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RESUMO

A insulina pode desempenhar, no cultivo in vitro, efeitos sobre a foliculogénse os quais
permitiram uma maior obtengdo de foliculos pré-antrais para posterior produ¢do de embrido.
Neste contexto, o objetivo deste trabalho foi determinar o efeito do hormonio insulina sobre o
cultivo in vitro de fragmentos ovarianos da espécie ovina, associando ou ndo com FSH. Para
ovarios foram coletados em matadouros e armazenados em meio MEM-HEPES a 4 °C e levados
ao laboratdrio. Para o cultivo in vitro, foram obtidos fragmentos do cortex ovariano (3x3x2mm)
e cultivados em meio a-MEM" por 8 dias a 39°C com 5% de CO» Ap6s os cultivos os
fragmentos foram processado e analisados na histologica para avaliagdo morfologica do
desenvolvimento folicular (ativacdo, manutencdo da morfologia ¢ diametro do odcito e
foliculo), analise imuno-histoquimica para localizagdo do antigeno de proliferacdo nuclear e
expressao génica do RNA mensageiro mRNA para o gene apoptodtico (caspase 3) e da
esteroidogénese (CYP17 e CYP19). O fluxo de informagdo permitiu separar o estudo em dois
experimentos. Experimento 1: Cultivo in vitro dos tecidos, avaliando os efeitos do hormdnio
insulina nas concentragdes de (0, 1, 10, 100, 1.000 e 10.000 ng/mL), sobre a ativacao,
desenvolvimento e manuten¢do da morfologia. Experimento 2: Cultivo in vitro com horménio
insulina (0, 1, 100 ng/mL) associada com FSH sobre a ativacdo, desenvolvimento, manutencao
da morfologia, antigeno de proliferagao nuclear (PCNA) e expressao dos genes caspase 3,
CYP17 e CYPI19. No experimento 1 os resultados demonstraram que: Os maiores percentuais
de ativacao foram observados nas concentragoes de 1 ¢ 100 ng/mL do horménio (P < 0,05), a
porcentagem de foliculos morfologicamente normais foi significativamente maior (P< 0,05)
para os tecidos cultivados em 1 e 10 ng/mL de insulina comparado aos tecidos cultivados apenas
em a-MEM". Com relagio ao crescimento nio foi observada diferenca do didmetro do odcito e
foliculo apds o cultivo in vitro em nenhuma das concentragdes da insulina. Entretanto na
concentracao de 10,000 ng/mL houve uma redugao significativa no didmetro folicular quando
comparado aos tecidos cultivados apenas em a-MEM' (P < 0,05). No experimento 2: Os
resultados demonstraram que apos 8 dias de cultivo com as concentragdes de insulina (1, 10 e
100 ng/mL) associado com FSH, apresentaram uma maior ativagdo (P < 0,05). Do mesmo
modo, a porcentagem de foliculos morfologicamente normais foi significativamente maior na
concentracdo de 10 ng/mL com e sem FSH (P < 0,05). A marcacdo do PCNA pela imuno-
histoquimica demonstrou a presenca do antigeno no o6cito, em todos os grupos analisados, e
nas células da granulosa, apenas no grupo que ndo foi submetido ao cultivo. A porcentagem de
pixel para a marcacao do PCNA em todas as concentragdes de insulina associada ao FSH, foi
maiores que os grupos sem FSH (P<0,05). A expressdo dos genes CYP17 e CYP19 foram
identificada em todos os grupos, entretanto sem diferenca significativa. A expressao do gene
caspase 3 no grupo IN1FSH (P < 0,05) do que nos grupos IN10, IN100, IN10FSH e IN100FSH.
Em conclusdo a insulina no cultivo in vitro de fragmentos ovarianos de ovelhas, sozinha ou
associada com FSH atua de forma dose-dependente na ativagdo folicular, preservando a
morfologia, mas sem alterar o diametro folicular. Em alta concentragao (10.000 ng/mL) a
insulina possui efeito inibitorio sobre o crescimento inicial dos foliculos. Conclui-se, ainda, que
a insulina pode reduzir a expressao do gene relacionado com a apoptose (caspase 3), quando
em concentragdes intermediarias (10 e 100 ng/mL) especialmente associados ao FSH.

Palavra Chave: Ativacdo; Foliculogénse; Esteroidogénese; Expressdo Génica; Animais
Domésticos.



ABSTRACT

Insulin may have effects on folliculogenesis in in vitro culture, which allowed a greater
preantral follicles to be obtained for later embryo production. In this context, the objective of
this work was to determine the effect of the hormone insulin on the in vitro culture of ovarian
fragments of the ovine species, associated or not with FSH. For ovaries were collected in
slaughterhouses and stored in MEM-HEPES medium at 4 © C and taken to the laboratory. For
in vitro culture, fragments of the ovarian cortex (3x3x2mm) and cultured in a-MEM + medium
were obtained for 8 days at 39 ° C with 5% CO2. After culture, the fragments were processed
and histologically analyzed for morphological evaluation of follicular development (activation,
maintenance of the morphology and diameter of the oocyte and follicle), immunohistochemical
analysis for localization of the nuclear proliferation antigen and gene expression of mRNA
messenger RNA for the apoptotic gene (caspase 3) and steroidogenesis (CYP17 and CYP19).
The flow of information allowed to separate the study in two experiments. Experiment 1: In
vitro culture of the tissues, evaluating the effects of the hormone insulin at the concentrations
of (0, 1, 10, 100, 1.000 and 10.000 ng/mL) on the activation, development and maintenance of
morphology. Experiment 2: In vitro culture with hormone insulin (0.1, 100 ng/mL) associated
with FSH on the activation, development, maintenance of morphology, nuclear proliferation
antigen (PCNA) and expression of caspase 3, CYP17 and CYP19 genes. In the experiment 1
the results showed that: The highest percentages of activation were observed at concentrations
of 1 and 100 ng/mL of the hormone (P <0.05), the percentage of morphologically normal
follicles was significantly higher (P <0.05) for tissues cultured in 1 and 10 ng / mL insulin
compared to tissues cultured only in a-MEM". Regarding growth, no difference in oocyte and
follicle diameter was observed after in vitro culture at any of the insulin concentrations.
However, at the concentration of 10,000 ng / mL there was a significant reduction in follicular
diameter when compared to tissues cultured only in a-MEM™ (P <0.05). In the experiment 2,
the results showed that after 8 days of culture with insulin concentrations (1, 10 and 100 ng /
mL) associated with FSH, they presented a greater activation (P<0.05). Likewise, the
percentage of morphologically normal follicles was significantly higher at 10 ng / mL
concentration with and without FSH (P <0.05). The PCNA labeling by immunohistochemistry
showed the presence of the antigen in the oocyte, in all the analyzed groups, and in the granulosa
cells, only in the group that was not submitted to the culture. The percentage of pixel for PCNA
labeling at all FSH associated insulin concentrations was higher than the non FSH groups (P
<0.05). The expression of the CYP17 and CYP19 genes were identified in all groups, however
without significant difference. The expression of the caspase 3 gene in the INIFSH group (P
<0.05) than in the IN10, IN100, INIOFSH and IN100FSH groups. In conclusion, insulin in the
in vitro culture of ovarian sheep fragments alone or associated with FSH acts in a dose-
dependent manner on follicular activation, preserving the morphology, but without altering the
follicular diameter. At high concentration (10,000 ng/mL) insulin has an inhibitory effect on
the initial follicle growth. It is also concluded that insulin can reduce the expression of the gene
related to apoptosis (caspase 3), when in intermediate concentrations (10 and 100 ng/mL)
especially associated with FSH.

Keyword: Activation; Folliculogense; Steroidogenesis; Gene expression; Domestic animals.
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1 INTRODUCAO

No Nordeste brasileiro a ovinocultura apresenta grande importancia socioeconomica,
sendo a carne ¢ a pele o produto de exploracao o qual ¢ bastante utilizada, como produto de
subsisténcia, pelas populacdes de média e baixa renda (SILVA et al., 1998). Porém apesar da
sua importancia existem entraves que afetam as caracteristicas produtivas como manejo
deficientes, alteracdes nutricionais impostas pelas condi¢des climaticas do semi-arido e pelas
precarias condig¢des sanitarias. Com isso, essas caracteristicas atuariam diminuido a eficiéncia
reprodutiva (SILVA e ARAUJO, 2002). Neste contexto a utilizagio de biotecnias reprodutivas
permitiriam aumentar a eficiéncia reprodutiva o qual repercutir direta no aumento da producao
e da produtividade na espécie ovina (SIMPLICIO et al., 2007).

O cultivo in vitro (CIV) de fragmentos do cortex ovarino permite a ativacao dos
foliculos primordiais e seu desenvolvimento (CAVALCANTE et al., 2015). Estes foliculos
representam a grande maioria folicular (90%) (HASHIMOTO et al., 2007) que posteriormente
podera fornecer um grande numero de odcitos viaveis para produgdo de embrido (ANDRADE
etal., 2011). Apesar de estudos demonstrarem que este desenvolvimento ¢ regulado por fatores
endodcrinos, paracrinos e autdcrinos (CELESTINO et al., 2009; CELESTINO et al., 2010;
NILSSON et al., 2001; ESMAIELZADEH et al., 2013) pouco se sabe sobre os fatores que
iniciam e estimulam o crescimento mantendo as caracteristicas morfoldgicas dos foliculos pré-
antrais na espécie ovina.

Neste contexto, vem sendo demonstrado que a insulina atua na reproducao regulando a
foliculogénse (PONCHIROLLI, 2003: SHIMIZU et al.,, 2008). Seus receptores foram
localizados nas células do estroma ovariano (PORETSKY et al., 1984), o6cito (SAMOTO et
al., 1993) e nas células da granulosa e¢ da teca (SOMCHIT-ASSAVACHEEP et al., 2013)
demonstrando que a mesma possui acdo sobre essas células durante o desenvolvimento
folicular.

O efeito da insulina sobre o crescimento folicular in vitro foi demonstrado em diversas
espécies tais como ratos (SUN et al., 2010), bovinos (MCLAUGHLIN et al., 2010), caprinos
(CHAVES et al., 2011) e equinos (AGUIAR et al., 2016), com resultados diferentes na fungao
folicular. Quando a insulina ¢ associada ao hormonio foliculo estimulante (FSH) observou-se
maior estimulagdo da via esteroidogénica em mulheres (WILLIS et al., 1996), bovinos (SILVA
et al., 2002) e caprinos (CHAVES et al., 2012). Além disso esta associagdo mostrou efeitos
positivos sobre a viabilidade folicular (LOUHIO et al., 2000; CHAVES et al, 2012).
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Apesar das evidéncias da agdo da insulina e de sua associacdo com o FSH na reproducao
dos animais domésticos, ndo ha relatos destes efeitos sobre o desenvolvimento de foliculos pré-

antrais inclusos em tecido ovariano cultivados in vitro na espécie ovina.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Ativagdo e Desenvolvimento folicular

Os foliculos primordiais representam mais de 90% de todos os foliculos nos ovarios
independentemente da idade ou estdgio do ciclo estral (SHAW et al., 2000; HASHIMOTO et
al., 2007) permanecendo inativos por anos (LI, et al., 2010). Durante a vida reprodutiva, alguns
foliculos sdo ativados para o desenvolvimento e, uma vez ativados, os foliculos primordiais se
desenvolvem em foliculos primarios e secundarios, considerados foliculos pré-antrais
(MCGEE; HSUE, 2000).

O inicio do crescimento folicular ¢ determinado a partir da transicdo de foliculos
primordiais quiescentes para primarios. Esta iniciagdo ¢ caracterizada pela transformagao das
células da granulosa da forma achatada para cuboidal e pela sua proliferacdo (TAL et al., 2002).

Alguns fatores paracrinos atuam na transi¢cdo dos foliculos primordiais para foliculos
em crescimento (ROCHE, 1996), entre eles estdo o fator inibitorio da leucemia — (LIF)
(NILSSON et al., 2002), fator basico de crescimento de fibroblastos (bFGF) (NILSSON et al.,
2001), kit ligand (KL) (PARROTT; SKINNER, 1999), proteina morfogenética 6ssea 4 ¢ 7
(BMP-4) e (BMP-7) (NILSSON; SKINNER, 2003; LEE et al., 2004) e a insulina, que em ratos
permitiu ativacdo para estagio primario do foliculo (KEZELE et al., 2002) bem como na
promocao da maturagao folicular e oocitaria (YOUNG; MCNEILY, 2010) (Fig. 1). Além disso,
os componentes da matriz extracelular parecem atuar de maneira indireta na ativagdo e no

crescimento folicular (OKTAY et al., 199777?).

KL Insulina
FSH/ILH

Figura 1 - A¢do de hormonios e fatores de crescimento sobre o desenvolvimento folicular. (Fonte:
Magalhaes et al., 2009).

Em ovinos, o crescimento e recrutamento folicular ocorre quando os mesmos
apresentam um diametro maior que 2 mm, sendo dependentes de gonadotrofinas

(DRIANCOURT etal., 1991; DRIANCOURT, 2001), tendo o FSH como o principal hormdnio
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do recrutamento (PICTON et al., 1990). Além disso, os foliculos maiores que 4 mm de didmetro
contém altos niveis de estradiol e baixos de testosterona, (CARSON et al., 1981) e a aromatase
P450 tem sido detectada apenas nas células da granulosa de foliculos ovinos maiores que 3,5
mm de diametro (HUET et al., 1997). Nas cé€lulas ovarianas ovinas, as c¢lulas da granulosa em
foliculos pré-antrais e antrais expressam o mRNA para o receptor de FSH (FSH-R) e em
foliculos antrais grandes ocorre a expressdo da aromatase P450 e receptor do hormdnio
luteinizante (LH-R) (MC-NATTY et al., 1999; JUENGEL et al., 2000).

O Antigeno Nuclear de Proliferagdao Celular (PCNA) ¢ uma proteina presente no nicleo
das células que atua como cofator da DNA polimerase delta, atuando na replicacdo do DNA
(MOLDOVAN et al., 2007). Esta técnica vem sendo utilizada para identifica¢do do inicio de
atividade folicular, por isso, atua como um marcado de ativagado e diferenciacao celular do inicio
do crescimento e proliferacao das células foliculares, sendo localizados nas células da granulosa

e oocito (WANDIJI et al., 1996).

2.2 Foliculos Ovarianos

Os foliculos sdao as unidades morfofuncionais do ovario, sendo constituidos por um
odcito circundado por células da granulosa e por células tecais, podendo ser divididos, de
acordo com o nivel de desenvolvimento, em foliculos ndo cavitarios ou pré-antrais (foliculos
primordiais, primarios e secundarios) e foliculos cavitarios ou antrais (foliculos terciarios e
foliculos de Graaf) (Fig. 2). Os foliculos ovarianos pré-antrais sdo responsaveis pela renovagao
continua dos foliculos antrais no ovario.

Os foliculos primordiais sdo caracterizados por apresentar um oécito esférico ou ovoide,
completamente rodeado por uma camada simples de células da granulosa achatadas ou
pavimentosas, os de transi¢cao apresentam pelo menos uma célula da granulosa com o formato
cubico, os primarios apresentam-se com uma unica camada de células da granulosa de
morfologia cibica em torno do odcito e os secundarios possuem o odcito circundado por duas

ou mais camadas de células da granulosa de morfologia cubica (BERTOLDO et al., 2014).
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Figura 2 - Esquema demonstrando as categorias foliculares (morfologia e nimero de
camadas das células da granulosa) (Fonte: Lima-Verde et al., 2011).

2.3 Hormonio Foliculo Estimulante (FSH)

O FSH ¢ uma gonadotrofina produzida pela hipéfise anterior e tem acdo sobre os
foliculos ovarianos. No cultivo in vitro foi demonstrado que este hormdnio promove o
crescimento de foliculos pré-antrais, formagao de antro em muitas espécies (ZHOU; ZHANG,
2005; MATOS et al., 2007) e inibicdo da apoptose em foliculos pré-antrais (MCGEE et al.,
1997). Estudos na espécie ovina demonstraram que a utilizagdo de FSH na concentragdo de 50
ng/mL no meio de cultivo de fragmentos ovarianos promoveram uma maior ativacao folicular,
crescimento do foliculo e do oocito e manteve a integridade morfoldgica dos foliculos
(ESMAIELZADEH et al. 2013). Ja na espécie caprina, Silva et al. (2004) demonstraram que o
FSH, na concentra¢dao de 100 ng / mL, aumentou os didmetros folicular e oocitario ap6s 5 dias
de cultura.

Os FSH-R foram identificados nas células da granulosa (O'SHAUGHNESSY et al.,
1996) e no odcito (MEDURI et al., 2002) a partir de foliculos ovarianos primarios (OKTAY et
al.,, 1997). Apesar dos receptores serem encontrados nessas estruturas acredita-se que o
hormonio possua um efeito indireto no desenvolvimento folicular por meio de fatores alocados

por foliculos maiores ou células do estroma ovariano (ESMAIELZADEH et al. 2013).

2.4 Esteroidogénese

Durante a foliculogénese, os androgenos aromatizaveis (androstenediona e testosterona)
produzidos no ovério sdo sintetizados pelas células da teca sob acdo do hormodnio luteinizante
(LH) em um processo chamado esteroidogénese (MURAYAMA et al., 2012), que tem como
resultado final a conversao de androgenos em estrogenos (estrona e estradiol) (TANIGUCHI et

al., 2007).
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Uma das sinalizagdes que determina o inicio da biossintese dos hormdnios esterdides
envolve a proteina aguda reguladora da esteroidogénese (StAR), que facilita a translocag@o do
colesterol da membrana mitocondrial externa para a membrana mitocondrial interna (STOCCO
et al., 2008). Em seguida ocorre a conversao do colesterol em pregnenolona pela enzima de

clivagem da cadeia lateral do colesterol intramitocondrial, comumente conhecida como

CYP11A1 (SHIH et al., 2011) (Fig. 3).
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Figura 3 - Biossintese de esteroides: O colesterol, precursor de todos os esteroides, ¢ entregue na membrana
mitocondrial interna por STAR e TSPO, onde é clivado em pregnenolona. A pregnenolona difunde-se
livremente das mitocondrias e é usada para a biossintese de testosterona e estradiol nas gonadas. (Fonte:
MARTINEZ-ARGUELLES & PAPADOPOULOS, 2010)

Em ruminantes, a dehidroepiandrosterona (DHEA) e a androstenediona sdo sintetizadas
a partir da pregnenolona pelo citocromo 17a-hidroxilase / C17-20 liase citocromo P450
(CYP17A1), que ¢ primariamente expresso em células da teca interna (DUGGABATTI et al.,
2006; LIMA et al., 2015) e 3-beta-hidroxiesterdide desidrogenase (3f-HSD) (SAHMI et al.,
2004). Apds as reagdes de peroxidacao e epoxidacao, a androstenediona pode ser reduzida pela
17-beta-hidroxiesterdide desidrogenase (17B-HSD) a testosterona, e estes dois ultimos
esteroides sdo finalmente convertidos em estrona e estradiol, respectivamente, através de uma
aromatizacdo catalisada pela aromatase Al do citocromo P450 (CYP19A1), que é expressa
principalmente em células da granulosa (DUGGABATTI et al., 2006; PADMANABHAN et
al., 2014; LIMA et al., 2015).

Fukuda et al. (2009) mostraram que o LH estimula a expressdo do RNA mensageiro
(mRNA) do CYP17 e a producdo de androgenos em células da teca de bovinos através da
ativacao da via da fosfatidilinositol 3-quinase (PI3K). O FSH também pode ativar a via PI3K e

uma interacao delicada tem sido demonstrada entre cAMP / proteina quinase. Além disso, Silva
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et al. (2000) relataram que, em doses fisioldgicas, FSH e insulina estimulam a secre¢do de
mRNA de CYP19 e estradiol predominantemente através da sinalizagdo da 3°, 5° ciclo
adenosina monofosfato (cCAMP).

Durante o estagio de recrutamento folicular, o mRNA do gene CYP19 ¢ mais expresso
em foliculos dominantes em relagdo aos foliculos subordinados (ZIELAK et al., 2007; 2008).
Sendo assim o CYP19 esté relacionado ao crescimento e desenvolvimento folicular onde quanto

maior o didmetro maior a producao de estradiol (ZIELAK-STECIWKO et al., 2016).

A insulina também desempenha um papel importante nas células. Estudos in vitro
utilizando células tecais de suino, bovinos e ovinos demonstraram que a insulina promove
proliferacdo celular dependente da dose e aumento da producdo de esterdides, e aumentou a
expressao de genes que codificam STAR, CYP11A1 e CYP17, promovendo a esteroidogénese
(SMITH et al. 2005). Em caprinos, Chaves et al., (2012) determinaram que a suplementacao de
insulina no meio de cultivo, na concentragao de 10 ng/mL associado com FSH, resultou em

niveis significativamente aumentados de mRNA do CYP19AI.

2.5 Atresia folicular

Muitos foliculos em desenvolvimento morrem de uma forma natural denominada
atresia, que pode ocorrer pela via degenerativa e/ou apoptotica (FIGUEIREDO et al., 2008). A
atresia por degeneracdo ¢ decorrente de isquemia, em que a falha no fornecimento de oxigénio
e nutrientes para o ovario, provoca a morte celular. J4 a atresia por apoptose ¢ um processo de
morte celular individual e ativo, caracterizado pela fragmentagdo nuclear e pela formagao de
corpos apoptéticos (RACHID et al., 2000). Os fatores que regulam o processo de morte celular
estdo relacionados ao balanco entre os fatores que promovem sobrevivéncia e aqueles que
induzem a apoptose, determinando a continuidade do crescimento folicular ou atresia (HSU;
HSUEH, 2000). Muitas proteinas, como as pertencentes a familia linfoma de células B 2 (Bcl-
2) (Bcl-2; Bax), participam da cascata de eventos que culmina na ativacdo da caspase 3, sendo
esta, a promotora do processo apoptdtico (YUAN et al., 2005). Estas proteinas estdo envolvidas
na inducdo e execu¢do do desencadeamento da morte das células ovarianas (SABBATINI et
al., 1995).

Um dos pontos iniciais de atresia folicular ocorreria nas CG, o qual pode ser ativada
pelo processo da apoptose (HUGHES; GOROSPE, 1991). Caracteristicas tipicas de células
apoptoticas sao encolhimento celular, forma¢ao de membrana plasmatica, condensacao e

fragmentacao da cromatina nuclear, fragmentacao de DNA e segmentagao da célula em corpos
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apoptdticos o qual sdo fagocitados por macrofagos ou extrusados na cavidade do corpo (KERR

et. al, 1972; ARENDS et. al., 1990; HSUEH et al., 1994).

2.6 Manipulacdo e Cultivo de Foliculos Ovarianos

O cortex ovariano de mamiferos contém uma reserva de foliculos primordiais que estao
quiescentes, aproximadamente 80-90% de todos os foliculos estdo nesta fase (PENG et al.,
2010; FIGUEIREDO et al., 2011) e alguns fatores paracrinos atuam nessas células, permitindo
o retorno do desenvolvimento. Neste contexto, o cultivo in vitro permite estabelecer os efeitos
dos hormonios e fatores de crescimento sobre o desenvolvimento dos foliculos pré-antrais de
ruminantes (WILLIAMS, 1990). Entre as biotecnias utilizadas para determinar o
desenvolvimento folicular estd a manipulacdo de odcitos inclusos em foliculos ovarianos pré-
antrais (MOIFOPA) que fundamenta-se em dois objetivos principais: 1) resgatar ou isolar os
foliculos ovarianos pré-antrais (FOPA) a partir dos ovarios, antes que eles se tornem atrésicos
e 2) cultivar os FOPA e, consequentemente, os odcitos imaturos neles inclusos, até o estagio de
maturagdo, prevenindo-os da atresia (FIGUEIREDO et al., 1999)

O cultivo de foliculos ovarianos pode ser realizado in situ ou isoladamente. No in situ,
sdo cultivados fragmentos do cortex ovariano, onde encontra-se os foliculos (BRUNO et al.,
2006) e no isolado, os foliculos sdo isolados a partir de fragmentos do cortex ovariano
(VANACKER et al 2011; BRITO et al., 2014). O cultivo in situ tem como vantagem preservar
a integridade tridimensional dos foliculos, através da presenca das células do estroma,
assemelhando-se as condigoes in vivo (ARAUJO et al., 2013).

Embora sistemas de cultura que usam pegas corticais ovarianas para apoiar a ativagao e
desenvolvimento do foliculo até o estagio do foliculo secundério tenham sido estabelecidos
(WANDIJI et al., 1996; TELFER et al., 2008), o desenvolvimento para o estadio antral ndo ¢
fisicamente possivel dentro destes fragmentos de tecido, exigindo assim, a necessidade de isolar
os foliculos secundarios do ambiente estromal (REF).

A matriz extra-celular (ECM) desempenha varios papéis no desenvolvimento celular
em muitos sistemas, como o ovario no cultivo in situ. A ECM influéncia uma variedade de
processos celulares, incluindo morfologia celular, agregagdo e comunicagdo, proliferacao,
sobrevivéncia e esteroidogénese. Além disso fornece suporte estrutural para a formacao e
maturagdo do foliculo, a ECM atua como um reservatorio para sinais paracrinos e enddcrinos
dentro do ovario e permite ou restringe seu acesso a células dentro do foliculo (WOODRUFF

et al., 2007).
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2.7 Insulina

A insulina ¢ um hormoénio peptidico secretado pelas células  das ilhotas pancreaticas
de Langerhans e mantém os niveis normais de glicose no sangue, facilitando a captacao celular
de glicose, regulando o metabolismo de carboidratos, lipidios e proteinas e promovendo a
divisdo e crescimento celular através de seus efeitos mitogénicos (WILCOX et al., 2005). Este
hormonio ainda esté relacionado a regulacdo celular, crescimento e desenvolvimento em uma
ampla variedade de tecidos, incluindo o figado, musculo, cartilagem, glandulas mamarias
(SASAKI et al., 2002) e na regulacao da atividade ovariana (PONCHIROLLI, 2003).

A insulina desempenha varios efeitos sobre a reproducdo dos animais domésticos, em
bovinos foi observado que estimula a esteroidogénese, maturacao do odcito e desenvolvimento
embrionario (YASEEN et al., 2001). A sua associacao com alguns fatores de crescimento com
o KL e LIF, permitiu o desenvolvimento de foliculos primordiais para foliculos primarios
(PARROTT; SKINNER, 1999; NILSSON et al.,, 2001), além disso foi observado em
camundongos que a insulina diminui a expressdo génica de fatores que induzem a apoptose
sobre estresse oxidativo (SHEN et al., 2012).

Os receptores de insulina (IR) pertencem a uma familia de receptores com atividade
intracelular de tirosina-quinase (CARVALHEIRA et al.,, 2002). Estes receptores foram
localizados no ovario (EL-ROELY et al., 1994) nas células estromais (PORETSKY et al., 1984),
células da granulosa e na teca dos foliculos em desenvolvimento (HERNANDEZ et al., 1992;
EL-ROEIY etal., 1993). O gene para o receptor de insulina estéd localizado em uma curta regiao
do cromossomo 19 (SEINO et al., 1990).

A ligagdo da insulina a subunidade a, do IR, permite que a subunidade B adquira
atividade quinase levando a alteracao conformacional e fosforilagdo do substrato dos receptores
de insulina (IRS-1/-2), que aumenta ainda mais a atividade quinase do receptor (LAWRENCE
et al., 2007). Uma vez fosforilado, o IRS-1/-2 interage com uma série de proteinas
intracelulares, desencadeando uma cascata complexa de reacdes de fosforilagdo e
defosforilacio (CHEATHAM; KAHN, 1996). Em adi¢do a ativacdo da PI3K, a proteina
quinase mitogenicamente ativada (MAPK) também ¢ fosforilada apos a ligacdo da insulina ao
seu receptor (CHEATHAM; KAHN, 1996; WHITE et al., 1996). A ativacdo do MAPK ¢
responsavel pelos efeitos no crescimento promovidos pela insulina (LAWRENCE et al., 2007)
(Fig.4).

Alguns estudos demonstram o efeito da insulina no CIV de foliculos ovarianos, isolados
ou in situ, em diversas espécies: Em bovinos (ROSSETO et al., 2016), caprinos (CHAVES et
al. 2011) e equinos (AGUIAR et al., 2016), a concentracdo de 10 ng/mL permitiu o aumento
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viabilidade e sobrevivéncia no CIV em foliculos pré-antrais. Com relagdo ao crescimento de
foliculos pré-antrais, foi determinado que a mesma concentrag¢ao (10 ng/mL) atua induzindo a
formacdo de antro na espécie bovina, apds 13 dias de cultivo, (MCLAUGHLIN et al., 2010;
ITOH et al.,, 2002) e em ovinos, a insulina permitiu o desenvolvimento embriondrio

(ARUNAKUMARI et al., 2010).
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Figura 4 - Via de sinalizacio da insulina: Ligacao da insulina e do FSH aos seus receptores regulando a
apoptose, esteroidogénese, sintese proteica e crescimento celular. (Fonte: Dupont & Scaramuzzi, 2016,
com modificacdes).

Em altas concentragdes, a insulina parece ter um efeito toxico nas células foliculares.
Esta hipotese foi apoiada por estudos recentes que relataram que um meio de cultura basico
contendo 10 mg/mL de insulina, ndo foi capaz de manter a integridade ultraestrutural e
viabilidade dos foliculos pré-antrais caprinos durante os estdgios iniciais da foliculogénese

(CHAVES et al., 2010). Este efeito pode estar relacionado com a resisténcia, manifestada ao
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nivel celular, por meio de defeitos pds-receptor na sinalizagdo da insulina. Os possiveis
mecanismos incluem regulacdo negativa, deficiéncia ou polimorfismos genéticos da
fosforilagao da tirosina do receptor de insulina, e dos substratos formados apos a ligacao da
insulina ao seu receptor ou ainda podem envolver anormalidades da fun¢ao do transportador de
glicose 4 (GLUT 4) (WHEATCROFT et al., 2003).

A insulina age sinergicamente com FSH para promover a diferenciagao e proliferagdo
de células da granulosa, além disso, esta interagdo de hormonios estimula a esteroidogénese
(DULEBA et al., 1997). Em bovino, o cultivo de células da granulosa com insulina e FSH
aumentou os estimulos para a produ¢do do mRNA para CYP19A1 (SILVA et al., 2000) e, em
caprinos, a intera¢do permitiu a ativagao, desenvolvimento folicular e aumento da viabilidade
(CHAVES et al., 2012). A partir destes estudos € possivel supor que a associagdo da insulina e
FSH pode estimular o desenvolvimento folicular na espécie ovina no CIV de fragmentos do

cortex ovariano.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Investigar o efeito do hormonio insulina sobre o desenvolvimento in vitro de foliculos

pré-antrais ovinos.

3.2 Objetivo Especifico

Avaliar o efeito de diferentes concentragdes de insulina no cultivo de foliculos pré-
antrais ovinos inclusos no tecido ovariano, tendo como parametros a ativagdo, morfologia e o

diametro folicular e identificacdo do antigeno de proliferacao celular (PCNA).

Investigar o efeito da insulina, na presenca ou auséncia de FSH no cultivo in vitro de
foliculos pré-antrais ovinos inclusos em tecido ovariano, sobre a ativagdo, morfologia,
proliferagdo celular e a expressao de genes relacionados a esteroidogénese (CYPI17 e CYP19) e

apoptose (Caspase 3).
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Reagentes

Todos os produtos quimicos e reagentes utilizados no presente estudo foram adquiridos

da Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO, USA), salvo indicagdo em contrario.

4.2 Desenho experimental

O fluxo das analises do efeito hormonal sobre o foliculo permitiu separar o experimento

em: experimento 1 e experimento 2.

4.2.1 Experimento 1: Determinagdo das concentragoes de insulina no cultivo In Vitro
(CIV) dos foliculos inclusos no cortex ovariano

Para a determinacdo das concentragdes, o meio base foi suplementado com insulina,
derivada de pancreas bovino, em seis diferentes concentragoes (0, 1, 10, 100, 1.000 ¢ 10.000
ng/mL), com base em estudos que objetivaram avaliar o efeito das concentragdes de insulina
no CIV de foliculos nas espécies equinas (AGUIAR et al., 2016), bovina (ROSSETO, et al.,
2016), caprina (CHAVES et al., 2011; DIPAZ-BERROCAL et al., 2017) e de embrides na
espécie ovina (LUNARD et al., 2012). Para o experimento foram utilizados 12 ovarios, sendo
7 fragmentos retirados de cada ovario (n= 84 fragmentos), onde cada fragmento do mesmo
ovario foi cultivado para cada concentracdo testada. Apds o cultivo os foliculos foram

submetidos a analise morfoldgica e avaliacdo in situ do desenvolvimento folicular.

4.2.2 Experimento 2: Avaliagdo da associa¢cio da insulina com FSH no CIV dos foliculos
inclusos no cortex ovariano.

Neste experimento, as concentragdes de insulina com melhor resultado no primeiro
experimento (1, 10 e 100 ng/mL de insulina) foram novamente utilizadas associadas ou nao
com FSH (Folltropin®, Tecnopec, Brasil), na concentracio fixa de 50 ng/ mL, de acordo com
estudos prévios realizados na espécie ovina (ESMAIELZADEH et al., 2013) (Tab. 1).

Para o cultivo, foram utilizados 15 ovarios, sendo retirados 8 fragmentos de cada ovario
(n= 120 fragmentos), que foram cultivados nas concentragdes de 0, 1, 10 e 100 ng/mL

associadas ou ndo ao FSH (Tab. 1).
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Tabela 1- Descricio dos grupos para o cultivo do fragmento folicular com suplementacio
de diferentes concentracdes de insulina associado ou ndo com FSH.

Grupo Conc. Insulina [ng/mL] FSH [50ng/mL]
CC 0 Ausente
IN1 1 Ausente

IN10 10 Ausente

IN100 100 Ausente

IN1FSH 1 Presente
IN10FSH 10 Presente
IN100FSH 100 Presente

CC: Grupo cultivado; IN: Insulina; FSH: Horménio foliculo estimulante.

Ap0s o cultivo, nove fragmentos do cortex ovariano de cada concentragdo da associacao
de insulina com FSH (72 fragmentos), foram submetidos a anélise morfologica e avaliagdo in
situ do desenvolvimento folicular e proliferagdo celular por imunohistoquimica. Seis
fragmentos cultivados de cada associagdo de insulina com FSH (48 fragmentos) foram usados
para a extracdo e analise de expressao génica do mRNA dos genes promotor da apoptose

(caspase 3) e da esteroidogénese (CYP-17 e CYP-19).

4.3 Coleta dos ovarios

Os ovarios (n= 27 ovarios) de ovelhas adultas, ndo prenhes, independente do estadio do
ciclo estral, foram obtidos em abatedouros comerciais do estado de Pernambuco.
Imediatamente apos a coleta, os ovarios foram lavados em élcool 70%, seguido por duas
lavagens em Meio Essencial Minimo (MEM) suplementado com 20 mM de 4cido 4-(2-
hidroxietil)-1-piperazinoetanossulfonico (HEPES). Apds a lavagem, cada par de ovario foi
adicionado a tubos contendo 20 mL de meio de MEM-HEPES suplementado com 100 pug/mL
de penicilina e 100 pg/mL de estreptomicina e transportados ao laboratério em caixas
isotérmicas a 4 °C, nas duas horas seguintes ao abate. Todos os produtos quimicos e reagentes
utilizados no presente estudo foram adquiridos da Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO, USA),

salvo indicagdo em contrario.
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4.4 Cultura in vitro de tecido ovariano

No laboratoério, foram retirados os ligamentos e tecido adiposo dos ovarios e obtidos
sete fragmentos (tamanhos de 3 x 3 x 2 mm) do cortex ovariano de cada par dos ovarios
utilizando ladminas de bisturi.

Apés a fragmentacdo, um dos fragmentos obtidos foram fixado em formalina
tamponada a 10% para posterior processamento avaliacdo da morfologia folicular (grupo
controle nao cultivado - CNC), enquanto os outros, seis fragmentos, foram submetidos ao CIV.

Os fragmentos ovarianos foram cultivados individualmente em placas de cultura de 24
pocos contendo 1 mL de MEM suplementado com 0,23 mM de piruvato, glutamina (1x-
GlutaMAX ™_gibco), 1,25 mg/mL de albumina sérica bovina (BSA), solugio de antibitico-
antimicoético (1x), sendo o meio de cultura denominado de a-MEM".

Todos os tecidos foram cultivados durante 8 dias a 39°C com 5% de CO, sendo o meio

de cultivo totalmente substituido por um meio fresco a cada 2 dias.

4.5 Anadlise morfologica e avaliacdo in situ do desenvolvimento folicular

Para avaliar a morfologia e desenvolvimento folicular os fragmentos foram submetidos
a andlise histologica de rotina. Resumidamente, os fragmentos fixados em formalina tamponada
a 10%, foram desidratados numa série gradual de etanol, clarificadas com xileno, e incluidos
em cera de parafina. Posteriormente, os blocos de parafina foram cortados com micrétomo em
espessura de 5 um, os cortes foram montados em laminas, corados com Hematoxilina-Eosina,
e examinados em microscopio optico (Olympus BX50, Japao) sob aumento de 400X.

Para a andlise do percentual de ativacdo, os foliculos foram classificados em foliculo
primordial e foliculo em desenvolvimento (transi¢do, primdrio e secundario). Os foliculos
primordiais foram caracterizados pela presenga de oocito esférico ou ovoide, completamente
rodeado por uma camada simples de células da granulosa achatadas ou pavimentosas. J& os
foliculos em desenvolvimento, incluiram os em transi¢do (com pelo menos uma célula da
granulosa com o formato cubico), primarios (com uma unica camada de células da granulosa
de morfologia cubica em torno do 06cito) e os secundarios (com odcito circundado por duas ou

mais camadas de células da granulosa de morfologia ctibica) (BERTOLDO et al., 2014).

Os foliculos foram ainda classificados como normais, quando os 00citos encontravam-
se intactos circundados por células da granulosa, bem organizadas, em uma ou mais camadas,

sem nucleo picnotico, ou foliculos degenerados que foram definidos quando apresentaram
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odcito com nucleo picnoético, retragdo citoplasmatica e/ou células da granulosa desorganizadas
(SILVA et al., 2004).

Para avaliar o crescimento, os diametros do foliculo foram medidos em micréometro
(um), sendo calculados a partir da média de duas medigdes perpendiculares (horizontal e
vertical) (JIMENEZ et al., 2016), usando um programa computacional de andlise de imagens -
Image J (Fiji 1.46) (FERREIRA; RASBAND, 2012). A andlise foi realizada em todos os

foliculos identificados nas laminas.

4.6 Avaliacdao imunohistoquimica para antigeno nuclear de proliferagdo celular (PCNA)
dos foliculos e cortex ovarino.

Para andlise de proliferacdo nuclear foram utilizados 3 fragmentos parafinados (Sum),
para cada associa¢do de insulina e FSH, do cortex ovariano de diferentes ovarios.

As seccdes do cortex ovariano foram desparafinadas com xilol e hidratadas com etanol.
Os cortes foram incubados durante a noite a 4 °C com anti-PCNA na dilui¢do 1:100 (PC10-
sc56-mouse monoclonal- IgG2a, Santa Cruz Biotechnology, Brasil) e posteriormente incubados
com histofaine, sendo revelado com substrato cromdgeno 3,3'-Diaminobenzidine (DAB). As
seccdes foram posteriormente contrastadas com hematoxilina de Harris. Uma vez montadas, as
laminas foram examinadas em microscopio Optico (Olympus BX50, Japao) sob aumento de 400
e 1000X para andlise das imagens.

As avaliagdes da expressao do PCNA presentes no cortex e dos foliculos ovarianos

foram realizadas através de quantificagdes por pixels utilizando o programa GIMP 2.8.

4.7 Quantificacdo da expressdo génica por PCR real time (qPCR)
4.1.1 Extracdo do RNA e sintese do cDNA

O RNA total foi extraido de cada fragmento do cortex ovariano apods cultivo com
insulina associada ou ndo ao FSH. Para a extracdo foi utilizado o TRI Reagent® (Sigma, St.
Louis, EUA) segundo instru¢des do fabricante. Resumidamente, os fragmentos foram
homogeneizados em 1 mL de TRI Reagent® e adicionados 200 ul de cloroférmio; apds a
separacdo da fase aquosa, o RNA foi precipitado em isopropanol e lavado em etanol a 75%
(v/v), e eluido com 40 uL de dgua isenta de nucleasse. Para eliminar a contaminagdo do DNA
gendmico todas as amostras de RNA foram tratadas com RNase-Free DNase (RQ1, Promega,
Madison, EUA). O RNA total foi quantificado na absorvancia a 260 nm utilizando o
espectrofotometro NanoVue (GE Healthcare Life Sciences Chicago, Illinois, Estados Unidos).

Para a sintese do DNA complementar (cDNA) foi utilizado 1 pg de RNA total de cada amostra,
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e o kit de transcrigdo reversa Improm-II ™ Reverse Transcription System (Promega, Madison,
EUA) segundo instrugdes do fabricante.
4.6.2 Expressdo Génica
As expressdes para o mRNA dos genes relacionados a apoptose (Caspase 3) € a

esterodogénese (CYP19, CYPI7), anteriormente descrita por Oliveira et al. (2017), foram
avaliados a partir da amplificagdo de segmentos dos genes com os oligonucleotideos iniciadores
relacionados na Tab. 2. A similaridade dos oligonucleotideos para a espécie ovina foram
analisadas no banco de dados do NCBI (BLAST-National Center for Biotechnology
Information, Bethesda, MD). As reagdes para a quantificagdo relativa (qQPCR) foram realizadas
com o kit de amplificagdo GoTaq® qPCR Master Mix, em termociclador (Rotor-Gene Q da
Qiagen®). As reagdes foram realizadas em duplicadas com controle negativo para identificar
reacgoes inespecificas.

Em cada reagdo foram utilizados 2,0 uL do cDNA, 7,5 pL GoTaq® qPCR Master Mix
(2x), 0,5 uL de primer sense e anti-sense (10 pM) e 4,5 uL de H,O Milli Q, totalizando um
volume final de 15 pL. Os seguintes ciclos foram empregados: temperatura inicial de 95°C por
2 min (ativacdo da enzima), 45 ciclos de 95 °C por 15 segundos e 60 °C por 60 segundos
(captacdo da fluorescéncia). As condi¢des do Melting foram: temperatura rampa de 60 a 95°C,
com incremento de 0,5°C/5segundos.

O gene de referéncia utilizado para normatizar as expressdes dos genes foi o ubiquitina
(UBQ), previamente descrito por Frota et al. (2011). Para determinagdo da expressao dos genes
foi utilizado a analise de quantificagdio relativa calculada pelo método 2 2 ¢ (LIVAK &

SCHMITTGEN, 2001).

Tabela 2 - Sequéncia de oligonucleotideos iniciadores para analise da expressio génica
pela qPCR.
Gene Iniciadores (5- 3) Referéncia (NCBI)

Caspase 3 F: 5’AAGCCATGGTGAAGAAGGAA3’ XM 027962551.1
R: 5'TGTCGTCCTCAAGA3’ B

CYP-17 F: 5’ ACTGAATGCCTTTGCCCTGT3” XM 012102863.2
R: 5" CTGATTATGTTGGTGACCGCC3’ B

CYP-19 F: 5CATCCTCAATACCAGGTCCCA3’ NM_001123000.1
R: 5’GGTTTCCTCTCCACATACCCA3’

Ubiquitina F: 55GAAGATGGCCGCACTCTTCTGAT3’ GI 57163956
R: 5’ ATCCTGGATCTTGGCCTTCACGTT3
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4.7 Andlise estatistica

As andlises morfométricas dos foliculos (didmetro folicular), expressdo génica e
intensidade de imunomarcacao de PCNA foram submetidas ao teste de Kolmogorov — Smirnov
e, quando os dados ndao foram considerados dentro da normalidade, os valores foram
transformados em logaritimo natural ou raiz quadrada e entdo procedeu-se a andlise de variancia
(ANOVA), seguidas de comparagdes entre as médias, pelo teste de multiplas comparagdes de
Student-Newman-Keuls (GraphPad.Prism; versao 5.0; 2007). O diametro folicular foi
apresentado em média + erro padrdo da meédia. Resultados de ativacao folicular
(primordial/desenvolvimento) e morfologia (normal/degenerado) foram apresentados em
percentuais e submetidos ao teste exato de Fischer. Valores foram considerados significativos

quando (P< 0,05).
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5 RESULTADOS

5.1 Experimento 1: Determinagdo das concentragoes de insulina no cultivo in vitro (CIV)
dos foliculos inclusos no cortex ovariano.
A porcentagem de foliculos ativados e foliculos normais no tecido nao cultivados ou

nos tecidos cultivados nas diferentes condi¢des de cultura estdo apresentados na (Tab.3). Apos
8 dias de cultivo. Em todas as condigdes de cultura, a porcentagem de foliculos ativados foi
significativamente aumentada (P<0,05), quando comparado ao controle nao cultivado. A adi¢ao
de insulina nas concentragdes de 1, 10, 100 e 1000 ng/mL, aos tecidos, afetaram a porcentagem
de foliculos ativados, quando comparados aos tecidos cultivados apenas em o-MEM (Tabela 3,
P<0,05). Entretanto, a porcentagem de foliculos ativados ndo diferiu (P>0,05) entre o grupo
suplementado com 10.000 de insulina e o grupo sem suplementacao (0 ng/mL). Os maiores
percentuais de ativacdo foram observados quando os tecidos foram cultivados nas

concentragdes de 1 e 100 ng/mL do hormoénio (P < 0,05) (Tab.3).

Tabela 3. Percentual de foliculos ativados e com a morfologia preservada apés cultivo de
fragmentos ovarianos de ovelhas com diferentes concentracdes de insulina.

Grupo (ng/mL) N° de Foliculos % Ativados % Normais

CNC 223 47,53* 68,16*

0 187 70,05a 83,96a

1 289 86,51de 91,35b

10 135 80,74bcd 91,85b

100 130 91,54¢ 90,0ab

1.000 152 82,89cd 88,82ab
10.000 141 78,72abc 87,94ab

ab: Letras diferentes nas colunas representam diferenca significativa entre as concentragdes (P<0,05);
*Diferenca significativa com todos os tratamentos; CNC: Controle nao Cultivado.

A porcentagem de foliculos morfologicamente normais foi significativamente maior
(P<0,05; Fig. 5) para os tecidos cultivados em 1 ¢ 10 ng/mL de insulina comparado aos tecidos
cultivados apenas em a-MEM". Entretanto, nenhuma diferenga significativa foi observada

comparada as outras concentracdes de insulina (100, 1.000 e 10.000 ng/mL) (Tab. 3).
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Figura 5- Analise histologica de fragmentos ovarianos ovinos corados com hematoxilina e eosina, apos 8
dias de cultivo com insulina. Imagem (A) e (B). Foliculo degenerado (D), foliculo normal (N).

Os diametros foliculares foram mensurados e estdo apresentados na figura 6. Quando
comparado com os tecidos cultivados apenas em a-MEM", nenhuma diferenca sifnificativa no
didmetro de foliculos unilaminares, isto ¢ foliculos primordiais, transi¢do e primario, foi
observado quando os tecidos foram cultivados por 8 dias em todos os meios testados (P > 0,05),
exceto quando os tecidos foram cultivados com 10.000 ng/mL de insulina. Nesta concentragado
de insulina (10.000 ng/mL), houve uma redug¢do significativa no didmetro folicular quando
comparado aos tecidos cultivados apenas em o-MEM" ¢ * e nas categorias em transi¢do e
primario na concentragdo 1 ng/mL (P < 0,05). Quando comparado entre as diferentes
concentracoes de insulina apds 8 dias, o didmetro folicular (foliculo transi¢ao e primario) foram
maiores quando os tecidos foram cultivados em 1 e 1.000 ng/mL (P < 0,05) do que quando
cultivados na concentragdo de 10.000 ng/mL; entretanto, ndo houve diferenca entre os foliculos
cultivados em 1, 10, 100 ou 1.000 ng/mL (P > 0,05) foi observada a diminui¢cao do didametro
folicular (P<0,05. Quando os fragmentos foram submetidos com a suplementa¢ao do hormdnio
na concentragdo de 10 pg/mL foi observado a diminuicdo do didmetro folicular (P<0,05),
quando comparado com as categorias primordial, transi¢do e primario do grupo cultivado sem
insulina (0 pg/mL), com categorias transi¢do e primario do grupo 0,001 pg/mL, categoria
primario do grupo 0,1 pg/mL e as categorias transi¢ao e primario do grupo 1 pg/mL de insulina

(Fig.6).
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Figura 6. DiAmetro médio dos foliculos de acordo com a categoria, apés 8 dias de cultivo de fragmentos
ovarianos de ovelhas com diferentes concentracgdes de insulina.

a,b: Diferenca significava entre as mesmas categorias foliculares nas diferentes concentracoes de insulina
com P<0,05.

5.2 Experimento 2: Avaliag¢do da associagdo da insulina com FSH no CIV dos foliculos
inclusos no cortex ovariano.

A porcentagem de foliculos ativados e morfologicamente normais dos tecidos
cultivados e ndo cultivados estdo apresentados na (Tab. 4). Apds 8 dias de cultivo com as
concentragoes de insulina (1, 10 e 100 ng/mL) associado com ou nao com FSH, apresentaram
uma maior ativagdo (P < 0,05) nos grupos IN10, INTFSH, IN10FSH e IN100FSH.

Do mesmo modo, a porcentagem de foliculos morfologicamente normais foi
significativamente maior na concentragao de 10 ng/mL com e sem FSH (IN10 e IN10FSH) (P
< 0,05) quando comparado aos outros grupos cultivados (Tab.4). Com relagdo ao crescimento
folicular e do odcito, avaliados através da medi¢cdo do didmetro, foi observado que ndo houve
diferenga significativa entre as associa¢des dos hormonios (P > 0,05) sobre os foliculos

primordiais, transi¢ao, primario e secundario.
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Tabela 4 - Percentual de foliculos ativados e com a morfologia preservada apés cultivo de fragmentos
ovarianos de ovelhas com diferentes concentrac¢oes de insulina associada com FSH.

Grupos N° de foliculos % Normais % ativados
CNC 150 83,33* 84%*
CC 106 78,30a 75 a
IN1 112 77,68 a 78,8 a
IN10 184 93,48 b 90,8 b
IN 100 91 81,32 a 79,1 a
IN 1 FSH 88 81,82 a 92b
IN 10 FSH 122 95,90 b 90,2 b
IN 100 FSH 100 76,00 a 9 b

a,b: Nas colunas representa diferenca significativa entre as concentracdes (P<0,05); *Diferenca significativa

com todos os tratamentos; CNC: Controle nao Cultivado.

A imunorreatividade para PCNA foi observada no odcito de foliculos em todos os
estagios de desenvolvimento (primordial, transicdo, primario e secundario; Fig. 8 A-F), em
todos os grupos experimentais. Entretanto, a marcagdo nas células da granulosas foi observada
apenas no grupo nao cultivado (CNC) (Fig. 8A). A andlise do pixel para marcacdo do PCNA
no cortex ovariano demonstrou que os grupos INIFSH, IN10FSH e IN100FSH apresentaram
maior taxa de pixel para analise por imunohistoquimica, para determinagdo a localizagao do
PCNA, permitiu identificar que o antigeno de proliferagdo estava presente no oo6cito em todos
os grupos INIFSH, IN10FSH e IN100FSH apresentaram maior taxa de pixel para imunorreagao
positiva para PCNA quando comparado aos tratamentos cultivados (P < 0,05) (Graf. 8).
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Figura 7 - Marcac¢do do antigeno de proliferacio celular (PCNA) por imunohistoquimica; Controle nio
cultivado (A e B), tratamento insulina (C e D), tratamentos insulina + FSH (E e F). Marcacio positiva;
célula da granuloesa (CG), odcito (O). Imagem A (400X); imagem B, C, D, E, F (1000X).
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Figura 8 - Deteccio do pixel da marcaciao do PCNA no cortex folicular, apos cultivo de fragmentos ovarianos
de ovelhas com as associacoes de insulina com FSH.

a,b: No grafico representa diferenca significativa entre as concentracdes (P<0,05); *Diferenca significativa
com todos os tratamentos; CNC: Controle nao Cultivado.

A andlise da quantificagdo relativa para determinagao dos niveis de expressao do mRNA
para os genes caspase 3, CYP17 e CYP19 demonstrou que foram evidenciadas a expressao dos
genes em estudo (Fig. 9). Os grupos IN10, IN100, IN10FSH e IN100FSH apresentaram menor
expressao do mRNA do gene caspase 3 com relagdo ao grupo IN1FSH (P < 0,05), entretanto
entre os outros grupos nao foram identificadas diferencas significativas (P > 0,05). Nao houve
diferenca significava entre os genes CYP17 ¢ CYP19 nos grupos analisados (P > 0,05). O
mRNA para o gene da caspase 3 no grupo CNC apresentam baixos niveis de expressdo o qual

impossibilitou a sua analise.
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Figura 9 - Quantificacio relativa do mRNA para os genes da caspase-3, CYP-19 e CYP-17 no fragmento
do cortex ovariano apos cultivo com insulina associada ou nio ao FSH
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6 DISCUSSAO

Os resultados deste estudo demonstraram que a insulina afeta o desenvolvimento de
foliculos ovarianos cultivados in vitro na espécie ovina, especialmente sobre a ativagdo e
morfologia dos foliculos apos os 8 dias de CIV dos fragmentos ovarianos. Este ¢ um dado
importante porque até agora curvas de concentracdo e sua associagdo com o FSH ainda nao
havia sido demonstrado.

Em nosso estudo a insulina sozinha permitiu a ativacao dos foliculos primordiais
no CIV, poucas substancias estudadas demonstraram esta capacidade, especialmente em meio
isento de gonadotrofinas, soro fetal bovino e de outros fatores fundamentais ao processo do
desenvolvimento folicular (CORTVRINDT et al., 1997; FIGUEIREDO et al., 2011; LUZ et
al., 2012). Ao comparar o meio base de cultivo utilizado em nosso estudo (a-MEM™") aos meios
de cultivo que determinaram a influéncia da insulina sobre o crescimentos nas outras espécies,
ndo suplementamos com componentes como FSH, selénio, transferrina, acido ascorbico e
hipoxantina, os quais associados com a insulina poderiam regular o crescimento folicular
(CECCONTI et al., 1999; DURLE]J et al., 2008; SARAIVA et al., 2008; ROSSETO et al., 2009;
MONDAL et al., 2015).

A insulina tem sido implicada na ativagao de foliculos ovarianos primordiais através da
sinalizacdo da fosfatidilinositol 3-quinase (PI3K), estimulada pela ligacdo da insulina ao seu
receptor, esta via ao ser ativada permite a formagdo de substratos que atuam sobre o
crescimento, diferenciacdo celular, diminuicdo da apoptose e aumento da sintese proteica
(DUPONT; SCARAMUZZI, 2016), com isso, sugerimos que a sinaliza¢do da via PI3K esteja
relacionado aos resultados deste estudo. Entretanto, ha a necessidade da realizagao de novos
experimentos para elucidar os mecanismos pelos quais a insulina influencia o desenvolvimento
folicular na espécie ovina.

O menor diametro folicular observado nas categorias iniciais do desenvolvimento
folicular (primordial, transi¢ao e priméario) no grupo suplementado com 10.000 ng /mL quando
comparado as outras concentragdes, bem como a ativagao folicular deste grupo nao ter sido
diferente do grupo sem suplementacdo de insulina, sugere que a insulina em altas
concentragdes, no CIV de foliculos ovarianos na espécie ovina, ndo promove a ativagao e inibe
o crescimento inicial dos foliculos. Este efeito hiperinsulinico ja foi demonstrado por Chaves
et al. (2011), que determinaram que a suplementagdo de insulina no cultivo de foliculos pré-
antrais isolados da espécie caprina, na concentragdo de 10.000 ng/mL, diminui a taxa de
formag¢do do antro e a sobrevivéncia folicular. Também Dipaz-Berrocala et al. (2017)

observaram que o cultivo de foliculos caprinos inclusos no cortex ovariano com baixa
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concentragcdo de insulina (10 ng/mL) comparado com altas concentragdes (10.000 ng/mL)
permitiu um maior percentual de foliculos normais.

O efeito sobre o crescimento e ativacdo que a alta concentragdao de insulina promove,
no CIV de foliculos da espécie ovina, pode estar relacionado ao bloqueio da via PI3K, uma vez
que niveis elevados do hormdnio podem regular negativamente esta via pela hiperestimulacao
da fosfatidilinositol 3,4,5-trifosfato (PIP3) afetando com isso o crescimento e diferenciacdo
celular (WIJESEKARA et al., 2005; SLEEMAN et al., 2005). Apesar dos efeitos que a alta
concentracao de insulina promoveu nos foliculos, o hormonio preservou a morfologia folicular,
apods o CIV, em todas as concentragdes que os fragmentos ovarianos foram submetidos.

No primeiro experimento, o maior percentual de foliculos normais nos grupos
submetidos ao cultivo com baixas concentragdes de insulina (1 e 10 ng/mL), em relagao ao
grupo sem suplementagdao, ¢ a nao diferenca dos outros grupos, indica que o hormdnio
contribuiu para a manuten¢ao da morfologia folicular ap6s os oito dias de CIV. Da mesma
forma, nas espécies bovina (ROSSETO et.al., 2016) e equina (AGUIAR et al., 2016), a insulina
permitiu a sobrevivéncia de foliculos pré-antrais apos o CIV, obtendo os melhores resultados
na concentracao de 10 ng/mL, em ambas as espécies.

O destaque das concentragdes de 1, 10 e 100 ng/mL de insulina, no primeiro
experimento com relagdo a ativacdo e morfologia, permitiu estudar a associa¢do destas
concentragdes de insulina com FSH no segundo experimento. A partir dos resultados dos
cultivos com as associagdes observou-se que o FSH potencializou o efeito da insulina, em todas
as concentragdes, sobre a ativacdo dos foliculos primordiais. Chaves et. al.,, (2012)
demonstraram que a associacdo de insulina a 10 ng/mL com FSH (IN10FSH) permitiu o
desenvolvimento e sobrevivéncia folicular e maiores niveis de CYP19 em foliculos isolados de
caprinos. A concentragdo de insulina referente ao grupo IN1 apresentou o mesmo percentual de
ativacdo de todas as associagdes das concentracdes de insulina e FSH (IN1FSH, IN10OFSH e
IN100 FSH).

A suplementa¢do da insulina sozinha ou associada ao FSH, apos os oito dias de cultivo,
nao possuiu efeito de promover o aumento do didmetro folicular, podendo-se admitir que o
hormonio sozinho nao tem ac¢do direta na promogao do crescimento folicular na espécie ovina,
nas condi¢des dos experimentos. O mecanismo pelo qual a concentragdo do hormoénio atua,
sobre o crescimento no CIV, parece ser espécie especifica. Em caprinos esta acao foi observada
na concentracao de 10 ng/mL de insulina associada ao FSH (CHAVES et al., 2012), na mesma
espécie Dipaz-Berrocala et. al. (2017) demonstraram que a insulina nas concentragdes de 10 e

10.000 ng/mL associada ou ndo ha fatores de crescimento ndo apresentaram diferenca no
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diametro folicular. Contudo, na espécie bovina, nas concentragdes de 5 e 10 ng/mL (ROSSETO
et.al., 2016) e na equina, na concentracao de 10 ng/mL (AGUIAR et al., 2016), foi observada
esta acao.

Estudos prévios demonstraram que o FSH na concentracao de 50 ng/mL no cultivo in
vitro de fragmentos do cortex ovariano ovino (ESMAIELZADEH et al. 2013) e a associagao
de insulina com FSH no CIV de foliculos isolados em caprinos (CHAVES et al., 2012),
promoveram o aumento do didmetro folicular e do odcito. No entanto em nossos experimentos,
estes efeitos dos hormonios sobre o foliculo ndo foram observados.

O antigeno do PCNA ndo foi identificado nas células da granulosa em nenhum dos
tratamentos do segundo experimento, no entanto, no grupo controle ndo cultivado (CNC), no
qual o fragmento do cortex representaria as condi¢oes fisiologicas da ovelha no momento da
coleta, foram observadas marcagdes positivas nestas células. Este resultado indica que as
condicdes fisiologicas nas quais os foliculos se encontram, possuem fatores que podem
promover a proliferacdo nuclear das células da unidade folicular (OKTAY et al., 2000). O
cultivo com todas as associagoes de insulina e FSH resultou em uma maior percentagem de
c¢lulas marcadas para PCNA na matriz extra folicular, o que, de uma maneira indireta, poderia
representar a influéncia destas células sobre o desenvolvimento e a preservagao da morfologia
folicular.

Apesar dos oocitos de foliculos em transicdo e primario cultivados com a insulina
sozinha ou associada com FSH apresentarem marcagao positiva para o PCNA, parece que este
evento nao esta relacionado a sua fungao de crescimento e atividade de ciclo celular (WANDJI
et al., 1996), pois os tratamentos ndo permitiram o crescimento folicular nem prolifera¢do da
granulosa, mas sim a identificacdo e reparo de danos ao DNA (DOWNEY et al., 1990) durante
a sua sintese na fase S (BRAVO; BRAVO 1987; TAN et al., 1987). Dipaz-Berrocala et al.
(2017) identificaram que o cultivo do cortex ovariano da espécie caprina suplementado com
insulina, nas concentracdes de 10 e 10.000 ng/mL, associado ou ndo com fatores de
crescimento, também resultou em marcagdes do PCNA no odcito mas nao nas células da
granulosa. Apos avaliacao dos resultados das analises histoldgicas e da imunohistoquimica
pode-se supor que a insulina, na espécie ovina, permite uma modificagdo na morfologia das
células da granulosa, do formato pavimentoso para cubico, sem afetar o desenvolvimento

folicular por ndo permitir a identificagdo do PCNA nessas células.
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Apesar dos resultados da expressdo do mRNA do gene promotor da apoptose (caspase
3) demonstrar que a diferenca esta relacionado aos grupos IN10, IN100, IN10FSH e IN100FSH
com relagao a IN1FSH, parece haver uma tendéncia da insulina na concentragao de 10 ng/mL
com e sem FSH (IN10 e IN10 FSH) sobre os niveis baixos do mRNA para a caspase 3. Quanto
menor os niveis da caspase nos tecidos, menor sera os efeitos da degeneragao dos foliculos por
apoptose (HUSSEIN, 2005). Estudos prévios demonstraram que had uma regulagido da insulina
e FSH sobre a morte celular por estimular a sinalizacao da via PI3K/AKT (FAN et al., 2008).
Estes efeitos foram demonstrados, no CIV, sobre a manutengdo da morfologia e viabilidade
folicular em diversas espécies; em caprinos (associada com FSH - CHAVES et al, 2012; e
associado com fatores de crescimento DIPAZ-BERROCAL et al., 2017 ), bovinos (ROSSETO
etal., 2013) e equinos (AGUIAR etal., 2016).

Ao quantificarmos os genes da esteroidogénese, observamos uma grande varia¢ao na
expressao do mRNA para CYP17 e CYP19, impossibilitando determinar seus niveis em relagao
aos tratamentos hormonais. Estd variacdo estd relacionado a variagdo da classe folicular
presente nos tecidos cultivados e ndo cultivados o que permitiria expressar niveis diferentes de
mRNA. Apesar disso, ¢ possivel estabelecer que ha uma atividade inicial na producdo de
esteroides. Chaves et al. (2012) demonstraram que a associa¢do de insulina com FSH no CIV

de foliculos pré-antrais isolados de caprino, aumentou os niveis de mRNA para o gene CYP19.

7 CONCLUSAO

Os resultados deste estudo permitiram concluir que a suplementa¢dao de insulina no
cultivo in vitro de fragmentos ovarianos de ovelhas, sozinha ou associada com FSH atua de
forma dose-dependente na ativagdo folicular, preservando a morfologia, mas sem alterar o
diametro folicular. Em alta concentracdo (10.000 ng/mL), a insulina possui efeito inibitdrio
sobre o crescimento inicial dos foliculos. Conclui-se, ainda, que a insulina pode reduzir a
expressdo de genes relacionados com a apoptose (caspase 3), quando em concentragdes

intermediarias (10 e 100 ng/mL) e especialmente associadas ao FSH.
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