulheres com problemas de infertilidade (JADOUN et al., 2012; FERREIRA et
al., 2016).
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CAPITULO |

Co-cultivo com células-tronco mesenquimais melhora a sobrevivéncia e desenvolvimento
in vitro de foliculos pré-antrais caprinos inclusos em tecido ovariano

R.P. Sousa, M.A.M. Carvalho

Resumo

O desenvolvimento de sistemas de cultivo capazes de manter o crescimento folicular a partir
do estagio pré-antral tem sido alvo de investigacdes. As células-tronco mesenquimais (CTM)
apresentam potencial para utilizacdo em ampla gama de aplica¢@es incluindo pesquisas com
vista a preservacao da fertilidade. Este estudo teve como objetivo investigar a utilizacdo das
células-tronco mesenquimais da geleia de Wharton (CTM-GW) na sobrevivéncia e
desenvolvimento in vitro de foliculos pré-antrais caprinos inclusos em fragmentos de tecido
ovariano cultivados por 1 e 7 dias. Para tanto, fragmentos do cortex ovarianos foram fixados
imediatamente (controle ndo-cultivado) e distribuidos em quatro tratamentos: tecido ovariano
cultivado em meio controle (a-MEM?); tecido ovariano cultivado em a-MEM?* suplementado
com soro fetal bovino (a-MEM™ + SFB); tecido ovariano co-cultivado com células-tronco em
a-MEM* (a-MEM* + CT); e tecido ovariano co-cultivado com células-tronco em o-MEM* +
SFB (a-MEM* + CT+ SFB). Foram avaliadas as taxas de sobrevivéncia, ativacdo e diametro
folicular, os niveis de espécies reativas de oxigénio no meio de cultivo e a taxa de proliferacdo
celular. Foi observado que ap6s 7 dias, o tratamento co-cultivo com células-tronco apresentou
um percentual de foliculos pré-antrais morfologicamente normais superior (P < 0,05) quando
comparado aos demais tratamentos, bem como uma maior (P < 0,05) taxa de ativagdo em
relagdo ao controle cultivado. Além disso, o didmetro folicular foi maior no tratamento co-
cultivo com células-tronco em relacéo ao co-cultivo com células-tronco acrescido de SFB. Este
estudo demonstra pela primeira vez que o co-cultivo de CTM-GW com foliculo ovariano pré-
antral, incluso em tecido ovariano caprino, melhora a sobrevivéncia e o desenvolvimento
folicular inicial in vitro.

Palavras-chave: Co-cultivo in situ. Celulas-tronco; Foliculo pré-antral. Cabras.

Foliculogénese.
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Abstract

The development of culture systems capable of maintaining follicular growth from the preantral
stage has been the target of investigations. Mesenchymal stem cells (MSC) present potential
for use in a wide range of applications, including research aimed at preserving fertility. This
study aimed to investigate the use of Wharton’s jelly Mesenchymal Stem Cells (WJ-MSC) in
the survival and in vitro development of goat preantral follicles enclosed in fragments of ovarian
tissue cultured for 1 and 7 days. Therefore, fragments of the ovarian cortex were immediately
fixed (non-cultured control) or distributed in four treatments: ovarian tissue cultured in control
medium (a-MEMY); Ovarian tissue cultured in a-MEM™ supplemented with SFB (o-MEM* +
FBS); Ovarian tissue co-cultured with stem cells in a-MEM* (a-MEM* + SC); And ovarian
tissue co-cultured with stem cell in a-MEM™ + FBS (a-MEM™ + SC + FBS). The rates of cell
proliferation, follicular survival and activation as well as follicular diameter were evaluated. It
was observed that after 7 days, the treatment co-cultured with stem cells presented a higher (P
< 0.05) percentage of morphologically normal preantral follicles when compared to the other
treatments as well as a higher (P < 0.05) activation rate in relation to cultured control. Moreover,
the follicular diameter was higher in the treatment co-cultured with stem cells in relation to the
co-cultured with stem cells plus FBS. This study demonstrates for the first time that co-
cultivation of WJ- MSC with preantral ovarian follicle included in goat ovarian tissue improves
survival and early follicular development in vitro.

Key-words: In situ co-culture. Stem cells. Preantral follicles. Goats. Folliculogenesis

1. Introducéo

Os foliculos ovarianos pré-antrais constituem a maioria da populagdo nos ovarios de
mamiferos, portanto, representa fonte potencial de o6citos para uso em biotécnicas reprodutivas
e, ainda, como excelentes modelos experimentais para estudo da foliculogénese (Gupta et al.,
2008; Heidari, 2011). Dessa forma, diversos sistemas de cultivo in vitro em animais e humanos
tém sido desenvolvidos visando a producdo de odcitos competentes a partir de foliculos
ovarianos em estagios iniciais de desenvolvimento (Herta et al., 2008)

Atualmente varios grupos de pesquisa tém buscado o aprimoramento das biotécnicas
voltadas para preservagdo da fertilidade como a criopreservacdo, transplante e métodos de
cultivo in vitro (Rodriguez-Wallberg et al., 2016; Hikabe et al., 2016; Menezes et al., 2008).
Este interesse se deve, em parte, pelo entendimento dos mecanismos envolvidos na perda
natural (atresia) de foliculos pré-antrais in vivo bem como para tratamento da infertilidade em
humanos por diversos fatores, com atencdo especial para pacientes diagnosticados com cancer
e a consequente infertilidade por insuficiéncia gonadal resultante de tratamento quimioterapico

e/ou radioterapico (Rodriguez-Wallberg and Oktay, 2010). Entre as biotécnicas da reproducéo,
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o cultivo in vitro de foliculos pré-antrais visa recuperar foliculos ovarianos antes de se tornarem
atrésicos, aumentando o nimero de o6citos capazes de serem maturados e fertilizados. Este fato
tem grande importancia tanto na pesquisa basica quanto para a reproducdo animal, além de
servir de parametro para o aprimoramento de técnicas aplicadas a medicina humana (Figueiredo
et al., 2011). Basicamente, os foliculos pré-antrais podem ser cultivados “in sifu”, ou seja,
inclusos em fragmentos de tecido ovariano (Chaves et al., 2011) ou na forma isolada (Bezerra
etal., 2019).

Estudos com as células-tronco mesenquimais (CTM) tém atraido um numero cada vez
maior de pesquisadores, em parte, pelo seu vasto campo de aplicagdes e por estarem livres de
implicaces éticas e legais na sua manipulacdo. Essas células podem ser isoladas, com relativa
facilidade, de mudltiplos sitios, expandidas em cultivo, apresentam alta plasticidade e
importantes propriedades bioldgicas. Além disso, as CTM possuem capacidade de migrar para
locais lesionados onde elas podem exercer efeitos terapéuticos através da secrecdo de moléculas
bioativas que desempenham papéis antiapoptéticos, imunomoduladores, anti-cicatrizante,
angiogénicos e quimioativos o0 que contribui para 0 aumento das taxas de sobrevivéncia apds
transplante (Seo and Jung, 2016; Egger et al 2018).

Em relacdo a aplicacdo de CTM com vista a preservagdo da fertilidade, os dados da
literatura ainda sdo muito limitados. No entanto, existem relatos de sistemas de co-cultivo de
foliculo ovariano pré-antral utilizando CTM em humanos e em algumas espécies animais.
Rajabi et al. (2018) co-cultivaram CTM do sangue menstrual humano com foliculos pré-antrais
de camundongos, resultando no aumento nas taxas de crescimento, sobrevivéncia e formacéo
de antro folicular, bem como na taxa de maturacdo in vitro (MIV). Ademais, foi relatado que
as CTM da medula 6ssea humana estabelecem um microambiente regenerativo, secretando
moléculas bioativas benéficas aos foliculos (Xia et al., 2015). Apesar desses avangos, ainda
pouco se sabe sobre o papel das CTM no crescimento folicular.

A geleia de Wharton do corddo umbilical € uma importante fonte de CTM, ainda ndo
testada em co-cultivo com foliculos pré-antrais. Estas tém sido utilizadas para uma gama de
aplicacbes, como no tratamento da doenca de Parkinson (Yan et al., 2013), degeneracdo da
retina (Leow et al., 2015), reparagéo de tecido cutaneo lesionado (Arno et al., 2014), neurologia
(Drela et al., 2016) entre outras. Sua capacidade proliferativa e o potencial imunoldgico
privilegiado durante as fases da gestacdo, foram demostrados por Cardoso et al. (2017), e
resultados promissores quanto a sua totipoténcia apos a transferéncia nuclear foi citado por
Silva et al. (2016). Diante disso, supde-se que este tipo celular pode apresentar potencial para

uso, como suporte no crescimento de foliculos ovarianos pré-antrais.
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Dessa forma, este estudo tem por objetivo investigar o efeito da suplementagdo com
SFB e/ou do co-cultivo de foliculos ovarianos pré-antrais caprinos com células-tronco
mesenquimais da geleia de Wharton (CTM-GW) na sobrevivéncia, ativacdo, crescimento e

proliferacdo celular de foliculos pré-antrais inclusos em fragmentos de tecido ovariano.

2. Materiais e métodos
Este estudo foi conduzido conforme autorizacdo da Comissdo de Etica no Uso de
Animais (CEUA) da Universidade Federal do Piaui, sob o protocolo 117/15.

2.1. Obtencéo das CTM-GW de caprino

As CTM-GW foram isoladas e caracterizadas conforme previamente descrito por Silva
(2016). Resumidamente, as células foram isoladas do explante da geleia de Wharton do cordéo
umbilical de fetos caprinos, submetidas a ensaio de plasticidade, caracterizadas por citometria
de fluxo para os anticorpos (CD14, CD90 e CD105) e, posteriormente, congeladas. Atendendo
aos critérios da Sociedade Internacional de Terapia Celular (SITC), as células apresentaram
aderéncia ao plastico, crescimento celular com fases bem definidas, diferenciacdo celular em
linhagens osteogénica, adipogénica e condrogénica, além de expressdo CD90 e CD105 e
auséncia de expressdo de CD14 Silva (2016). As amostras de células foram criopreservadas na
terceira passagem, com 80% de viabilidade e compunham o banco de células-tronco do Nucleo
Integrado de Morfologia e Pesquisas com Células-Tronco (NUPCelt) da Universidade Federal
do Piaui, Teresina-PlI, Brasil.

As amostras criopreservadas foram transportadas para o Laboratdrio de Manipulacao
de Odcitos e Foliculo Pré-antrais (LAMOFOPA - Fortaleza/CE - Brasil) onde
foram descongeladas em temperatura ambiente, ressuspendidas em meio de cultivo a-MEM
(Gibco®, Waltham, MA, USA) contendo SFB a 20%, 1% de L-glutamina (Invitrogen®) e 1% de
penicilina-estreptomicina, 1% aminoacidos nédo-essenciais (Gibco® Life Technologies™
MEM NEAA- 100X) e centrifugadas por 10 minutos a 1500 rpm. O sobrenadante foi
desprezado e o pellet ressuspendido em 3ml de meio de cultivo para expansdo celular em
garrafas de 25cm? e incubadas a 38.5 °C e 5% de CO.. Apds atingirem a confluéncia de
aproximadamente 80%, as células foram tripsinizadas e repicadas para duas placas de 24 pocos
na concentragdo de 1x10* CTM-GW por pogo, cultivadas no mesmo meio descrito acima.

2.2. Coleta e transporte dos ovarios
Ovérios de 5 cabras (n=10) adultas sem padrao racial definido (SPRD) foram coletados

em abatedouros locais do municipio de Fortaleza-CE. Imediatamente post mortem, 0s ovarios
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foram lavados uma vez em alcool 70% e duas vezes em MEM com tamp&o HEPES e 10% de
antibidtico penicilina-estreptomicina. Os ovarios foram transportados em até 1lh para o
laboratério em MEM a 4°C (Chaves et al., 2011).

2.3 Delineamento experimental
O cortex de cada par ovariano (n=5) foi dividido em fragmentos de aproximadamente 3
X 3 x 1 mm. De cada animal, foram retirados 18 fragmentos de tecido ovariano, sendo
selecionados aleatoriamente 2 fragmentos para o controle ndo cultivado, sendo imediatamente
fixados em Carnoy por 12 horas para analise histoldgica. Os demais fragmentos (n=16) foram
distribuidos individualmente em placas de 24 pogos, contendo 1 mL do meio de cultivo in vitro
constituido por a-MEM (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) suplementado com 1.25 mg / ml
de BSA, 10 ng/ml de insulina recombinante humana, 5.5 ug / ml de transferrina, 5.0 ng / ml de
selénio, 2 mM glutamina e 2 mM de hipoxantina, 10 pug/ml de antibidtico gentamicina (Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO, USA). Este meio foi denominado aqui de o-MEM" (adaptado de
Chaves et al. [9]). Como as células-tronco foram previamente cultivadas em meio contendo
SFB, o delineamento experimental compreendeu tratamentos contendo meios de cultivo sem
ou com 10% de SFB. Assim, os fragmentos do cortex (n=16) foram distribuidos em quatro
diferentes tratamentos: 1) tecido ovariano cultivado em meio controle (a-MEM™); 2) tecido
ovariano cultivado em o-MEM™ suplementado com SFB (a-MEM™ + SFB); 3) tecido ovariano
co-cultivado com células-tronco em a-MEM* (a-MEM™ + CT); e finalmente 4) tecido ovariano
co-cultivado com célula-tronco em a-MEM* + SFB (a-MEM* + CT + SFB).
Nos tratamentos com células-tronco apés 24h, periodo adequado para a sua aderéncia,
0 meio de crescimento das células foi substituido por 1ImL de o-MEM® com ou sem SFB
conforme o tratamento. As placas de cultivo foram incubadas na temperatura de 38,5 °C e
atmosfera de 5% de CO. por um periodo de 1 a 7 dias. O meio de cultivo foi parcialmente (500

ML) substituido a cada dois dias.

2.4. Analise morfologica e avaliacdo do crescimento folicular

Os fragmentos ovarianos de todos os tratamentos (controle ndo cultivado e cultivado
apos 1 e 7 dias) foram fixados em solucéo de Carnoy por 12h, para processamento histologico.
Os fragmentos foram desidratados em concentragdes crescentes de alcool etilico, diafanizados
em xilol, embebidos em parafina e seccionados em série a 7 um. As secg¢des foram montadas
em laminas de vidro e coradas com acido periddico-Schiff e hematoxilina (PAS-H). As

amostras foram identificadas em codigo para anélise cega e examinadas em microscopia de luz
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(Nikon, Téquio, JP) com aumento de 400x por unico observador.

Para cada tratamento, foram contados no minimo 40 foliculos pré-antrais de cada
animal. Apenas os foliculos contendo od6citos com nucleo visivel foram considerados para as
analises. Foram classificados como morfologicamente normais, os foliculos que apresentavam
odcito intacto e células da granulosa, bem organizadas em uma ou mais camadas e nao
continham nucleo picnético. Os foliculos foram considerados atrésicos, aqueles que
apresentavam retracdo citoplasmatica odcitaria, ndcleo picndtico e/ou células da granulosa,
desorganizadas, destacadas da membrana basal.

Os estagios de desenvolvimento folicular foram avaliados de acordo com Silva et al.
(2004), sendo classificados como primordiais quando apresentavam uma camada de células
granulosas pavimentosas ao redor do odcito; foliculos em desenvolvimento intermediario ou de
transicdo, quando apresentavam uma camada de células da granulosa pavimentosas, com pelo
menos, duas células cuboides; primérios com uma camada de células da granulosa cuboidal, e
foliculos secundarios com duas ou mais camadas de células da granulosa cubdides ao redor do
odcito.

Para calcular a taxa de ativacdo e de crescimento folicular, apenas foliculos
morfologicamente normais com um nucleo oocitario visivel foram considerados, e a propor¢do
de foliculos primordiais e em crescimento foi calculada no dia 0 (controle ndo cultivado), 1 e 7
de cultivo em todos os tratamentos. Os didmetros foliculares e oocitarios foram obtidos a partir
da mensuracdo dos eixos maior e menor usando um microscopio 6tico acoplado a um analisador
de imagens (NIS-Elements) em aumento de 400x (Nikon NIS-Elements 3.0, 2008, Nikon,
Tokyo, Japan).

2.5 Avaliacdo da proliferacdo celular pela deteccdo do antigeno nuclear de proliferacéo celular
(PCNA) por imuno-histoquimica

Com base nos resultados da morfologia e do desenvolvimento folicular foi realizada a
imunomarcagdo para PCNA para avaliar a influéncia das células-tronco na proliferacdo das
células da granulosa dos foliculos cultivados in vitro. Para tanto, repeticdes adicionais com 3
pares de ovarios (n=3) foram realizadas. Os fragmentos do cdrtex ovariano foram fixados
imediatamente (controle ndo-cultivado) em paraformaldeildo (PAF) a 4% em tampao salina-
fosfato (PBS, pH 7.2) ou distribuidos entre os tratamentos nas mesmas condigdes descritas
anteriormente e fixados em PAF apds 7 dias de cultivo in vitro.

Os fragmentos fixados foram desidratados e embebidos em parafina, seccionados

(5um), montados em laminas (Knittel Glass, Bielefeld, NW, Germany), e reidratados com
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concentragdes crescentes de etanol. A recuperacdo antigénica foi realizada incubando-se as
seccOes em solugéo de recuperacdo antigénica (EnVision FLEX Target Retrival Solutin, Ref:
K8005) por 5 min, em uma panela de pressdo. Para o bloqueio enddgeno da peroxidase, as
laminas foram incubadas com 3% de perdxido de hidrogénio em metanol por 15 min e lavadas
(Dako Wash Buffer). Apo6s a ativacao dos epitopos, as laminas foram incubadas por 30 minutos
em temperatura ambiente com anti-PCNA (1:3000, AB2426, ABCAN, Inc., EUA).
Posteriormente, lavadas em tampdo de lavagem (Dako Wash Buffer 20x, Ref: K8000) e
incubadas com anticorpo secundario de imunoglobulina G (IgG) biotinilado anti-coelho (1:
200, AB97049, ABCAN, Inc., EUA). Em seguida, as ldaminas foram lavadas, e a revelacéo da
proteina foi realizada com diaminobenzidina (DAB; 1 gota de DAB para 1 mL de substrato,
K346811-2; Dako, Inc., EUA). Finalmente, as se¢des foram contrastadas com hematoxilina. Os
controles negativos foram realizados substituindo o anticorpo primario. Depois de montadas,
as laminas foram visualizadas sob um microscépio de luz.

A proliferagdo celular foi avaliada contando-se o total de células positivas para
imunomarcacao com PCNA nos foliculos morfologicamente normais de todas as categorias e
em todos os tratamentos. O grau de expressdo do PCNA foi calculado como percentual de

células marcadas com o anticorpo do total de células contadas.

2.6 Viabilidade celular

A viabilidade das CTM-GW foi avaliada apds 7 dias de co-cultivo utilizando Azul de
Trypan (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA). As CTM-GW foram submetidas a tripsinizacédo
com 1,0 mL de tripsina (Gibco® by Life Technologies™, 0,05% Trypsin-EDTA) e incubados
a 38,5°C durante trés minutos, sendo inativada com acréscimo de 2,0mL de meio a-MEM
suplementado. A solucdo foi centrifugada a temperatura de 20°C e 1.500 rpm por 10 minutos.
O sobrenadante foi desprezado, o pellet ressuspendido em 1,0mL de meio. As células suspensas
foram coradas com Azul de Trypan. Apos adi¢do de 30uL da suspensdo celular em 30uL da
solugdo de Azul de Trypan (50uL de cloreto de sodio 4,25% em 200uL de Azul de Trypan),
uma aliquota de 10puLL. em Camara de Neubauer foi observada em microscopio Optico (objetiva
de 10x). A porcentagem de viabilidade foi calculada dividindo o nimero de células viaveis

(translucidas) pelo nimero total de células e multiplicado por 100.

2.7 Andlise estatistica
Os dados foram analisados usando a versdo 11 do Sigma Plot (Systat Software Inc.,

EUA). A comparagdo das medias foi realizada por ANOVA unidirecional seguida de teste post-
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hoc de Student-Newman-Keuls (entre tratamentos) ou teste t de Student (entre dias de cultivo).
Dados para foliculos normais e ativacéo folicular foram analisados entre os tratamentos pelo
teste do qui-quadrado. Além disso, odds ratio e intervalo de confianca de 95% (IC) foram
calculados para determinar o efeito de células-tronco na porcentagem de foliculos normais e
ativacao folicular apds 7 dias de cultivo in vitro. Os dados foram apresentados como média (+
erro padrdo médio) ou porcentagem e uma probabilidade de P < 0,05 indicou que a diferenga

foi significativa (bilateral).

3. Resultados
3.1 Morfologia folicular

Foliculos morfologicamente normais ou degenerados antes do cultivo in vitro
(controle ndo cultivado) ou apods cultivo por 1 ou 7 dias nos diferentes tratamentos séo
mostrados na Figura 1. Independente do tratamento e do periodo de cultivo foi observada uma
reducdo (P < 0,05) do percentual de foliculos morfologicamente normais quando comparado ao
controle ndo cultivado. Entretanto, o tratamento o-MEM* + CT foi o Gnico que manteve o
percentual de foliculos morfologicamente normais do dia 1 para dia 7. Além disso, no dia 7 de
cultivo, o referido tratamento apresentou uma taxa de foliculos morfologicamente normais
superior aos demais tratamentos cultivados (Tabela 1). Ademais, pela anélise da razdo de
chances (odds ratio), os foliculos ovarianos pré-antrais cultivados no tratamento a-MEM™* + CT
durante 7 dias, apresentam maiores chances de sobrevivéncia (morfologicamente normais) do

que aqueles cultivados nos demais grupos P < 0,05 (Tabela 2).
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Figura 1. Fotomicrografias de foliculos pré-antrais caprinos analisados por microscopia 6ptica.
No dia 0 (controle ndo cultivado), A) e apds co-cultivo in vitro por 1 ou 7 dias nos tratamentos
a-MEM™ (B), a-MEM* + CT (C e D), o-MEM* + SFB (E, F e G) e o-MEM*+ CT + SFB (H e
). Foliculos pré-antrais degenerados com nucleos picnéticos (G e I, seta). Barras de escala de
25 pum. O: odcito, Nu: nucleo de odcito, GC, células da granulosa, *células da granulosa
pavimentosas, R: retracdo do citoplasma. Ampliacdo 400x. Coloragdo com &cido periddico de
Schiff-hematoxilina.
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Tabela 1. Porcentagem de foliculos pré-antrais morfologicamente normais de caprinos. Dados
do controle (ndo cultivado) e ap6s cultivo in vitro por 1 ou 7 dias nos tratamentos: tecido
ovariano cultivado em meio controle (a-MEM®); tecido ovariano cultivado em o-MEM®
suplementado com SFB (a-MEM™* + SFB); tecido ovariano co-cultivado com células-tronco em
a-MEM™ (a-MEM™ + CT); e tecido ovariano co-cultivado com célula-tronco em a-MEM* +
SFB (a-MEM* + CT + SFB).

Tratamentos
Controle (Dia 0)

Foliculos normais (%)

83,1 £ 3,3 (182/219)

Dial Dia7
o-MEM* 62,0 + 6,1 (129/208) A&* 49,0 + 4,5 (103/210) A**
o-MEM* + CT 66,3 + 3,7 (154/232) A 69,1 + 2,1 (142/204) B
o-MEM* + SFB 68,0 + 3,8 (170/250) A" 48,1+ 5,9 (106/220) A*
a-MEM* + CT + SFB 65,6 + 6,9 (153/233) A" 54,4 + 8,3 (116/213) A**

*Diferem significativamente do controle néo cultivado (P < 0,05). A8 Diferem entre os tratamentos dentro
do mesmo periodo de cultivo (P < 0,05). *Diferem entre os periodos de cultivo dentro do mesmo
tratamento (P < 0,05).

Tabela 2. Estimativa de foliculos pré-antrais normais ap6s 7 dias de cultivo no tratamento
tecido ovariano co-cultivado com células-tronco em a-MEM* (a-MEM™ + CT) em relagdo aos
demais tratamentos: tecido ovariano cultivado em meio controle (a-MEM®); tecido ovariano
cultivado em a-MEM?* suplementado com SFB (a-MEM* + SFB); e tecido ovariano co-
cultivado com célula-tronco em a-MEM* + SFB (a-MEM* + CT + SFB).

Normais (Dia 7) Odds Ratio (IC 95%) Valor de P
o-MEM*+CT x  o-MEM*

69,1% 49,0% 2,3(1,5-1,4) 0,0001
o-MEM*+CT x o-MEM'+SFB

69,1% 48.1% 2,4 (1,6-3,5) 0,0001
o-MEM*+CT x  o-MEM'+CT+SFB

69,1% 54,45% 1,8 (1,2-2,7) 0,0029

IC (95%)=Intervalo de confianca 95%.

3.2 Desenvolvimento folicular

As porcentagens de foliculos pré-antrais primordiais e em desenvolvimento (transicao,
primario e secundario) no controle ndo cultivado e nos tratamentos cultivados por 1 e 7 dias
estdo indicados na Figura 2. Ap6s 7 dias de cultivo o percentual de foliculos primordiais foi
significativamente reduzido em todos os tratamentos (Figura 2A) concomitante com 0 aumento

do percentual de foliculos em desenvolvimento em relacdo ao controle ndo cultivado (Figura
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2B). Além disso, a adicdo de SFB na auséncia ou presenca de células-tronco ndo afetou o
percentual de foliculos em desenvolvimento. Entretanto o tratamento a-MEM™* + CT apresentou
uma taxa de foliculos em desenvolvimento maior que 0 a-MEM™ + CT + SFB. A estimativa
dada pela analise odds ratio evidenciou que a chance de foliculos pré-antrais co-cultivados no
tratamento a-MEM* + CT apresentarem maior taxa de ativacgao foi significativamente superior
em relacdo ao tratamento a-MEM™ (P < 0,05), ndo apresentando diferenca em relagdo aos
tratamentos a-MEM™ + SFB e a-MEM™ + CT + SFB (P > 0,05) (Tabela 3).
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Figura 2. Percentual (média = DP) de foliculos (A) primordiais e em (B) desenvolvimento
(intermediario, priméario e secundario) no controle ndo cultivado (tecido ndo cultivado) e ap6s
1 ou 7 dias nos tratamentos: tecido ovariano cultivado em a-MEM?* suplementado com SFB (a-
MEM* + SFB); tecido ovariano co-cultivado com células-tronco em a-MEM* (a-MEM™ + CT);
e tecido ovariano co-cultivado com célula-tronco em a-MEM* + SFB (a-MEM* + CT + SFB).
*Qs valores diferem significativamente dos controles ndo cultivados (P < 0,05). & Diferem
entre dias de cultivo dentro do mesmo tratamento (P <0,05). & € Diferem entre os tratamentos
dentro do mesmo dia (P < 0,05).
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Tabela 3. Estimativa de foliculos pré-antrais ativados apo6s 7 dias de cultivo no tratamento
tecido ovariano co-cultivado com células-tronco em o-MEM* (a-MEM™ + CT) em relagdo aos
demais tratamentos: tecido ovariano cultivado em meio controle (a-MEM™); tecido ovariano
cultivado em o-MEM* suplementado com SFB (o-MEM* + SFB); e tecido ovariano co-
cultivado com célula-tronco em a-MEM* + SFB (a-MEM* + CT + SFB).

% Ativacado (Dia 7) Odds Ratio (IC 95%)  Valor de P
a-MEM*+CT  x  oa-MEM*

63,8% 46,6% 2,0 (1,2-1,3) 0,010

a-MEM™+CT x o-MEM*+SFB

63,8% 59,4% 1,2 (0,7-2,0) 0,567

o-MEM™+CT x  o-MEM™+CT+SFB

6318% 59,5% 1$2 (0,7'1,9) 0,558

IC (95%)= Intervalo de Confianca 95%

Os resultados dos diametros foliculares e oocitarios estdo mostrados na Tabela 4. N&o
houve diferencas significativas nos didmetros dos foliculos cultivados em todos os tratamentos
testados, quando comparados ao controle ndo cultivado. Apds 7 dias de cultivo, foi observado
que o tratamento a-MEM* + CT + SFB reduziu o diametro folicular em relagédo ao tratamento
a-MEM™ + CT. Com relagdo ao didmetro oocitario, apenas o tratamento a-MEM™ + CT + SFB

apresentou aumento significativo entre o dial e o dia 7.

Tabela 4. Diametro folicular e oocitario de cabras (médiatDP) no controle ndo cultivado
(tecido ndo-cultivado) e ap6s 1 ou 7 dias de cultivo nos tratamentos: tecido ovariano cultivado
em meio controle (a-MEM™); tecido ovariano cultivado em a-MEM™ suplementado com SFB
(a-MEM* + SFB); tecido ovariano co-cultivado com células-tronco em a-MEM™ (a-MEM™ +
CT); e tecido ovariano co-cultivado com célula-tronco em o-MEM™ + SFB (a-MEM™ + CT +
SFB).

Tratamentos Diametro folicular (um) Diametro oocitario (um)
Controle (D0) 33,97+0,81 25,05+ 0,53

Day 1 Day 7 Day 1 Day 7
a-MEM* 35,44+1,01%%  33,16+0,84 ~&2 25,56+0,71 8  25,32+0,514
a-MEM*+CT 33,99+0,84%  35,09+0,93B2 24,63+0,56 B 25,61+0,60 A2
a-MEM*+SFB 33,54+0,89%%  34,08+0,9282 25,58+0,65 B¢ 24,97+0,51 A2

a-MEM*+CT+SFB 33,560,904 31,64+0,79 A2 22,51+0,54 A¢"  24,34+0,45 A°

Diametro folicular: A8 diferem entre os tratamentos dentro do mesmo dia de cultivo (P < 0,05) " diferem entre os
dias de cultivo dentro do mesmo tratamento (P > 0,05); Diametro do oécito: B diferem entre os tratamentos dentro
do mesmo dia de cultivo (P < 0,05); 2° diferem entre os dias dentro do mesmo tratamento (P < 0,05)

* Difere do controle néo cultivado (P < 0,05)
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3.4 Deteccdo de proliferagéo celular por marcador PCNA

A proliferacdo das células da granulosa foi confirmada por imunolocalizacdo de
antigeno nuclear de proliferacdo celular (PCNA). Os dados mostraram marcacdo positiva de
PCNA em células da granulosa de foliculos primordiais e em desenvolvimento (Fig. 3).
Independente do tratamento cultivado, observou-se uma reducdo (p < 0,05) no percentual de
células da granulosa PCNA-positivas quando comparado ao controle ndo cultivado (Tabela 6).
Entretanto, quando os grupos cultivados foram comparados entre si, a porcentagem de
proliferacdo de células granulosas PCNA-positivas foi significativamente maior no tratamento
a-MEM™ + CT (41,5%). Vale salientar que a adicdo de SFB ao meio de cultivo contendo
células-tronco reduziu (p < 0,05) o percentual de células da granulosa PCNA-positivas.

ie b w-. ;

W o= mI al f
Figura 3. Imunomarcacao para PCNA no teC|do ovariano. Secgoes transversais representatlvas
do controle ndo cultivado (tecido ndo-cultivado) (A) e tecido cultivado por 7 dias nos
tratamentos: tecido ovariano cultivado em meio controle (a-MEM™) (B); tecido ovariano co-
cultivado com células-tronco em a-MEM* (a-MEM* + CT) (C); tecido ovariano cultivado em
a-MEM® suplementado com SFB (a-MEM™ + SFB) (D); tecido ovariano co-cultivado com
célula-tronco em a-MEM™* + SFB (a-MEM* + CT + SFB) (E) e controle negativo (F). Células
da granulosa marcadas em marrom representam marcacao positiva para PCNA. Barras de 50
pm.
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Tabela 5. Percentual de marcacéo para PCNA em foliculos pré-antrais no tecido ovariano ndo
cultivado (tecido néo-cultivado) e tecido cultivado por 7 dias nos tratamentos: tecido ovariano
cultivado em meio controle (a-MEM™), tecido ovariano co-cultivado com células-tronco em a-
MEM* (a-MEM™* + CT), tecido ovariano cultivado em a-MEM+ suplementado com SFB (a-
MEM* + SFB); e tecido ovariano co-cultivado com célula-tronco em a-MEM™ + SFB (a-MEM*
+ CT + SFB).

Tratamentos Marcacdo positiva para PCNA (%)
Controle n&o cultivado 56.2 (309/549) P

o-MEM* 12.1 (10/82)A

o-MEM* + CT 41.5 (101/243)°

a-MEM™ + SFB 20.2 (18/89)"8

a-MEM™* + CT + SFB 24.1 (22/91)B

ABCD na coluna (P < 0,05).

3.5 Viabilidade das CTM-GW apds co-cultivo

As médias de viabilidade celular apds 7 dias de co-cultivo nos tratamentos a-MEM* + CT
e a-MEM™* + CT + SFB foram respectivamente de 82,06% e 77,34%, ndo apresentando
diferenca estatistica.

4. Discussao

Neste estudo, foi avaliado pela primeira vez o efeito das CTM-GW sobre o cultivo in
vitro de foliculo ovariano pré-antral de cabra, na presenca e auséncia de SFB. Esse componente
é frequentemente utilizado na suplementacdo do meio de cultivo de CTM e outras aplicacdes
em cultivo celular (Van der Valk et al.,, 2018). O SFB ja foi relatado como opc¢do de
suplementacdo de meio de cultivo para melhoria da sobrevivéncia e desenvolvimento in vitro
de foliculo ovariano pré-antral (Rodrigues et a., 2010). No entanto, Telfer et al. (2000) e Park
et al. (2016) citam que o SFB possui composicdo complexa, ainda ndo totalmente
compreendida, e os efeitos da sua adi¢do aos meios de cultivo de foliculo ovariano pré-antral
séo controversos, o que dificulta a otimizacdo e padronizacdo dos sistemas de cultivo folicular.

A adicdo de SFB no meio de cultivo ndo influenciou positivamente o percentual de
foliculos morfologicamente normais e a ativacao folicular de cabras. Por outro lado, as CTM-
GW permaneceram viaveis, independente da adi¢do deste ao final do co-cultivo, nédo

interferindo, portanto, na sua sobrevivéncia. Thomas et al. (2001), demostraram que o SFB néo
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influenciou na qualidade dos foliculos pré-antrais bovinos e sua sobrevivéncia foi melhorada
em um sistema de cultivo livre de soro.

Em relacdo a morfologia folicular, foi constatado que, ao final de 7 dias, o co-cultivo
com as CTM-GW em meio livre de soro (a-MEM?* + CT), aumentou o percentual de foliculos
morfologicamente normais em relacdo aos demais tratamentos. Xia et al. (2015) ao
investigarem o efeito das CTM da medula 6ssea no crescimento de foliculo ovariano pré-antral
humano também observaram um aumento no percentual de sobrevivéncia folicular apds um
cultivo de 8 dias com alta (0,5 x 10°) densidade de CTM da medula 6ssea. Os dados apesentados
neste estudo reforcam que as CTM-GW influenciam positivamente na sobrevivéncia folicular
em caprinos promovendo a sua integridade em fragmentos de tecido ovariano apés 7 dias de
cultivo.

Os percentuais de foliculos primordiais e em desenvolvimento foram avaliados em
conjunto, haja vista que estes parametros sdo complementares. Neste estudo, apds 7 dias de
cultivo todos os tratamentos aumentaram a taxa de ativagdo folicular em relagéo ao controle,
pois houve reducdo na porcentagem de foliculos primordiais com concomitante aumento de
foliculos em desenvolvimento. No tratamento a-MEM* + CT, a presenca das CTM-GW
melhorou a ativagio em relagdo ao tratamento o-MEM™ (P > 0,05). A manutencdo da dorméncia
e a ativacdo de foliculos primordiais, sdo controladas por a¢fes coordenadas de biomoléculas
supressoras ou ativadoras, em uma comunicacdo bidirecional entre as células somaticas e as
vias de sinalizacdo no odcito. Muitos fatores de crescimento e vias de sinalizacdo tém sido
identificados e a superfamilia TGF-B exerce uma importante funcdo na foliculogénese inicial
(kim, 2012). Foi relatado que as CTM secretam moléculas bioativas como fator de crescimento
transformante B1 (TGFp1) e fator de crescimento de hepatocitos (HGF) (Uccelli et al., 2008).
Xia et al. (2015) observaram que a expressao de GDF9 e BMP15 em o6citos, bem como TGF-
bl em células da granulosa foi maior em co-cultivo com alta densidade de célula-tronco,
indicando que estes fatores podem ser secretados pelas células-tronco, e desempenham papel
importante no desenvolvimento de foliculos pré-antrais. Neste estudo, a analise odds ratio
reforga que a presenca de células-tronco contribui de maneira positiva na ativacdo de foliculos
ovarianos pré-antrais caprinos.

Em relacdo ao diametro, os tratamentos testados, mantiveram os didmetros folicular e
oocitario de forma semelhantes ao controle. Entretanto, ap6s 7 dias, o co-cultivo com CTM
resultou em um didmetro folicular superior ao co-cultivo de CTM na presenca de SFB. Itoh e
Hoshi (2000), mostraram que foliculos ovarianos pré-antrais isolados de vacas, cultivados por

mais de 30 dias, aumentaram o diametro folicular quando co-cultivados com CTM derivadas



52

do ovério em meio isento de soro. Com relacdo a suplementacdo com SFB no cultivo in vitro
de foliculos pré-antrais, Bruno et al. (2008) ndo constataram aumento no didmetro folicular na
presenca de 10% SFB no meio de cultivo com relagcdo ao controle. Estes autores verificaram
que a suplementacdo de SFB ou de outras origens, como da cabra em estro, foi prejudicial ao
desenvolvimento folicular, com alteracBes ultraestruturais no odcito, indicando sinais de
atresia. Este fato, pode estar relacionado as concentra¢Ges inadequadas de substancias
envolvidas na regulacédo do desenvolvimento folicular presentes no SFB.

A imunomarcacdo do antigeno nuclear de proliferacdo celular (PCNA) é comumente
utilizada em estudos relacionados ao desenvolvimento folicular in vitro (Rocha et al., 2016; Sa
et al.,, 2018). Nesta andlise, a porcentagem de células da granulosa PCNA-positivas no
tratamento a-MEM* + CT foi superior aos demais tratamentos. No entanto, em relacdo ao
controle ndo cultivado, todos os tratamentos reduziram a porcentagem de células da granulosa
PCNA-positivas. Esta reducdo na proliferagéo celular, ndo afetou as taxas de ativacao folicular
observadas nos tratamentos cultivados. O co-cultivo com células-tronco mesenquimais pode ter
influenciado positivamente na proliferacdo das células da granulosa através da ativacdo do Fator
de células-tronco (FCT) e o receptor de tirosina quinase (c-kit) concomitante a ativacdo
folicular. Assim como observado por Thuwanut et al.(2017) o FCT promove o
desenvolvimento folicular aumentando a expressdo do mRNA para o c-kit em gatas. Além
disso, estudos demostraram que células-tronco mesenquimais da polpa dentaria humana
expressam FCT e/ou cKit contribuindo para prevenir a apoptose destas células aumentando a
chance de expansédo (Gagari et al., 2006) e que células-tronco mesenquimais derivadas de placas
coribnicas da placenta expressam mais FCT, sob condi¢des de baixo nivel de oxigénio o que
pode ajudar a manter sua capacidade de autorrenovacdo (Lee et al., 2013). Assim, é notdrio que
coexpressdo do FCT/ c-kit promove a proliferacdo celular, diferenciacdo e recrutamento de
células progenitoras em varios sistemas biologicos podendo contribuir para a proliferacdo das
células da granulosa foliculares em sistema de co-cultivo in vitro.

Atualmente varias pesquisas vém sendo realizadas na tentativa de desenvolver
sistemas de cultivo capazes de mimetizar in vitro as condi¢es ideais para o cultivo de foliculos
ovarianos pré-antrais em diferentes espécies (menezes et al., 2018; Dipaz-Berrocal et al., 2017;
Aguiar et al., 2016). De acordo com Rajabi et al. (2018), o cultivo de foliculo ovariano pode
ajudar os pesquisadores a avaliar varios aspectos do crescimento e desenvolvimento folicular e
o efeito de diferentes componentes e suplementactes do meio, podendo subsidiar estudos
voltados & preservacdo da fertilidade. Entretanto, muitas vezes os efeitos desses fatores

isoladamente sdo insuficientes para garantir a integridade folicular, haja vista que o0s
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mecanismos envolvidos na foliculogénese sdo complexos e envolvem uma série de fatores, o
que torna o custo do aprimoramento das técnicas de cultivo elevado (Xu et al., 2011). Assim o
uso de CTM surge como uma alternativa viavel no campo da tecnologia do ovario artificial
podendo oferecer aos foliculos um microambiente favoravel ao seu desenvolvimento in vitro.
Este estudo demonstra pela primeira vez o co-cultivo de CTM-GW com foliculo
ovariano pré-antral caprino, como alternativa para melhorar a viabilidade folicular,
apresentando efeito positivo na ativacdo, possibilitando sua utilizacdo como agentes de suporte
na manutencdo de foliculos pré-antrais morfologicamente intactos. Ha relatos que a utilizacéo
do meio condicionado derivado de CTM-GW de ovinos, especialmente quando associado a a-
MEM, melhora o crescimento de foliculos secundarios isolados ap6s cultivo de curto prazo,
sem afetar a retomada da meiose in vitro (Bezerra et al., 2019). Diante disso, é notério que as
CTM-GW tém potencial para melhorar as condi¢des de cultivos foliculares, contribuindo para
preservacdo da fertilidade de cabras. Ademais, apresentam importantes aplicagdes
biotecnoldgicas devido ao seu potencial de utilizacgdo em ovarios humanos e para o

aperfeicoamento de outras biotécnicas reprodutivas.

5. Concluséao
O sistema de co-cultivo de foliculos pré-antrais inclusos em tecido ovariano associado
a CTM-GW caprino, melhora a taxa de ativacdo e mantém a sobrevivéncia folicular, exercendo

uma influéncia positiva na proliferacdo de células da granulosa apds 7 dias em cultivo.
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CAPITULO II

Crescimento de foliculos pré-antrais isolados de ovarios caprinos em sistema de co-cultivo in
vitro com células-tronco mesenquimais

R.P. Sousa, M.A.M. Carvalho

Resumo

O cultivo de foliculos isolados é atualmente o principal método usado para desenvolver
foliculos maduros in vitro. Fatores secretados por células-tronco mesenquimais (CTM) ja foram
apontados como promotores do crescimento de foliculos pré-antrais. Este estudo tem como
objetivo avaliar o efeito das células-tronco mesenquimais da geleia de Wharton (CTM-GW)
em foliculos pré-antrais secundarios e na maturacgdo in vitro de odcitos caprinos. Os foliculos
secundarios foram isolados e distribuidos em dois tratamentos: foliculos ovarianos cultivados
na auséncia (controle) ou presenca de células-tronco. Os foliculos foram cultivados em placas
de 24 pocos com insert durante 18 dias, sendo 2 foliculos por pogo, com troca parcial do meio
a cada dois dias e nos dias 6 e 18 coletados para dosagem hormonal. Apos cultivo, foram
avaliadas a morfologia e taxas de crescimento folicular, formacdo de antro, producdo de
estradiol (E2), progesterona (P4) e Glutationa reduzida (GSH), bem como as taxas de
viabilidade e de maturacdo oocitaria. O tratamento com células-tronco foi o Unico que
apresentou um aumento significativo e progressivo no didametro folicular ao longo do cultivo
bem como mostrou maior (P < 0,05) taxa de crescimento folicular diario. Além disso, embora
o didmetro oocitario tenha sido inferior no tratamento com células-tronco, as taxas de retomada
da meiose e maturacdo oocitaria foram semelhantes entre os tratamentos. Em concluséo, as
CTM-GW tiveram influéncia positiva na proliferacdo das células da granulosa contribuindo

para o crescimento folicular e 0 aumento na producao de horménios esteroides.

Palavras-chave: co-cultivo in vitro, foliculo pré-antral secundario, células-tronco, caprino

Abstract

Cultivation of isolated follicles is currently the main method used to develop mature follicles
in vitro. Factors secreted by mesenchymal stem cells (MSC) have been reported as promoters
of preantral follicle growth. This study aims to evaluate the effect of Wharton jelly

mesenchymal stem cells (WJ-MSC) on secondary preantral follicles and in vitro maturation of
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goat oocytes. Secondary follicles were isolated and distributed into two treatments: ovarian
follicles cultured in the absence (control) or presence of stem cells. The follicles were cultivated
in 24-well plates with insert for 18 days, 2 follicles per well, with partial medium change every
two days and on days 6 and 18 collected for hormonal dosing. After cultivation, the morphology
and rates of follicular growth, antrum formation, estradiol production (E2), progesterone (P4)
and reduced glutathione (GSH) were evaluated, as well as viability and oocyte maturation rates.
The treatment with stem cells was the only one that showed a significant and progressive
increase in follicular diameter throughout cultivation as well as showed higher (P < 0,05) daily
follicular growth rate. In addition, although oocyte diameter was lower in stem cell treatment,
rates of meiosis resumption and oocyte maturation were similar between treatments. In
conclusion, WJ-MSC had a positive influence on granulosa cell proliferation contributing to

follicular growth and increased production of steroid hormones.

1. Introdugéo

O crescente interesse pelo desenvolvimento de sistemas de cultivo in vitro de foliculos
pré-antrais, evidencia a necessidade de aproveitamento do potencial reprodutivo das espécies e
a busca pelo entendimento fatores enddcrinos, paracrinos e autocrinos envolvidos na regulacao
da foliculogénese [1]. Avancos significativos foram registrados no uso de métodos de cultivo
in vitro que apoiam o desenvolvimento dos foliculos pré-antrais resultando na producdo de
odcitos capazes de retomar a meiose [2, 3] e a producdo de embrifes na espécie caprina [4, 5],
apresentando melhores indices de crescimento e maturacdo folicular em camundongos [6], € 0
nascimento relatado apenas nesta espécie [7, 8]. No entanto, as condi¢des ideais para a
manutencdo da integridade folicular e consequentemente o fornecimento de um grande nimero
odcitos que possam ser utilizados na producdo in vitro de embribes, ainda sdo pouco
compreendidas.

A grande maioria da populacdo folicular presente nos ovarios dos mamiferos é
composta por foliculos pré-antrais, que embora sejam considerados incompetentes
meioticamente, tém potencial para produzir oocitos com capacidade para a utilizacdo em
diferentes biotecnicas reprodutivas. Entretanto, in vivo, esses foliculos sdo frequentemente
perdidos por atresia, processo que acomete foliculos independente do estagio de
desenvolvimento ocasionando a sua morte por degeneragdo ou apoptose. Haja vista que as taxas
de sucesso de odcitos provenientes de foliculos antrais sdo baixas, uma vez que 0s ovarios

fornecem um ndmero limitado dessas estruturas, a recuperacéo folicular a partir do estagio pré-
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antral objetiva diminuir a frequéncia da atresia e, assim, produzir maior nimero de odcitos
capazes de gerar embriBes [9]. Assim, dois sistemas de cultivo in vitro de foliculos pré-antrais
sdo frequentemente utilizados: in situ, no qual os foliculos permanecem inclusos no tecido
ovariano ou o isolado, sendo empregados métodos mecanicos ou enzimaticos de isolamento
[10]. O cultivo de foliculos isolados é atualmente o principal método usado para desenvolver
foliculos maduros in vitro e destaca-se por permitir uma melhor perfusdo dos nutrientes e o
acompanhamento individual dos foliculos sendo possivel estudar principalmente a fase pré-
antral tardia da foliculogénese, incluindo o desenvolvimento folicular secundario e antral [3, 7,
11,12, 13,14)

Na tentativa de buscar alternativas mais eficientes para a substituicdo de meios de
cultivo convencionais, bem como, a suplementacdo adequada para a manutencdo do
desenvolvimento folicular e oocitario in vitro, as células-tronco mesenquimais (CTM) tem sido
testadas para descobrir o possivel efeito de suporte destas células no crescimento e
desenvolvimento dos foliculos pré-antrais, tanto através do desenvolvimento de sistemas de co-
cultivo [6], quanto pelo uso de meio condicionado [12]. Estas células sdo atraentes para a
pesquisa devido a sua capacidade de auto-renovacao, suas propriedades imunomoduladoras e
potencial regenerativo tecidual [15, 16]. Além disso, tém sido utilizadas em uma ampla gama
de aplicacOes e podem ser facilmente obtidas de diferentes fontes como a medula 6ssea, o tecido
adiposo, placenta e o corddo umbilical [17]. Ja foi relatado que as CTM podem restaurar a
funcdo ovariana e resgatar a fertilidade de camundongos fémeas ap6s quimioterapia [16] além
de contribuir para o desenvolvimento folicular e oocitario o que representa uma estratégia util
para otimizagao dos sistemas de cultivo in vitro [18].

Dentre os fatores secretados pelas CTM, o fator de células-tronco (FCT) ja foi
apontado como promotor do crescimento de foliculos pré-antrais, contribuindo para o aumento
médio no diametro, formacéo de antro, extrusdo de odcitos e retomada meiética de odcitos [9].
Além disso, foi constatado que estas células fornecem moléculas anti-apoptéticas, como o
inibidor da proteina de apoptose ligado ao X, Bcl-xL, Bcl-2 e proteina de choque térmico-32
[19] e antioxidantes como as Peroxirredoxinas (PRDXSs) [20]. Adicionalmente, 0s exossomos
(vesiculas de membrana) que podem ser derivados de varias linhagens de células-tronco,
incluindo CTM sdo reconhecidos por exercerem efeito paracrino, mediando a
microcomunicacdo célula-célula. Através das suas moléculas como nucleotideos, proteinas e
lipidios bioativos, 0s exossomos exercem um efeito terapéutico na angiogénese e atividade anti-
inflamatoria [21] bem como contribuem para 0 aumento da produgdo de ATP e diminuicao do

estresse oxidativo [22].
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Considerando o potencial das CTM bem como a sua vasta aplicabilidade, este estudo
objetiva investigar o efeito das células-tronco mesenquimais da geleia de Wharton (CTM-GW)
na morfologia, crescimento folicular, formacdo de antro, producdo de estradiol (E2),
progesterona (P4) e Glutationa reduzida (GSH), bem como as taxas de viabilidade e de

maturacgdo oocitéria.

2. Materiais e métodos
Este estudo foi conduzido conforme autorizacdo da Comissdo de Etica no Uso de
Animais (CEUA) da Universidade Federal do Piaui, sob o protocolo 117/15.

2.1. Obtencdo das CTM-GW de caprino

As CTM-GW foram isoladas e caracterizadas conforme previamente descrito por Silva
[20]. Resumidamente, as células foram isoladas do explante da geleia de Wharton do corddo
umbilical de fetos caprinos, submetidas a ensaio de plasticidade, caracterizadas por citometria
de fluxo para os anticorpos (CD14, CD45, CD90 e CD105) e, posteriormente, congeladas.
Atendendo aos critérios da Sociedade Internacional de Terapia Celular (SITC), as células
apresentaram aderéncia ao plastico, crescimento celular com fases bem definidas, diferenciacao
celular em linhagens osteogénica, adipogénica e condrogénica, além de expressdo CD90 e
CD105 e auséncia de expressdo de CD14 Silva [23]. As amostras de células foram
criopreservadas na terceira passagem, com 80% de viabilidade e compunham o banco de
células-tronco do Nucleo Integrado de Morfologia e Pesquisas com Células-Tronco (NUPCelt)
da Universidade Federal do Piaui, Teresina-Pl, Brasil.

As amostras criopreservadas foram transportadas para o Laboratdrio de Manipulacao
de Odcitos e Foliculo Pré-antrais (LAMOFOPA - Fortaleza/CE - Brasil) onde
foram descongeladas em terceira passagem a temperatura ambiente, ressuspendidas em meio
de cultivo a-MEM (Gibco®, Waltham, MA, USA) contendo SFB a 20%, 1% de L-glutamina
(Invitrogen®) e 1% de penicilina-estreptomicina, 1% aminoacidos ndo-essenciais (Gibco® Life
Technologies™ MEM NEAA-100X) e centrifugadas por 10 minutos a 1500 rpm. O
sobrenadante foi desprezado e o pellet ressuspendido em 3ml de meio de cultivo para expansao
celular em garrafas de 25cm? e incubadas a 38.5 °C e 5% de CO». Apods atingirem a confluéncia
de aproximadamente 80%, as celulas foram tripsinizadas e repicadas para duas placas de 24

pocos na concentragdo de 5x10° CTM-GW por pogo, cultivadas no mesmo meio descrito acima.
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2.2 Coleta e transporte dos ovarios

Ovérios de vinte e cinco cabras adultas cruzadas (n = 25) foram coletadas de
matadouros locais num total de cinco repeti¢6es. Imediatamente apds a morte, os ovarios foram
lavados uma vez em alcool a 70% e duas vezes em MEM com tampdo HEPES e 10% de
antibidtico penicilina-estreptomicina. Os ovérios foram transportados para o laboratorio dentro
de 1h, em MEM a 4°C [24].

2.3 Delineamento experimental

No laboratério, em condicBes estéreis, o tecido adiposo e conjuntivo ao redor dos
ovarios foram removidos. O cortex de cada par ovariano foi divido em fragmentos de
aproximadamente 1 a 2 mm de espessura com lamina cirurgica e colocado num meio de suporte
consistindo em MEM tamponado com HEPES e antibioticos. Foliculos pré-antrais, com
aproximadamente 200 um de diametro, visualizados sob um estereomicroscépio (SMZ 64538
Nikon, Toquio, Japdo) foram dissecados manualmente usando agulhas de calibre 26 G. Ap6s o
isolamento, os foliculos foram transferidos para gotas de 100 pL contendo meio de cultivo sob
6leo mineral para avaliar a qualidade folicular. Foram selecionados para cultivo, foliculos com
um odcito visivel que estavam rodeados por duas ou mais camadas de células da granulosa e
tinham uma membrana basal intacta e sem cavidade antral. Ap6s a selecéo, os foliculos foram
cultivados em placa de 24 pocos com insert, 2 foliculos por poco, sendo adicionado 600 pL de
meio no po¢o e 100 pL no insert (6.5 mm, Corning Incorporated, Corning, NY, EUA). O meio
de cultivo basico era constituido por a-MEM (pH 7,2-7,4) (Gibco; Invitrogen, Karlsruhe,
Alemanha) suplementado com 3 mg / mL de albumina sérica bovina (BSA), 10 ug / mL de
insulina recombinante humana, 5,5 pg / mL de transferrina, 5 ng / mL selénio, 2 mM glutamina,
2 mM hipoxantina, 50 pg/mL acido ascorbico e 50 ug / mL de gentamicina. Este meio foi
denominado aqui de a-MEM?* (adaptado de Ferreira et al., [13]). Assim, os foliculos (n=113)
foram distribuidos em dois diferentes tratamentos: foliculos ovarianos cultivados na auséncia
(controle) ou presenca de células-tronco (CT). No tratamento com células-tronco apos 24h,
periodo adequado para a sua aderéncia, 0 meio de crescimento das células foi substituido por
1mL de a-MEM".

O meio foi preparado e pré-equilibrado overnigth antes do uso. A cultivo foi realizada
a 38,5 ° C, em 5% de CO> ao ar durante 18 dias. A cada dois dias, 0 meio era parcialmente
substituido (420 pL) em cada pogo e nos dias 6 e 18 o meio era coletado para dosagem

hormonal. O experimento foi repetido trés vezes em cada tratamento.
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2.4 Avaliagdo do desenvolvimento folicular

Durante e apds a cultivo, os foliculos foram classificados em trés tipos de acordo com
suas caracteristicas morfologicas: foliculos extrusados foram caracterizados por terem uma
membrana basal rompida; foliculos degenerados exibiram um contorno irregular, células
escurecidas de odcitos e / ou granulosas e didmetro reduzido; foliculos integros e intactos, foram
caracterizados como translicidos com uma membrana basal intacta e rodeados de forma
homogénea e brilhante células da granulosa sem sinais de degeneracéo e extrusao. O diametro
folicular foi medido apenas nos foliculos intactos e calculado a partir da membrana basal,
utilizando a média de duas medidas perpendiculares de cada foliculo sob um
estereomicroscopio (ampliacdo X100; SMZ 645 Nikon, Toquio, Japdo;) a cada seis dias de
cultivo (nos dias 0, 6, 12 e 18). A taxa de crescimento foi calculada dividindo o didmetro
folicular (didmetro dos foliculos viaveis apds 18 dias de cultivo menos diametro no dia 0) pelo
periodo de cultivo. A formacdo do antro foi definida como uma cavidade transllcida visivel
dentro de camadas de células da granulosa [25].

2.5 Ensaio hormonal

Para avaliar a relagdo entre o desenvolvimento folicular e a produgéo de estradiol (E2)
e progesterona (P4), o meio de cultivo proveniente das trocas dos dias 6 e 18 do cultivo in vitro
foi coletado e armazenado a -80 °C. A concentracao de estradiol e progesterona foi quantificada
por imunoensaio de quimiluminescéncia (Immulite 1000-Produtos Diagnésticos, Los Angeles,
CA). Resultados altos ou baixos foram repetidos com diluicdo apropriada de E2 (1:10), (1:30)
e (1:100) dependendo do intervalo de calibracdo. Para P4, ndo foi necessario fazer diluicdes.

2.6 Determinacdo dos niveis de glutationa reduzida (GSH)

A determinagdo da concentracdo de GSH ¢ baseada na reac¢ao de Ellman (5,5’- ditiobis
(&cido 2-nitrobenzoico) conforme algumas modificacdes da técnica descrita por Sedlak e
Lindsay [26], em um tubo foi adicionado 100 pL do meio de cultivo e adicionado 80 pL de
agua destilada e mais 80 pL de acido tricloroacético (TCA) a 10%. O material foi agitado e 37
centrifugado a 3000 rpm por 15 minutos. Em seguida, foi recolhido 100 pL do sobrenadante e
acrescido de 200 pL de tampéo Tris-HCI 0,4 M, pH 8,9 e mais 5 uL de DTNB 0,01 M e, ap0s
1 minuto de reacgdo, foi feita a leitura em um leitor de placa Elisa (modelo 550, Bio-Rad,

Hercules, CA, EUA). A concentracdo foi expressa em mg/g de proteina.
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2.7 Maturacéo in vitro (MIV)

Apos cultivo, foliculos viaveis foram cuidadosamente e mecanicamente abertos com
agulhas de 26G sob um estereomicroscopio para a recuperacdo do o0cito. Apenas o0citos com
citoplasma homogéneo que foram envolvidos por pelo menos uma camada compacta de células
do cumulus foram selecionados para MIV. Os complexos cumulus odcitos (CCOs)
selecionados para uso neste estudo foram lavados trés vezes em meio MIV composto de meio
de cultivo de tecidos 199 (TCM 199) suplementado com 1 ug / mL de 17p-estradiol, 5 ug / mL
de hormoénio luteinizante (LH), 0,5 ug / mL de rFSH, 10 ng / mL de fator de crescimento
epidérmico (EGF), 1 mg / mL de BSA, 22 pg / mL de piruvato, 50 ng / mL de fator de
crescimento semelhante a insulina 1 (IGF-1) e 100 uM / L de cisteamina. Apés a lavagem, 0s
odcitos foram colocados em 100 pL de meio de maturacdo sob 6leo mineral e incubados durante
32 ha39 com5% CO2 em ar. A taxa de recuperagdo oocitaria foi calculada da seguinte forma:
o numero total de oocitos além (>110 um) dividido pelo nimero total de odcitos selecionados

para maturacgéo in vitro.

2.8. Avaliacao da viabilidade e maturacao de o0citos

A avaliacdo da viabilidade e maturacdo de odcitos foi realizada por microscopia de
fluorescéncia. Os odcitos foram incubados em 100 pL de PBS suplementado com 2 uM de
Ethidium homodimero -1, 4 pM de Calcein-AM (Molecular Probes - LIVE / DEAD Viability
/ Kit de Citotoxicidade para culas de mamero - L3224, Invitrogen, Karlsruhe, Alemanha), 5,5/
mL Hoechst 33342 e glutaraldeido a 1%, seguido de incubacdo a temperatura ambiente durante
30 min. Apos incubacéo, os odcitos foram lavados trés vezes em PBS e montados com meio de
montagem contendo 5 pig / mL Hoechst 33342. Posteriormente, os odcitos foram examinados
sob um microscopio de fluorescéncia (Nikon, Eclipse 80i, Toquio, Japdo) para analise de
coloracdo fluorescente viva / morta e configuracdo de cromatina. Os sinais fluorescentes
emitidos de calceina-AM e 41 de Etidio Homodimer-1 foram recolhidos a 488 e 568 nm,
respectivamente. Odcitos foram considerados vivos se o citoplasma fosse corado positivamente
com calceina-AM (verde) e se a cromatina ndo fosse marcada com etidio homodimero-1
(vermelho). A configuragdo da cromatina foi avaliada como vesicula germinativa (GV), quebra
da vesicula germinativa (GVBD), metafase | (MI) ou metafase Il (MII). A retomada meidtica

foi definida quando um GV estava ausente ou nucleo estava em MII.

2.9 Viabilidade celular
A viabilidade das CTM-GW foi avaliada apos 8 e 18 dias de co-cultivo utilizando Azul
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de Trypan (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA). As CTM-GW foram submetidas a
tripsinizacdo com 1,0 mL de tripsina (Gibco® by Life Technologies™, 0,05% Trypsin-EDTA)
e incubados a 38,5°C durante trés minutos, sendo inativada com acréscimo de 2,0mL de meio
a-MEM suplementado. A solucéo foi centrifugada a temperatura de 20°C e 1.500 rpm por 10
minutos. O sobrenadante foi desprezado, o pellet ressuspendido em 1,0mL de meio. As células
suspensas foram coradas com Azul de Trypan. Apds adi¢ao de 30uL da suspensédo celular em
30uL da solugdo de Azul de Trypan (50uL de cloreto de sédio 4,25% em 200uL. de Azul de
Trypan), uma aliquota de 10uL em Camara de Neubauer foi observada em microscopio optico
(objetiva de 10x). A porcentagem de viabilidade foi calculada dividindo o nimero de células

viaveis (translucidas) pelo numero total de células e multiplicado por 100.
3.0 Anélises estatistica

As andlises estatisticas foram realizadas por meio do programa Sigma Plot versdo 11
(Systat Software Inc., USA). As variaveis porcentagem de foliculos intactos, extrusdo,
degeneracgédo, formacdo de antro e retomada de meiose foram analisadas pelos testes qui-
quadrado ou exato de Fisher. A comparacdo de médias (diametro folicular e ovocitario, taxa de
crescimento, estradiol, progesterona e GSH) foi avaliada pela ANOVA seguido do post-hoc
teste de Student-Newman-Keuls ou teste t quando apropriado. Os dados foram apresentados na
forma de porcentagem ou média (+ erro padrao da média) e considerados significativos quando
P < 0,05 (bilateral).

3. Resultados

3.1 Efeito das CTM-GW na morfologia, degeneracéo e extrusdo dos foliculos pré-antrais

Durante o cultivo (dia zero ao dia 18), independente do tratamento, foi observada uma
diminuicdo na percentagem de foliculos intactos (Fig 1A e 2A) e um aumento do percentual de
foliculos degenerados (Fig 1C e 2B) (P < 0,05). A taxa de foliculos morfologicamente intactos
reduziu de forma significativa no controle do dia 6 ao dia 18, embora ndo haja diferenca
estatistica comparando os tratamentos dentro do mesmo dia (Fig 2A). Entretanto, maiores
percentuais de foliculos degenerados foram observados no terceiro terco de cultivo no
tratamento com células tronco. Neste caso, observou-se, contudo, uma tendéncia numérica (P
= 0,06) de aumento no nimero de foliculos degenerados apds 18 dias (Fig 2B). Além disso,
menores (P < 0,05) taxas de extrusdo foram obtidas no tratamento no dia 18 de cultivo (Fig 1B
e 2C).
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Fig. 1 Morfologia de foliculos ovarianos ap6s 18 dias de cultivo in vitro (A) Foliculo antral
normal e (B) Foliculo antral extruso cultivados na presenca de células-tronco (CT); (C) Foliculo
degenerado cultivado na ausencia de células-tronco (controle).

Fig. 2. Percentagem de foliculos pré-antrais morfologicamente intactos, degenerados e extrusos
cultivados na auséncia (controle) ou na presenca de células-tronco por 18 dias. Barra 50um.
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A. Foliculos morfologicamente intactos 2*“Diferem entre os dias (P < 0,05); AValores indicam
que no houve diferenca entre tratamentos (P > 0,05); B. Foliculos degenerados **Diferem entre
dias (P < 0,05); #BDiferem entre os tratamentos no D12 (P > 0,05); *B Tendéncia a diferir no
D18 (P = 0,06); e C. Foliculos extrusos **Diferem entre os dias (P < 0,05); ~BDiferem entre os
tratamentos (P <0,05). CT: células-tronco e D: dia. Um total de 113 foliculos secundarios foram
distribuidos nos diferentes tratamentos (n = 3 repeti¢des).

3.2 Efeito das CTM-GW no crescimento folicular e formacéao de antro

A tabela 1 mostra os valores médios de diametro taxa de crescimento dos foliculos
cultivados em ambos os tratamentos. O tratamento CT foi 0 Unico que apresentou um aumento
significativo e progressivo no diametro folicular ao longo do cultivo bem como mostrou maior
(P < 0,05) taxa de crescimento folicular diario. Vale salientar que a taxa de crescimento folicular
diéria reduziu significativamente do primeiro para o segundo ter¢o de cultivo no tratamento
controle. Entretanto, tal redug@o néo foi observada no tratamento CT que apresentou taxas de
crescimento semelhante entre os trés tercos de cultivo (Tabela 2). Além disso, somente no
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segundo terco maiores taxas de crescimento folicular foram observadas no CT quando
comparado ao controle (P < 0,05). Independente do tratamento foi observado um aumento da
taxa de formacé&o de antro do dia O para ao dia 6 permanecendo inalterada até o dia 18 de cultivo
(Tabela 3).

Tabela 1. Didmetro (£ SEM) médio (um) e taxa de crescimento folicular (dia) de foliculos pré-
antrais caprinos cultivados na auséncia ou presenca de CTM-GW por 18 dias.

Taxa de

Tratamentos DO D6 D12 D18 .
crescimento

Controle (55) 272,9+5,7*A  368,4+14,4%A 3805+185"  410,1#255" 11 1415~

CT (58) 300,5+7,0 A  406,1+18,3°A 4855+23,9®®  598,6+33,3"® 15342 0B

*abcd Diferem entre os dias (P < 0,05); “EDiferem entre os tratamentos (P < 0,05). Um total de
113 foliculos secundéarios foram distribuidos nos diferentes tratamentos (n=3 repeticoes)

Tabela 2. Média (x SEM) da taxa de crescimento (um) de foliculos pré-antrais de cabras
cultivadas na auséncia (controle) ou presenca de CTM-GW em diferentes intervalos de cultivo
folicular in vitro.

Meédia de crescimento folicular (%)

Tratamentos D0-D6 D6-D12 D12-D18
Controle 16,6 + 2,6%A 1,5 +3,4PA 9,2 + 3,4%A
CT 17,2 +2,8%A 19,9 +4,6%8 13,9 +3,5%A

*ab Djferem entre os dias (P < 0,05); “BDiferem entre os tratamento (P < 0,05). Um total de 113
foliculos secundarios foram distribuidos nos diferentes tratamentos (n = 3 repeti¢des).

Tabela 3. Percentual de formacdo de antro de foliculos pré-antrais cultivados na auséncia
(controle) ou presenca de CMTGW por 18 dias.

Formacdo de antro (%)

Tratamentos DO D6 D12 D18
Controle (0) 0/55*A  (80,0) 44/55°~  (87,3) 48/55°A  (87,3) 48/55°*
CT (0) 0/58**  (84,5) 49/58°A  (86,2) 50/58°A  (86,2) 50/58"*

ab Diferem entre os dias (P < 0,05); “N&o difere entre os tratamentos (P > 0,05). Um total de
113 foliculos secundarios foram distribuidos nos diferentes tratamentos (n = 3 repeticoes)



69

3.3 Efeito das CTM-GW no crescimento e retomada da meiose de odcitos obtidos dos
foliculos cultivados in vitro

O diametro e a configuracdo da cromatina apds MIV de odcitos caprinos oriundos de
foliculos pré-antrais cultivados por 18 dias estdo mostrados na Tabela 9. Embora o diametro
oocitério tenha sido inferior no tratamento CT, as taxas de retomada da meiose e maturacao

oocitaria foram semelhantes entre os tratamentos.

Tabela 4. Diametro médio (£ SEM) (um) de odcitos maturados in vitro e taxa de recuperagédo
de odcitos , e estagios meioticos de odcitos de foliculos pré-antrais caprinos cultivados com e
sem CTM durante 18 dias.

Tratametos ~ N°oocitos Média (%) Retomada (%) VG (%) QVG (%) MI (%) MII
maturados  didmetro da meiose (n/viaveis) (n/viadveis)  (n/viaveis) (n/viaveis)
in vitro 00Citario (n/viaveis)

Controle N=30 94,4 +3,3~  (13,3) 4/30~ (86,6) 26/304  (0) 0/304  (10,0) 3/30~  (3,3) 1/30~

CT N=28 81,2+1,88  (14,3)4/28A  (857)24/28*  (0)0/28”2  (7,1) 2/28%  (7,1) 2/28”

ABDiferem entre colunas (P < 0,05).

3.4 Concentrac0es de estradiol e progesterona no meio de cultivo apos cultivo in vitro de foliculos
pré-antrais de caprinos associados ou ndo com CTM-GW

Os niveis de producdo de E2 no meio de cultivo a partir de foliculos ovarianos
cultivados com e sem células-tronco estdo representadas na Figura 3. Do dia 6, para o dia 18 de
cultivo, ambos os tratamentos aumentaram a producédo de E2 sendo 0 aumento mais expressivo
no tratamento CT (P < 0,05). No entanto, quando comparamos os tratamentos entre si dentro
do mesmo dia de cultivo os niveis de producédo de E2 foram estatisticamente semelhantes. Além
disso, foi observada uma associacao positiva na producdo diaria de E2 em ambos 0s tratamentos
(Figura 3A).

Na figura 3B estdo representados os dados da produgéo de P4 no meio de cultivo a partir
de foliculos ovarianos cultivados com e sem células-tronco. Apds 18 dias de cultivo o
tratamento CT foi o Unico que aumentou significativamente a producdo de P4 no meio.
Enquanto o controle apresentou reducdo no intervalo de 6 a 18 dias o tratamento CT influenciou

positivamente para o0 aumento de P4 durante esse intervalo.
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Figura 3. Producdo média (+ SEM) de E2 (pg / mL) e P4 (ng / mL) no meio de cultivo de
foliculos pré-antrais cultivados com e sem células-tronco. (A) ° Difere entre os tratamentos
dentro do mesmo periodo de cultivo (P < 0,05). “N&o difere entre os tratamentos dentro no
mesmo periodos de cultivo (P > 0,05). (B) " Difere entre os tratamentos dentro do mesmo

periodo de cultivo (P < 0,05). ~B Difere entre os periodos de cultivo dentro do mesmo
tratamento (P < 0,05).

3.5 Concentracdo de Glutationa Reduzida no meio ap06s cultivo in vitro de foliculos pré-
antrais de caprinos associados ou ndo com CTM-GW

As concentragdes de GSH no meio de cultivo foram semelhantes estatisticamente
independente do tratamento e do dia de cultivo (Figura 4).

0.157
B D6

—_ D18
0.104 T

0.054

Concentragio de Glutationa
Reduzida (mg/g)

.00 <

Figura 4. Concentracdo de Glutationa Reduzida no meio de cultivo apos cultivo in vitro de
foliculos pré-antrais de caprinos associados ou ndo com CTM-GW. Néo difere entre 0s
tratamentos entre os periodos de cultivo (P > 0,05)
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3.6 Viabilidade das CTM-GW apds co-cultivo

Apos 8 e 18 dias de co-cultivo com foliculos pré-antrais secundarios, as CTM-GW foram
avaliadas e apresentaram viabilidade entre 73% e 91%, ndo sendo, portanto, afetadas pelas

condicdes de cultivo.
4. Discussao

Este estudo constitui o primeiro relato de um sistema de co-cultivo in vitro em que
celulas-tronco mesenquimais derivadas da Geleia de Wharton foram utilizadas para apoiar o
desenvolvimento de foliculos secundérios isolados do cortex ovariano caprino por longo
periodo de cultivo. Recentemente, analisamos o efeito do co-cultivo de foliculos pré-antrais de
cabra envoltos em fragmentos de tecido ovariano com células-tronco mesenquimais de Wharton
(CTM-GW) e observamos que esse sistema melhora a taxa de ativagcdo, mantém a sobrevivéncia
de foliculos ovarianos pré-antrais iniciais exercendo uma influéncia positiva na proliferacédo de

celulas da granulosa apds 7 dias de cultivo [27].

Importantes contribui¢Bes para o cultivo in vitro de foliculos pré-antrais foram dadas
com o aprimoramento de sistemas em duas dimensdes (2D ou sistemas ndo-esféricos) [4, 5] e
tridimensionais (3D ou esféricos) [6, 28,29]. As aplicacdes dessas técnicas in vitro incluem a
preservacdo da fertilidade para humanos, a conservagéo de animais raros e o desenvolvimento
de bancos de odcitos para fins de pesquisa [30]. Nesses estudos, diferentes substancias,
associacoes e concentracdes sao frequentemente testadas no meio, na tentativa de resgatar uma
grande quantidade de odcitos dos ovarios, preservando as estruturas foliculares e a manutencéo
da competéncia oocitaria. No entanto, os efeitos desses fatores isoladamente sdo insuficientes
para garantir a integridade folicular, bem como a producdo de grande numero de odcitos
capazes de produzir embrides, o0 que torna o custo do aprimoramento das técnicas de cultivo
elevado [31]. Assim, introduzimos um sistema de co-cultivo inovador, que permite a mediacédo

dos produtos secretados entre os tipos celulares sem contato direto célula-célula.

Diferentes linhagens de células-tronco ja foram utilizadas como suporte em sistemas
tridimensionais de co-cultivo de foliculos pré-antrais como as células-tronco mesenquimais do
sangue menstrual humano [6], células-tronco mesenquimais da medula éssea humana [18],
células-tronco mesenquimais adipoderivadas de camundongos [29]. No entanto, pouco se sabe

sobre a real influéncia dessas células no desenvolvimento folicular bem sucedido.
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Quanto a morfologia folicular, as porcentagens de foliculos morfologicamente intactos
diminuiram no final do periodo de cultivo, independentemente do tratamento assim como
descrito por Sa et al., [3] e Mbemya et al. [14]. Nas nossas condic¢des de cultivo, o percentual
de foliculos morfologicamente intactos no grupo CT apds 12 dias, foi superior (60,4%) ao
relatado por Xia et al., [18] que observaram, apos 8 dias de co-cultivo com células-tronco, um
percentual de sobrevivéncia folicular de 58,8% e 42,9% em grupos de alta e baixa densidade
de CTM. E provavel que as CTM-GW tenham secretado fatores de crescimento e / ou proteinas
de matriz extracelular que contribuiram para a manutencdo do percentual de foliculos
morfologicamente intactos no terceiro terco de cultivo, no entanto, investigagdes mais

aprofundadas séo necesséarias para identificar esses fatores e suas fungdes fisioldgicas.

Em relacdo ao crescimento folicular, os resultados desta pesquisa, sugerem que as
células-tronco mesenquimais contribuem para a proliferacdo das células da granulosa e da teca
e consequentemente para o crescimento folicular assim como constatado por Green et al. [29] ,
Tomaszewski et al. [32] e por Ramesh et al [33]. E importante destacar que na composicao do
meio base utilizado, ndo incluia o FSH e este, tem papel estabelecido na modulacdo da
proliferacdo de células da granulosa [34]. Outros estudos também mostraram o impacto positivo
das células-tronco mesenquimais da medula 6ssea [18] e do sangue menstrual humano [6] no
aumento progressivo do diametro folicular, durante o cultivo in vitro e consequentemente no
aumento da sua taxa de crescimento, quando cultivados em matrizes. Com base em estudos
anteriores, as CTM podem secretar uma série de fatores, como o kit ligante (KL), ativina A,
TGF-b, fator de crescimento endotélio vascular e fator de crescimento de fibroblastos que

ativam mecanismos relacionados ao crescimento do foliculo pré-antral [9, 18, 31, 35].

O aumento na porcentagem de formacdo da cavidade antral observado em ambos 0s
tratamentos logo nos seis primeiros dias de cultivo, representa um bom indicativo de
funcionalidade folicular [36]. Nos estudos feitos por Rajabi et al. [6], a formacao da cavidade
antral iniciou por volta do dia 8 de cultivo e a taxa de formacéo de antro foi maior (p<0,001)
guando os foliculos foram co-cultivados com células-tronco do sangue menstrual humano tanto
em esferas de colageno quanto alginato sugerindo que as matrizes possam ter influenciado
positivamente para a manutencéo da arquitetura folicular pela agéo paracrina das CTM entre as
celulas em sistema de co-cutivo tridimensional (3D). No entanto, alguns autores ja relataram
que tanto o sistema de cultivo de foliculos pré-antrais 2D quanto 3D suportaram de forma

similar e satisfatoria o desenvolvimento folicular em suas condicdes de cultivo [37, 38].
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Nas condicdes de cultivo utilizadas, o tratamento com células-tronco, embora tenha
promovido o crescimento folicular, ndo teve efeito sobre crescimento e retomada da meiose dos
odcitos. Esse dado pode ser justificado por uma possivel quebra da ligacdo metabdlica entre as
células da granulosa e 0 00cito considerando a auséncia de fatores importantes no meio base de
crescimento folicular, como as gonadotrofinas (FSH e LH) que exercem uma a¢&o sinérgica no
crescimento oocitario e na proliferacdo de células da granulosa. Além disso, a intensa
proliferacdo das células-tronco que demandam maior disponibilidade de nutrientes podem ter
influenciado na qualidade dos odcitos. Tomaszewski, et al., [32] obervaram que os foliculos
que sobreviveram até 10° dia de cultivo nos grupos de co-cultivo e meio condicionado de células
adipoderivadas, aumentaram o didmetro folicular alcagando tamanhos entre 190 e 215 um,

apresentando taxa de crescimento comparavel o que néo foi suficiente para produzir odcitos.

Quanto a producdo dos horménios esteroides, nas condi¢bes de cultivo utilizadas, o
aumento de estradiol e progesterona observado no intervalo de 6 a 18 dias de cultivo no
tratamento CT sugere que as células da granulosa estavam metabolicamente ativas. Esse dado
reforca que o crescimento folicular de fato ocorreu pela proliferacdo das células da granulosa,
descartando a hipdtese de turgidez celular, pois quanto maior a producdo de estradiol maior
sera a estimulacdo para a divisdo das células da granulosa. Xia et al. [18] também relataram
aumento na producado de estradiol apds 4 dias de cultivo tanto em grupo de alta quanto baixa
densidade de células (0,5x10%) sendo significativamente maior no grupo de alta densidade
(0,5x10%). Observamos ainda, que as CTM-GW estimulam a secrecdo de progesterona por
foliculos pré-antrais apds 18 dias de cultivo assim como observado por Rajabi et al [6] ap6s 12
dias. Esse hormdnio tem importante papel atua na regulacdo dos niveis de gonadotrofinas e
pode ser capaz de inibir a apoptose de células da granulosa e da teca em camundongos fémeas
[39].

O indicativo de aumento na producdo de GSH no meio no tratamento com células-tronco
durante os dias de cultivo sugere uma possivel redugdo na proporcao de células apoptoticas.
Esse aumento, embora néo seja estatisticamente significativo, se torna relevante considerando
a existéncia de uma variedade maior de células em co-cultivo que poderiam competir e gerar
maior estresse oxidativo. Assim, a producdo de GSH no tratamento CT pode ter contribuido
para proteger as células de radicais livres reduzindo a morte celular apoptdtica através da
regulacdo de muitas funcdes vitais como a sintese e reparacdo do DNA, sintese de proteinas e

ativacgdo e regulacgdo de enzimas [40].
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A viabilidade das CTM-GW observada apds o co-cultivo demonstra que o sistema
desenvolvido para o cultivo folicular mantém a viabilidade celular assim como foi constatado
por Green et al. [28] apds 14 dias. Dessa forma, sugere-se esta linhagem celular como potencial
fonte para a pesquisa cientifica no tocante ao desenvolvimento de novos sistemas de cultivo de
foliculos ovarianos pré-antrais com vistas a preservacao da fertilidade. Além disso, o uso de
CTM-GW tem sido de crescente interesse na pesquisa por se tratar de um material que pode ser
facilmente obtido por meio de procedimentos ndo invasivos, que seria descartado e, portanto, é

livre de consideracdes éticas e legais [41].

Takehara et al. [42] comprovaram que as CTM adipoderivadas secretaram niveis
elevados de fator de crescimento endoteliais vasculares (VEGF), fator de crescimento
semelhante a insulina-1 (IGF-1) e factor de crescimento de hepatécitos (HGF). Esses fatores
tém papel essencial no desenvolvimento folicular e oocitario, sendo que o VEGF contribui para
a ativacdo e desenvolvimento de foliculos primordiais e aumento da porcentagem de foliculos
secundarios saudaveis em crescimento [43] e reduz a apoptose [44]. Ja o IGF-1 tem efeito
modulador local contribuindo para o desenvolvimento folicular precoce aumentando as taxas
de foliculos normais e formacdo de antro [2] além de suprimir a apoptose e induzir a
proliferacdo de células do cumulus [45]. Enquanto o HGF controla fungBes que regulam o

crescimento e a diferenciacdo de foliculos ovarianos [46].

5. Conclusdo

Neste estudo, observou-se pela primeira vez, que as CTM-GW tém potencial para
utilizacdo como suporte paracrino no crescimento dos foliculos ovarianos pré-antrais isolados.
Nossos achados sugerem que as CTM-GW sdo capazes de aumentar a taxa de crescimento
folicular e a produgéo de estradiol e progesterona, mesmo na auséncia de fatores de crescimento
ou hormdnios no meio base e apds longo periodo de cultivo in vitro. Embora este sistema de
cultivo ndo tenha aumentado a frequéncia de maturagdo oocitaria, o crescimento folicular e 0
aumento na producdo de horménios esteroides, sugerem que as CTM-GW tiveram influéncia
positiva na proliferacdo das células da granulosa. O sistema de cultivo utilizado pode abrir

caminho para outros estudos que visem o seu aprimoramento para futuras aplicacGes clinicas.
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5. CONSIDERACOES FINAIS

Este estudo demonstra sua contribuicdo com o desenvolvimento de dois sistemas de
co-cultivo in vitro de foliculos ovarianos pré-antrais com CTM-GW, isto é, com os foliculos
inclusos em tecido ovariano e na forma isolada. Pela primeira vez, esta linhagem celular foi
utilizada como suporte paracrino para o desenvolvimento folicular na fase pré-antral, tendo
como modelo animal a espécie caprina.

As CTM-GW, apresentam potencial para apoiar o desenvolvimento folicular in vitro
exercendo efeito positivo na ativagdo, sobrevivéncia e proliferacdo de células da granulosa apds
7 dias em cultivo, bem como, no crescimento de foliculos secundarios e no aumento da
producdo de hormonios esteroides pelas células da granulosa.

Outras investigacdes sdo necessarias, para otimizar esses sistemas de cultivo, de modo
gue possam assegurar o crescimento e a maturacdo de um grande nimero de odcitos inclusos
em foliculos ovarinos pré- antrais. Dessa forma, contribuindo para melhoria nas abordagens de
preservacao da fertilidade com vistas a aplicag¢fes clinicas futuras, e no aperfeicoamento de

outras biotécnicas reprodutivas.
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Anexo |: Carta de Aprovacédo do Comité de Etica em Experimentacdo Animal

UNIVERSIDADE FEDERAL DO PIAUI
. PRO-REITORIA DE PESQUISA
COMITE DE ETICA EM EXPERIMENTACAO ANIMAL AR

Campus Universitario Ministro Petrénio Portela, Bairro Ininga, Teresina, Piaui, Brasil; CEP: 64049-550
Telefone (86) 3215-5734 _e-mail: ceeapi@ufpi.edu.br

MINISTERIO DA EDUCAGAO @

CERTIFICADO

Certificamos que o Projeto intitulado “Avaliagdo do potencial de utilizagdo de células-
tronco no cultivo in vitro de foliculos pré-antrais caprinos e na regeneracéo in vivo
de tecido ovariano lesionado”, protocolo n° 117/15, sob a responsabilidade do Prof. Dr.
MARIA ACELINA MARTINS DE CARVALHO- CCA/UFPI que envolve a producéo,
manutencéo e/ou utilizacdo de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata
(exceto o homem), para fins de Pesquisa Cientifica- encontra-se de acordo com os
preceitos da Lei n® 11.794, de 8 de outubro de 2008, do Decreto n° 6.899, de 15 de julho
de 2009, e com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle da
Experimentagdo Animal (CONCEA), e foi Aprovado pela Comisséo de Etica no Uso de
Animais (CEUA/UFPI) da Universidade Federal do Piaui, em Reuniéo na presente data
15/03/2016.

Vigéncia do Projeto | Abrill 2016 a Dezembro/ 2018
Espécie/Linhagem Caprinos/ Sem raga

N° de Animais 20

Peso/ Idade 35-45 kg/ 2 anos

Sexo féemeas

Origem Abatedouros credenciados a inspegdo sanitaria

regional e fazendas de caprinos.

de Marco de 2016.

Prof®. L. de Mendonca
Com@ dafe om E¥ perimentacio Animal-UF Pl

. Coorgenadora

Teresina, 1
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