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INFLUENCIA DE DIFERENTES FONTES E CONCENTRACOES DO HORMONIO FOLICULO

ESTIMULANTE SOBRE O DESENVOLVIMENTO FOLICULAR E A COMPETENCIA DE OOCITOS
OVARIANOS.
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RESUMO

O objetivo desse estudo foi avaliar o efeito de diferentes fontes e concentragdes de FSH no cultivo de
foliculos pré-antrais e antrais iniciais. Para tanto, apds coleta dos ovarios, foram obtidos foliculos pré-antrais
secundarios (150 - 250 um) e antrais iniciais (300 - 400 pm). Realizou-se o cultivo folicular com base em uma
curva concentracao resposta de recombinante humano (FSHrh), nas seguintes concentracées: 0, 10, 50 e 100
mUI/mL (Fase I); e, com FSH pituitdrio porcino (FSHpp); 0, 100, 200, 500 mIU/mL, em que foi comparado
com a melhor concentragdao de FSHrh (50 mUI / mL) definida na Fase I, e com FSH recombinante bovino
(FSHrb) (100 ng/mL) - (Fase II). Apds cultivo, odcitos foram selecionados para maturacao in vitro. . Avaliou-se
morfologia folicular, taxa de crescimento, formagao de antro, viabilidade oocitéria e percentual de maturagao
in vitro: na Fase I, em foliculos antrais, a adicdo de FSH 50 mUI/mL aumentou o didametro folicular e taxa de
crescimento, percentagem de odcitos desenvolvidos e diametro oocitério (P< 0,05), ndo acontecendo o
mesmo para foliculos pré-antrais. Ja com relacdo a Fase II, no que se refere ao didmetro médio de odcitos
viaveis = 110 um, na categoria de foliculos antrais, o tratamento FSHrh resultou em maior diametro (P 0,05).
Em conclusao, durante o cultivo in vitro, as diferentes categorias foliculares (pré-antrais e antrais iniciais)
demonstraram diferentes respostas estégio-especifica as diferentes fontes de FSH.
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INTRODUCAO

O Hormonio Foliculo Estimulante-FSH desempenha papel fundamental na regulagédo das fungdes gonadais,
sendo produzido e secretado pela glandula hipéfise como uma glicoproteina de elevada heterogeneidade
(ULLOA-AGUIRRE et al., 1995). Esta gonadotrofina é indispenséavel para o desenvolvimento e maturacao das
gonadas na puberdade e producdo de gametas durante a fase fértil da vida, além de ser implicada na
ovulacdo. As agoes do FSH sdo mediadas nas células somaticas ovarianas através de receptores especificos
da superficie celular (MIN] et al., 2008).

In vivo, o FSH tem sido amplamente utilizado em programas de estimulacdo ovariana nas diversas espécies
(humana: AGARWAL et al., 2000; caprina: BALDASSARRE E KARATZAS, 2004; bovina: BENYEI E BARROS,
1999). Um dos motivos para que o FSH tenha sido muito utilizado para humanos é o fato de que a
preservacao da fertilidade de jovens mulheres em idade reprodutiva tem se tornado um dos grandes desafios
da medicina, ja que a maioria dos tratamentos contra o cancer pode causar insuficiéncia ovariana prematura,
devido a toxicidade ovariana dos agentes quimioterapicos.

Diante de tudo que foi exposto, formulou-se entdao o seguinte problema: diferentes fontes e concentracoes de
FSH, quando adicionado ao meio de cultivo, influenciam o desenvolvimento de foliculos pré-antrais e antrais
iniciais e a subsequente maturacdo de odcitos oriundos desses foliculos previamente cultivados in vitro? Essa
pesquisa objetivou avaliar as diferentes fontes e concentracdes do FSH no cultivo in vitro de foliculos pré-
antrais e antrais iniciais isolados de origem caprina, com o intuito de elaborar um sistema de cultivo eficiente
para melhorar as taxas de maturagao de o6citos oriundos de foliculos crescidos in vitro.

METODOLOGIA

No tocante a metodologia, a mesma aconteceu em duas Fases a saber: Fase I - Curva concentracdo-resposta
do Hormonio Foliculo Estimulante Humano recombinante humano (FSHrh) e Fase II - Curva concentragao-
resposta do FSH pituitério porcino (FSHpp) em comparacao ao FSH recombinante bovino (FSHrb) e FSHrh.
Para tanto, foliculos pré-antrais (150 - 250 pm) e antrais iniciais (300 - 400 pum) foram obtidos de cabras
adultas mesticas (com idade entre 1 e 3 anos)em abatedouro local, e transportados para o laboratério em
MEM-HEPES dentro de 1 a 4 ° C (CHAVES et al., 2008).

Uma vez obtidos, os foliculos foram distribuidos aleatoriamente e cultivados em alfa-meio essencial minimo
suplementado (a-MEM+) (meio controle) na auséncia ou presenca de uma curva concentragdo-resposta com
FSH recombinante humano (FSHrh), nas seguintes concentracoes: 0, 10, 50 e 100 mUI/mL (Fase I); e, com
FSH pituitério porcino (FSHpp), nas seguintes concentragoes: 0, 100, 200, 500 mIU/mL, em que foi
comparado com a melhor concentracao de FSHrh (50 mUI / mL) definida na Fase I, e com FSH recombinante
bovino (FSHrb) (100 ng/mL) - (Fase II). As concentra¢des de FSH recombinante bovino (100 ng/mL) e FSH
recombinante humano (50 mUI mL) foram definidas em experimentos anteriores (FERREIRA et al., 2016;
FERREIRA et al., 2018).

Apoés 18 dias de cultivo, odcitos maiores que 110 pm foram selecionados para a maturacao in vitro. Os
parametros avaliados foram morfologia folicular, taxa de crescimento e formacao de antro, viabilidade,
extrusdo e taxa de recuperacdo oocitéria e percentual de maturacgdo in vitro.

Avaliacao do desenvolvimento folicular ocorreu basicamente da seguinte forma: a cada 6 dias de cultivo, os
foliculos foram classificados como normais, extrusos ou degenerados, de acordo com caracteristicas
morfoldgicas (SA et al., 2017). Em seguida, calculou-se a taxa de crescimento folicular considerando o
diametro de foliculos normais no dia 18, menos o diametro dos foliculos normais no dia 0, dividido por 18
dias de cultivo. A formacdo da cavidade antral foi definida como uma cavidade translicida visivel dentro das
camadas das células da granulosa.

Na maturagao in vitro (MIV), a taxa de recuperagdo oocitéaria foi calculada dividindo-se o nimero de odcitos
=110 pm de didametro (zona pelicida ndo incluida) pelo nimero de foliculos vidveis ao final do cultivo e
multiplicando esse valor por 100 (FERREIRA et al., 2016). A viabilidade dos o6citos e a configuracao da
cromatina em maturacgdo foram avaliadas por microscopia de fluorescéncia (Nikon, Eclipse 80i, Toquio,
Japdo). Apds a MIV, os odcitos foram desnudos mecanicamente e incubados em grupos de 10 em 100 pL-
gotas de meio PBS.

Para ambas as fases, todas as analises estatisticas foram feitas utilizando o Sigma Plot versao 11.0 (Systat
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Software Inc.) e os dados foram mostrados como média (+ E.P.M.) e percentagem. As variaveis de proporcao
foram analisadas entre os tratamentos pelos testes de Qui-quadrado e exato de Fisher. As medias entre os
tratamentos foram comparativamente avaliadas por ANOVA e teste de Tukey, em que o teste t-pareado foi
utilizado para analisar o efeito do tratamento dentro dos dias de cultivo. Uma probabilidade de P < 0,05
indicou que houve diferenca significativa, e valores entre P > 0,05 e = 01 foram considerados como
significado aproximado.

O trabalho foi devidamente submetido e aprovado a Comissdo de Etica para o Uso de Animais (CEUA) da
Universidade Estadual do Ceara (UECE), sob o nimero de protocolo 2422377-2016.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Este estudo comparou pela primeira vez, sob as mesmas condigdes experimentais, o efeito da estimulacdo de
FSHrh no cultivo in vitro de foliculos pré-antrais e antrais iniciais caprinos. Os dados indicam claramente que
os foliculos pré-antrais e antrais responderam diferentemente a estimulacdo com FSHrh no que diz respeito
ao crescimento folicular e oocitario, retomada meiética do odcito e maturacdo. Neste estudo, especificamente
na Fase 1 e independentemente da categoria folicular, a adicdo de FSHrh ndo afetou os percentuais de
foliculos integros, extrusos e degenerados quando comparados ao controle. Além disso, ndo houve efeito da
adicao de FSHrh na formacéao de antro durante o cultivo in vitro de foliculos pré-antrais. A auséncia de efeito
do FSHrh nos parametros acima mencionados pode ser explicada pela presenga de insulina no meio de base.
Estudos mostraram que a insulina é um fator de sobrevivéncia que estimula a proliferagao celular e contribui
para o desenvolvimento folicular (GUTIERREZ et al., 2000; CHAVES et al., 2012; AMIN et al., 2013).

Um dos novos achados do presente estudo foi o efeito estagio especifico e o efeito dependente da
concentragdo de FSHrh no cultivo in vitro de foliculos isolados de cabras. Os dados indicam que a adig¢do de
FSH a 50 mUI/mL melhorou a taxa de crescimento folicular didria de o6citos completamente desenvolvidos e
maturacdo oocitaria, apods cultivo de foliculo antral, mas ndo teve efeito positivo no cultivo in vitro de
foliculos pré-antrais. Além disso, nesta categoria folicular, o tratamento com FSH a 10 e 100 mUI/mL reduziu
a percentagem de oécitos em metafase (MII) em comparacdao ao grupo controle, conforme pode ser
observado na Tabela 1. Vérios estudos tém demonstrado que a concentracao adequada de FSH para o cultivo
in vitro de foliculos pré-antrais variava de 1 para 2000 mUI/mL (PARK et al., 2012; ROCHA et al., 2014; IHM
et al., 2015). Além disso, as concentragdes ideais de FSH variam com as espécies animais, horménios e
fatores de crescimento presentes no meio de base, e fonte de FSH (XU et al., 1995).

(x]

Com relagdo a Fase II, a adicdo de FSHrb em foliculos antrais resultou na auséncia do oécito em MII, com
nenhuma diferenca (P>0,05) dos outros tratamentos. Na mesma categoria folicular, a percentagem de
eficiéncia de MII (%MII/retomada meidtica) foi superior nos tratamentos FSHpp10 e FSHrh, quando
comparados ao controle. Para foliculos pré-antrais, a auséncia de MII e, consequentemente, a eficiéncia de
MII, ocorreu nos tratamentos FSHpp100 e FSHrh, como nenhuma diferenca (P>0,05) dos outros
tratamentos.

Na Fase II, em relacdo ao diametro médio de odcitos viaveis = 110 pm, na categoria de foliculos antrais, o
tratamento FSHrh resultou em maior didmetro do que o FSHrb, embora eles ndo tenham diferido dos outros
tratamentos. Para foliculos pré-antrais, a adigao de FSH nao melhorou o didmetro de od6citos completamente
crescidos (P > 0,05). A adicdo de FSHrb, em foliculos antrais, resultou na auséncia de odcitos em MII, sem
diferenca (P>0,05) do grupo controle, e os outros tratamentos nao diferiram entre eles (P > 0,05). Na mesma
categoria folicular, a percentagem de eficiéncia de MII (%MIl/retomada meidtica) foi superior nos
tratamentos FSHpp10 e FSHrh, quando comparados ao controle. Para foliculos pré-antrais, a auséncia de
MII ocorreu nos tratamentos FSHpp100 e FSHrh, sem diferenca de FSHpp10, e os outros tratamentos nao
diferiram entre eles (P > 0,05) conforme pode ser visto na Tabela 2. Xu et al. (2011) demostraram que o LH
junto ao FSH funcionou como fator relevante para maturacao oocitaria até a fase de meiose II, sendo
utilizado em experimentos com ratos. Contudo, ao ser testado em primatas nao humanos (macaco Rhesus),
esta combinagao promoveu reducao da viabilidade oocitaria, sendo alcangados resultados melhores ao se
utilizar somente FSH, o que indica quanto maior a especificidade em conhecer determinados tipos de FSH,
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maior sera a chance de alcancar resultados mais eficazes, no nosso caso, este sendo representado pelo
FSHrh, cabendo ainda mais estudos com foco na tematica em questdo.

=]

CONCLUSOES

Em conclusao, durante o cultivo in vitro, as diferentes categorias foliculares (pré-antrais e foliculos antrais
iniciais) demonstraram diferentes respostas estagio-especifica as diferentes fontes de FSH, observando
independentemente do tipo de FSH, uma influéncia maior em foliculos antrais iniciais do que nos pré-antrais.
Além disso, para um resultado mais desejavel da maturacao oocitaria dos foliculos antrais iniciais,
recomenda-se o uso de FSHrh a 50 mUI/mL ou FSHp a 10 mUI/mL.
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