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RESUMO

O odcito e as células do cumulus apresentam uma comunicagdo bi-direcional através de
projecdes que atravessam a zona pelicida, sendo fundamental no transporte de aminoacidos
para o crescimento ¢ maturagdo oocitaria. O o6cito regula diversas fungdes das células do
cumulus que o rodeiam e ¢ o responsavel por manté-las diferenciadas das demais. Desta
forma, estas células tém se mostrado de grande utilidade para pesquisa, pois podem manter o
estado menos indiferenciado in vitro, semelhantes as fases iniciais de desenvolvimento
folicular e, portanto, ideais para estudos que visam entender melhor o processo de
diferenciagdo celular durante a foliculogénese, bem como as interagdes hormonais que
ocorrem neste periodo. Diversos trabalhos tém sugerido a agdo sinérgica do FSH e do IGF-1
na esteroidogénese, através da estimulacdo das mesmas vias metabdlicas, porém com grande
variabilidade dos resultados entre as espécies. Neste trabalho, as células do cumulus foram
coletadas durante o procedimento de FIV na Clinica Proser, e posteriormente cultivadas em
meio DMEM modificado, na concentragdo final de 5x10* células/pogo. Para ambos
experimentos as células foram cultivadas em incubadora por 24h antes dos tratamentos
especificos de cada grupo. Para o transporte de ['*C]MeAIB foram feitos 3 grupos: 1) grupo
controle; 2) grupo FSH; 3) grupo IGF-1+FSH. Todos os grupos foram cultivados por 24h em
meio DMEM, sendo acrescido 25ng/mL de IGF-1 ao grupo IGF-1+FSH. Posteriormente, as
células foram incubadas a 37°C por 45 min em meio HBSS acrescido de 0,2 pCi/mL de
['*C]MeAIB por amostra. Foi adicionado ao meio de incubagio 75 mIU/ml de FSH nos
grupos FSH e IGF-1+FSH. A reacdo foi encerrada com colocagdo das placas em gelo e o
meio foi retirado da placa e congelado. As células foram lavadas com HBSS a 4°C e 0,5
mL/poco de agua foi adicionado antes de serem congeladas a -20°C. Para a contagem do
radioativo, as células foram descongeladas, sonicadas e centrifugadas a 800g por 10min.
Aliquotas de 100 pL foram retiradas de todas as amostras (meio interno e externo) e
colocadas em 1,5mL de liquido de cintilagdo para a mensura¢do da radioatividade em
espectrometro de cintilacdo liquida LKB beta modelo 1215. A dosagem de proteina das
amostras foi realizada segundo o método de Lowry. Os resultados foram expressos pela
relacdo entre radioatividade das células e a radioatividade do meio de incubagdo. Para a
dosagem de 17B-estradiol as células foram cultivadas nas mesmas condi¢cdes conforme o
experimento anterior. Apds 24 horas de cultivo, as células foram divididas em quatro grupos:
1)grupo controle: somente o meio de cultivo; 2) grupo FSH: foi adicionado 75mUI de FSH ao

meio; 3) grupo IGF-1: foi adicionado na concentragdo de 25ng IGF-1/mL ao meio; 4) grupo



FSH+IGF-1: foi adicionado FSH (75mUI/mL) e IGF-1 (25ng/mL) ao meio. Ao final de 24h
de cultivo, o meio foi congelado a -20°C. O meio foi diluido na propor¢dao 1:10 no meio
tampao do kit. Posteriormente, a mensuragao do 178-estradiol foi feita por Elisa, utilizando-se
o kit comercial 17B-estradiol EIA kit. Foram utilizados os seguintes itens para correlagdo com
os parametros experimentais: a idade e o nimero de odcitos MII que foram submetidos a
ICSI. Para a andlise estatistica foram feitos os testes: ANOVA de uma via seguido de pods-
teste de Bonferroni, Shapiro-Wilk para avaliagdo da distribui¢do dos dados, Kruskal-Wallis e
coefeciente de correlagdo de Pearson’s. As diferencas foram consideradas significativas
quando P<0,05. Foi encontrado uma forte correlagdo negativa entre o nimero de odcitos MII
e o transporte de [*C]MeAIB (n=5; P=0,03). Nio foi encontrado correlagio entre o transporte
de ['*C]MeAIB com a idade das pacientes, sendo o valore de P> 0,05. A incubagdo com FSH
(75 mUI/mL) e o cultivo com IGF-1 (25ng/mL) durante 24h ndo estimularam o transporte de
["*C]MeAIB nas células do cumulus humanas (n=5; P=0,620). O cultivo com a adicdo de
FSH, IGF-1 ou ambos por 24h ndo aumentou a secre¢ao de 17B-estradiol (pg/mL) no meio de
cultura, comparado ao grupo controle (n= 7; P = 0,855). Em relagdo a concentracdo de 1783-
estradiol nas células do cumulus nao tratadas, ndo foi encontrado nenhuma correlagao entre os
parametros avaliados de idade e nimero de odcitos MII (n=7) P> 0,05. Podemos concluir que
o sistema A de transporte de aminoacidos estd presente em células do cumulus humanas,
sendo que a taxa basal ¢ inversamente proporcional ao nimero de odcitos MII coletados.
Provavelmente, o IGF-1 ndo ocasiona um aumento direto na expressdo do FSHR, uma vez
que quando adicionado ao meio de cutivo ndo estimulou os parametros analizados
comparados aos grupos com somente FSH. Além disso, quando adicionado IGF-1 sozinho ao
meio de cultura das células do cumulus, nenhuma alteracdo na producao de 17B-estradiol foi
observada, sugerindo que o IGF-1 ndo tenha um efeito direto na esteroidogénese destas
células. Portanto, embora existam diversos trabalhos que tem auxiliado na compreensdo da
interagdo entre o IGF-1 e o FSH na diferenciagcdo celular durante a foliculogénese, ainda
faltam pontos cruciais neste processo em cé¢lulas humanas. Da mesma forma, sdo necessarios
mais estudos que caracterizem as células do cumulus, bem como a sua interagdo com o oocito,
para que possamos aplicar estes conhecimentos com a finalidade de melhorar as taxas de MIV

oocitaria.



ABSTRACT

Oocyte and the cumulus cells have a bi-directional communication through projections that
cross the zona pellucida, being fundamental for the transport of amino acids necessary for
gamete growth and maturation. Qocyte plays a dominant role in establishing the
heterogeneity of the granulosa cells found in preovulatory follicles by preventing the
differentiation of the cumulus granulosa cells. Thus, culturing cumulus cells from
preovulatory follicles is a suitable approach to study granulosa cell differentiation as well as
the hormonal interactions that occur in folliculogenesis. Several studies have suggested the
synergic action of FSH and IGF-1 in steroidogenesis, through the stimulation of the same
metabolic pathways, but with great variability of results among species. We evaluate the
basal transport and the transport stimulated by FSH [?CIMeAIB in human cumulus cells,
observing whether the addition of IGF-I to the culture medium alters this parameter. Cumulus
cells were collected during the IVF procedures at Proser Assisted Reproduction Center, and
cultured in modified DMEM, at a final concentration of 5x10° cells/well. For both
experiments, cells were cultured in an incubator for 24h before the specific treatment of each
experimental group. For the transport of ['*C]MeAIB 3 groups were made: 1) control group;
2) FSH group; 3) IGF-1 + FSH group. All groups were further cultured for 24h. Twenty five
mg/mL of IGF-1 were added to the to the culture medium of the IGF-1 + FSH group. Cells
were incubated at 37°C for 45 min in HBSS medium plus 0,2 uCi/mL of [*C] MeAIB per
sample, wherein FSH and FSH + IGF-1 groups had 75 mlU/mL of FSH added to the
incubation medium. The reaction was terminated by placing the plates on ice and the medium
was removed from the plate and freezed. Cells were washed with HBSS at 4°C and 0.5
mL/well of water were added before being frozen at -20°C. For radioactive counting, cells
were thawed, sonicated and centrifuged at 800g for 10min. Aliquots of 100 uL were taken
from all samples (internal and external medium) and placed in 1.5 mL of scintillation liquid
for measurement of radioactivity in a liquid scintillation spectrometer LKB beta 1215 model.
Protein dosage of the samples was performed according to the method of Lowry. Results were
expressed by the ratio between the radioactivity of cells and the radioactivity of the
incubation medium. For the 17f-estradiol dosage, cells were cultured under the same
conditions as the previous experiment. After 24 hours of culture, the cells were divided into
four groups: control group = only the culture medium,; FSH group = it was added 75mUI of
FSH to the medium,; IGF-1 group = it was added IGF-1 at a concentration of 25ng/mL to the
medium; FSH + IGF-1 group = it was added FSH (75mUI/mL) and IGF-1 (25ng/mL) to the



medium. After of 24 hours of cultivation, the medium was frozen at -20°C. The medium was
diluted in a 1:10 ratio in the kit buffer medium. Afterwards, measurement of 17/5-estradiol
was made by ELISA using a 17f-estradiol EIA commercial kit. The following items were used
for correlation with the experimental parameters: the age of the patients and the number of
MII oocytes that underwent ICSI. For statistical analysis two tests were used: One-way
ANOVA followed by Bonferroni post-test, Shapiro-Wilk for evaluation of data distribution,
Kruskal-Wallis and Pearson's correlation coefficient. Differences were considered significant
when P <0.05. A strong negative correlation was found between the number of MII oocytes
and the transport of ['C]MeAIB (n = 5; p = 0.03). No correlation was observed between the
transport of ["'C]MeAIB and the age of patients (P>0.05). The incubation with FSH (75
mlU/mL) and the cultivation with IGF-1 (25ng/mL) for 24 hours did not stimulate the
transport of [?C]MeAIB in human cumulus cells (n = 5; P = 0.620). The culture with the
addition of FSH, IGF-1, or both for 24 hours did not increase the secretion of 17/5-estradiol
(pg/mL) in the culture medium compared to the control group (n = 7, P = 0.855). Regarding
the 17[-estradiol concentration in the untreated cumulus cells, it was not found any
correlation between the evaluated parameters of age and number of MII oocytes (n = 7)
P>0.05. We conclude that the A system amino acid transport is present in human cumulus
cells, and that the basal rate is inversely proportional to the number of MII collected oocytes.
Probably, IGF-1 does not cause a direct increase in FSHR expression, once when added to
the culture medium it did not stimulate the parameters analyzed compared to the groups with
FSH alone. Moreover, when IGF-1 is added alone to the culture medium of cumulus cells, no
change in 17p-estradiol production was observed, suggesting that IGF-1 has not a direct
effect on these cells steroidogenesis. Therefore, although there are several studies that have
assisted in understanding the interaction between IGF-1 and FSH in cell differentiation
during folliculogenesis, there are still crucial unknown points in this process in human cells.
Likewise, more studies are needed to characterize the cumulus cells, as well as their

interaction with the oocyte, so we can apply this knowledge to improve oocyte IVM rates.
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1 INTRODUCAO

Estima-se que aproximadamente 15% dos casais em idade reprodutiva tenha
algum problema relacionado a fertilidade, o que tem levado ao aumento da procura
pelos servigos de reprodugdo assistida. Com o avango de novas técnicas, a maturagao in
vitro (MIV) tem sido amplamante estudada visando beneficiar alguns casos especificos,
como pacientes com sindrome do ovario policistico (SOP). Entretanto, as taxas de
gestacdo alcancadas na maioria dos centros de reproducdo por esta técnica ainda sdo
mais baixas que as técnicas tradicionais, fazendo com que seja pouco utilizada na rotina
clinica. Embora a MIV nao tenha sido correlacionada com uma reducao da habilidade
oocitaria de fertilizagdo (FADINI et al., 2009; DAL CANTO et al., 2012), diversos
trabalhos sugerem que os embrides provenientes de MIV apresentam uma menor taxa
de implantagdo e gestacdo comparados aos embrides gerados de odcitos maturados in
vivo (FADINI et al., 2009; GREMEAU et al., 2012). Em pacientes com SOP, tém sido
relatadas taxas de gestagdo de 20-30% com odcitos de MIV, porém estas taxas sdo
obtidas com a transferéncia de um nimero maior de embrides, de 3 a 5 (CHIAN et al,
2000; TAN e CHILD, 2002). Portanto, estes dados sugerem que os embrides de MIV
tém uma capacidade de implantagdo menor que embrides provenientes de odcitos
maturados in vivo.

Diversas pesquisas tém sido realizadas visando entender melhor os mecanismos
envolvidos na foliculogénese e na maturagdo oocitaria a fim de aprimorar a eficiéncia
da MIV. Sabe-se que o microambiente ovariano ¢ influenciado por varios fatores que
agem localmente, dentres eles os fatores de crescimento semelhante a insulina (IGFs).
Tem sido sugerido que o IGF do tipo 1 (IGF-1) age estimulando o transporte de
aminoacidos nas células da granulosa humanas (HILLENSJO et al., 1992) porém nao se
sabe se hd algum efeito somatdrio quando o IGF-1 ¢ adicionado ao meio de cultivo das
células da granulosa anteriormente a estimulacao pelo FSH. A interagdo entre estes dois
hormoénios vem sendo esclarecida, tanto pela influéncia que exercem modulando a
expressdo de seus receptores, quanto através da convergéncia das mesmas vias
estimulatorias, havendo grande variabilidade entre as espécies.

As células da granulosa na fase folicular final sdo diferenciadas em células murais
e do cumulus, sendo que as murais revestem a parede do foliculo. Ja as células do

cumulus envolvem o odcito, apresentanto caracteristicas e fungdes bem distintas das
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células murais. Este complexo formado pelo odcito e células do cumulus apresenta uma
comunicagdo bi-direcional através de projecdes que atravessam a zona pelucida, as
projecdes transzonais (PTZ). Esta comunicacdo ¢ fundamental no transporte de
moléculas para o crescimento e maturagdo oocitdria, bem como diversos aminoacidos
que passam através das jungdes comunicantes ou jungdes gap. Pouco se sabe a respeito
do transporte de aminodcidos nas células do cumulus humanas, bem como da sua
estimulacdo pelo FSH e IGF-1.

As células da granulosa foliculares sdo responsaveis pela producao de hormonios
esteroides durante o desenvolvimento folicular, dentre eles o 17B-estradiol. Através da
influéncia do FSH, hd uma estimulacdo para a sintese e secre¢do de 17B-estradiol,
durante o crescimento dos foliculos ovarianos. Esta secrecdo ¢é essencial para a
proliferacdo das células da granulosa e posteriormente para o pico do hormdnio
luteinizante (LH). Apos a ovulacdo, por agdo do LH, as células da granulosa murais se
diferenciam e juntamente com as células da teca interna formam o corpo luteo, que por
sua vez secretard progesterona. As células da granulosa tém sido utilizadas em sistemas
de cultivo para estudar os mecanismos hormonais ovarianos, pois desempenham
funcdes essenciais para a oogénese. Em contrapartida, o oocito regula diversos
mecanismos, controlando as células do cumulus que o rodeiam e diferenciando-as das
demais. Estas células t€ém se mostrado de grande utilidade para pesquisa, pois podem
manter o estado menos indiferenciado in vitro, semelhantes as fases iniciais de
desenvolvimento folicular (BAUMGARTEN et al, 2014). Uma das formas de
demonstrar o estdgio de diferenciacdo destas células in vitro, seria através da avaliagdo
da expressdo de receptores para FSH. Em estados onde elas se encontram menos
indiferenciadas, ha uma maior expressdo de FSHR e uma maior produ¢do de 1783-
estradiol.

Desta forma, novas pesquisas sdo necessarias para compreender a influéncia
destes hormdnios no transporte de aminoacidos, bem como se eles de fato atuam em
sinergismo na esteroidogénese destas células. A partir dessas pesquisas, novos
ambientes de cultivo in vitro que mimetizem o ambiente in vivo podem ser

desenvolvidos, de forma a obterem-se odcitos maturos e capazes de gerar um feto.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Foliculogénese e oogénese

As primeiras descricdes de reproducdo que se tem registro foram feitas por
Hipdcerates no século XV a.C., onde se afirmou que a “geragdo” ocorria através da
unido do ejaculado masculino com o sangue menstrual feminino. Depois de quase um
milénio, William Harvey descreveu “ex ovo omnia”, uma expressao na qual ele referia
que o “ovo” era o responsavel pela geracdo de uma nova vida. No final de 1600, durante
o [luminismo, Regnier Graaf reconheceu o ovario como o local de produ¢do dos “ovos”.
Estes cientistas acreditavam que o foliculo feminino sozinho conseguiria se desenvolver
em um bebé. Somente em 1827, Karl Ernst von Baer descobriu que o odcito mamifero
estava dentro de um foliculo ovariano (COOB, 2006). Em humanos, as primeiras
descrigdes do desenvolvimento folicular somente foram feitas no século 20 (BLOCK,
1951).

A duracdo da foliculogénese humana, desde a fase de foliculo primordial até a
pré-ovulatoria, tem sido estimada em 175 dias (GOUGEON, 1986). A figura 1 elucida
os eventos da foliculogénese em paralelo ao desenvolvimento oocitario. O
desenvolvimento folicular se inicia por volta do quarto més no feto (BAKER, 1963).
Primeiramente as células primordiais germinativas migram do endoderma do saco
vitelino para a crista gonadal, diferenciando-se em oogodnias ou espermatogdnias, de
acordo com os cromossomos sexuais. No embrido feminino, essas células passam por
diversas divisdes mitoticas, formando grupos de oogodnias conectadas umas nas outras
(VAN DEN HURK; ZHAO, 2005). As cé¢lulas somaticas, originarias da gonada
primitiva, circundam as oogoOnias e ddo origem as células epiteliais, as células da
granulosa e da teca, as células intersticiais e aos fibroblastos, originando assim o
foliculo ovariano rudimentar (<0,Imm de diametro) (GOUGEON, 1979). Juntamente
com as cé¢lulas foliculares, que apresentam uma forma achatada, as oogdnias iniciam a
replicagdo do acido desoxirribonucléico (DNA) e entram na primeira divisdo meidtica,
tornando-se odcitos primarios. Os foliculos primordiais contendo os odcitos
estacionados na fase de dipldteno da profase da primeira meiose constituem a reserva
folicular ovariana, que serdo os foliculos disponiveis durante a idade reprodutiva da

mulher. Este paradigma de que ndo ha produ¢do de novas células germinativas na vida
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adulta tem sido questionado, embora ainda ndo se tenha fatos conclusivos para rebaté-lo
(BYSKOV et al., 2005).

O numero de foliculos primordiais totais ¢ de aproximadamente 7 milhdes na
vigésima semana de gestagdo. Porém, devido a extrema vulnerabilidade dos odcitos
nesta fase, muitos acabam degenerando. A diminuicdo desta reserva iniciada durante a
vida fetal faz com que aproximadamente 90% dos oocitos degenerem antes do
nascimento, estimando-se que o numero de odcitos nos ovarios humanos ao nascer seja
de 700 mil (BAKER, 1963).

Os foliculos primordiais ficam quiescentes nos ovarios at¢ o momento do
recrutamento folicular. A transi¢do de foliculos primordiais para primarios ¢ marcada
pela transicdo histoloégica do formato das células foliculares de achatadas para
cuboidais. A partir do momento em que duas ou mais camadas de células da granulosa
se desenvolvem ao redor do odcito, estes passam a se chamar foliculos secundérios.
Neste periodo o odcito entra em uma fase de crescimento, as células da granulosa
tornam-se mais proliferativas e passam a expressar receptores de FSH. A camada da
teca, por sua vez, se desenvolve ao redor das células da granulosa (EDSON;

NAGARAIJA; MATZUK, 2009).

Follicle Development

1 2 3 4
Primordial Follicle recruitment Antral cavity Growth and Maturation of
follicle and growth formation Graafian follicle
formation (46-200m) (200-500pm)  antrum (>6000pm)
(35um) expasion g

Y COCPC O,

1 2 3 4 5 6
PGC Oogonia [nitiation Diploid Growth of meiotically incompetent oocyte: Mature GV Oocyte
of Meiosis Oocyte replication and redistribution of cytoplasmic organelles Meiotically
(2ndC) mRNA transcription, translation and storage competent
synthesis of the zona pellucida (2r4C)

Meiotic block
( diplotene of prophase I)

Oocyte Development

Fig. 2.1 Estagios da foliculogénese e oogénese em mamiferos, a partir do desenvolvimento
das  células germinativas primordiais (PGC) até o estdgio de vesicula germinativa
(VG) no odcito dentro do foliculo antral (PINCTON; BRIGGS; GOSDEN, 1998).
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Para que os odcitos se tornem aptos a maturagdo e posteriormente possam ser
fertilizados e sigam o desenvolvimento embriondrio, ¢ necessario que passem por uma
fase de crescimento. Nesta fase, além de terem seu volume aumentado, os 00citos
sofrem uma reorganizagao citoplasmatica, que depende da produgdo de novos produtos
génicos e organelas, bem como da modificagdo e da redistribuicdo das ja existentes
(PICTON; BRIGGS; GOSDEN, 1998). Nesta fase ha um aumento no 4cido
ribonucléico (RNA) e na sintese proteica, no nimero de ribossomos, mitocondrias e
outras organelas. A acumulacdo disseminada de vesiculas, granulos de glicogénio, gotas
lipidicas e corpos multivesiculares, sdo um indicativo de estocagem e do transporte
molecular através de membrana oocitaria. Muitas organelas se dispersam na periferia
(VAN DEN HURK; ZHAO, 2005) e ao término do estagio folicular pré-antral o odcito
termina sua fase de crescimento e torna-se apto a completar a Meiose I (ELVIN;
MATZUK, 1998). Uma das modificagdes mais importantes desta fase de crescimento
oocitario, compreende a formagdo da zona pelicida, um envoltorio glicoproteico que
circunda o odcito (VAN DEN HURK; ZHAO, 2005). Esta camada desempenha
diversas fungdes importantes, estando envolvida na reagdo acrossomal do
espermatozoide e na prevengdo da poliespermia (BLEIL; WASSARMAN, 1980).

Os mecanismos fundamentais responsaveis pela progressdo no desenvolvimento
dos foliculos primordiais para foliculos primarios ainda ndo foram completamente
explicados (BAERWALD; ADAMS; PIERSON, 2012). Entretanto, a maioria dos
estudos sugere que o destino de cada foliculo seja dependente de um balanco delicado
entre a expressdo e a acdo de fatores promotores de proliferacao celular, crescimento e
diferenciagdo, além daqueles que promovem apoptose. Um desses fatores ¢ o hormonio
anti-miileriano (AMH) que tem um papel fundamental para a regulacio do
desenvolvimento e da selecdo folicular, atuando na inibi¢cdo do recrutamento folicular e
na fase de crescimento folicular dependente de FSH (revisado por KEDEM-DICKMAN
etal., 2012).

Os foliculos pré-antrais (~0,1-0,2mm) se desenvolvem independentemente das
gonadotrofinas (GOUGEON, 1979). Com aproximadamente 0,2 a 0,4 mm, uma
cavidade de liquido (antro) comeca a ser formada, e os foliculos agora dito antrais,
tornam-se responsivos as gonadotrofinas (GOUGEON, 1979; CRAIG et al., 2007). Os
foliculos podem se desenvolver até a formac¢do do antro inicial durante a vida fetal ou a

infancia, mas acabam entrando em atresia (GOUGEON, 1996). Na puberdade, a
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maturacdo do eixo hipotalamo-hipéfise-ovario resulta na liberagdo pulsatil do hormonio
liberador de gonadotrofinas (GnRH) e consequentemente de FSH e do LH da hipofise,
culminado com o desenvolvimento ciclico de foliculos antrais (> 2mm), com o inicio
das ovulagdes e o ciclo menstrual (GOUGEON, 2004). O estagio antral inicial ¢é
marcado pela responsividade e dependéncia folicular da regulacdo extra-ovariana
comandada pelo eixo hipotdlamo-hipdfise-ovario, o qual secreta FSH em resposta a
estimulacdo pulsatii de GnRH do hipotdlamo (ELVIN; MATZUK, 1998). O FSH
promove o crescimento folicular, a expressdo dos receptores de LH e a expressdo da
aromatase P450 também conhecida como CYP19A1, que ¢ responsavel por converter os
andrégenos em estrogenos (RICHARDS, 1994).

O avanco no desenvolvimento de um grupo de foliculos antrais de tamanho médio
(2-5mm) é chamado de recrutamento folicular, j4 a dominancia folicular, ¢ a sele¢ao de
um foliculo dentre os tantos que foram recrutados. Diversas teorias tentam explicar
como ocorre esta dondmica de recrutamento e selecdo folicular. Inicialmente alguns
autores sugeriram que foliculos antrais pequenos crescem e regridem continuamente
durante o ciclo menstrual, sendo que o foliculo dominante ¢ selecionado ao acaso,
independente de gonadotrofinas. Entretanto, outros autores sugerem que o foliculo
dominante ¢ selecionado de uma Unica onda folicular que emerge depois da regressdo
luteal. A terceira teoria sugere que ha uma ou duas ondas de recrutamento folicular
durante o ciclo menstrual (BAERWALD; ADAMS; PIERSON, 2012). O foliculo
dominante se desenvolve ao final de uma onda ovulatdria (que representam a minoria),
enquanto as demais ondas sdo anovulatorias (BAERWALD; ADAMS; PIERSON,
2012).

O processo de selecio ou domindncia de um foliculo dentre os foliculos
recrutados ocorre normalmente entre o inicio e o meio da fase folicular do ciclo
menstrual, levando este foliculo selecionado a ovulacdo (revisado por BAERWALD;
ADAMS; PIERSON, 2012). No momento da selecdo, o perfil de crescimento do
foliculo dominante diverge dos demais no didmetro aproximado de 10mm (dia 6-7 da
fase folicular), enquanto os foliculos subordinados entram em atresia. As mudangas
morfoldgicas na dindmica de crescimento do foliculo dominante em humanos sdo
semelhantes as descritas em outras espécies monovulatorias (ADAMS; PIERSON,

1995; GINTHER et al., 2001).
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Enquanto que um aumento na concentracdo de FSH ¢ um requisito para o
recrutamento folicular, o declinio posterior da concentra¢do deste hormdnio ¢ o fator
crucial para a selecdo do foliculo dominante. A duracao da concentragdo de FSH acima
de um limiar critico determina o numero de foliculos dominantes, ou seja,
fisiologicamente a duragdo que o FSH se encontra acima do limiar é curta, para que
somente um foliculo seja dominante. Tem sido postulado que o foliculo dominante tem
mais células da granulosa e mais receptores de FSH, o que o torna mais sensivel que os
demais foliculos (revisado por BAERWALD; ADAMS; PIERSON, 2012). Quando o
FSH diminui, os demais foliculos entram em atresia, enquanto o dominante consegue
sobreviver. Além disso, o foliculo dominante secreta mais 17B-estradiol e inibina B no
meio do ciclo, os quais sdo responsaveis pelo feedback negativo na secrecdo de FSH
hipofisario. O aumento de 178B-estradiol estimula a expressdo dos receptores de LH nas
células da granulosa do foliculo dominante, tornando-o menos dependente de FSH e
mais responsivos ao LH que os demais (revisado por BAERWALD; ADAMS;
PIERSON, 2012).

No foliculo dominante, o odcito ¢ circundado por uma camada proxima de células
da granulosa que se diferenciaram, chamadas de células do cumulus oophorus. As
camadas de células do cumulus mais proéximas ao odcito sdo conhecidas como células
da corona radiata, que juntamente com as demais células do cumulus e o o6cito formam
o complexo cumulus-o6cito (CCO). Este complexo ¢ como uma peninsula, circundado
pelo fluido folicular e conectado as células murais da granulosa que circundam o
foliculo (VAN DEN HURK; ZHAOQO, 2005).

O foliculo dominante cresce até o periodo pré-ovulatorio, chegando a 16-19 mm.
Um dia antes do pico de LH, a producao de 17B-estradiol atinge os niveis maximos, que
provoca o feedback positivo no hipotadlamo e na hipoéfise, levando ao pico de LH
necessario para que ocorra a ovulacdo. O foliculo dominante altamente vascularizado ¢é
responsivo ao LH, levando o odcito a terminar a meiose I, seguindo com a extrusdo do
primeiro corpusculo polar (CP) (VAN DEN HURK; ZHAO, 2005). Embora a ovulacdo
ocorra em média 24 horas ap6s o pico de LH, a luteinizac@o das células da granulosa ¢
iniciada anteriormente, logo ap6s o aumento do 17B-estradiol (revisado por

BAERWALD; ADAMS; PIERSON, 2012).
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2.2 Maturacao oocitaria

Para se tornarem aptos a fertilizagdo e ao desenvolvimento embrionario, os
oocitos devem passar tanto pela maturacio nuclear quanto pela citoplasmatica. Ainda na
vida fetal, os odcitos iniciam a meiose I que somente serd terminada na ovulacdo.
Durante a foliculogénese, os oocitos sdo mantidos em dictioteno da profase 1 da
primeira meiose para que cres¢am completamente até o estagio antral folicular e
adquiram a habilidade de completar a meiose I antes da ovulacdo. Estes oocitos
apresentam um nicleo visivel chamado vesicula germinativa (VG). E na VG que estio
os cromossomos descondensados, dispersos e com atividade transcricional
(GRONDAHL, 2008).

Antes dos sinais ovulatorios, as células do cumulus sdo conectadas entre si € com
0 o6cito por juncdes do tipo gap compostas por conexinas (EPPIG; SCHROEDER;
O’BRIEN, 1992). Estas juncdes gap sdo responsaveis pelo transporte de moléculas
pequenas, como o monofosfato de adenosina (AMP) (ALBERTINI et al., 2001). A
regulacdo dos niveis de AMP ciclico (AMPc) intracelular ¢ fundamental para a
maturacdo oocitaria, sendo que os altos niveis de AMPc s3o responsaveis pela
manutengdo do oodcido estacionado em profase I (SCHULTZ; MONTGOMERY;
BELANOFF, 1983). Com o sinal do LH, o nivel intracelular d¢ AMPc diminui no
odcito enquanto aumenta nas células do cumulus (RICHARDS, 1994), promovendo a
retomada da meiose I e o inicio da maturagdo oocitaria.

A inibi¢do da secrecdo de LH ou a inativacdo dos receptores de LH resultam na
prevencao da maturagdo oocitaria e da ovulagdo. O fato de que ndo sdo encontrados
receptores de LH nos o6citos mostra a importancia na transmissao do sinal através das
células foliculares. O foliculo responde ao LH aumentando a produ¢ao de progesterona
e de acido hialurénico, responsdvel pela mucificacdo e expansdo das células do
cumulus. H4 uma diminui¢do do contato odcito-cumulus pelas jungdes gap através de
uma retracdo das projecdes citoplasmaticas transzonais, anteriormente a quebra da VG
(PICTON; BRIGGS; GOSDEN, 1998).

A matura¢do nuclear compreende as modificacdes nucleares que ocorrem durante
a retomada da meiose, produzindo um tnico complemento cromossdmico, ou seja, uma
célula haploide de uma prévia célula diploide. A maturagdo inicia com a retomada a

meiose I, sendo dividida nas seguintes fases: profase, anafase e telofase. Ao iniciarem a
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maturacdo nuclear os oocitos retomam a meiose I, onde estavam em profase. A
continuidade se da com a dissolu¢do do envelope nuclear, ocorrendo a chamada “quebra
da vesicula germinativa”, ou do inglés “germinal vesicle breakdown” (GVBD), seguida
da condensacdo da cromatina e o alinhamento dos pares de cromossomos homologos no
fuso meidtico da fase metafase 1. Posteriorente, nas fases de anafase a telofase, ha a
segregacdo dos cromossomos homologos, sendo completada com a extrusdo do
primeiro CP e o inicio da metafase II (MII). Portanto, a matura¢do nuclear ¢ considerada
completa quando o od6cito j4 expulsou o primeiro CP e encontra-se em MII. Em
humanos, a meiose Il s serd finalizada apos a fertilizagdo, com a extrusdo do segundo
CP (GRONDAHL, 2008). A primeira divisdo meidtica no odcito € particularmente um
ponto importante no desenvolvimento oocitario. Quando as divisdes ocorrem
corretamente, hd uma grande chance de ser produzido um odécito normal maturo (MII)
que pode ser fertilizado e se desenvolvera normalmente. Entretanto, caso haja algum
erro na divisdo meidtica I, provavelmente havera a forma¢ao de um embrido aneuploide
que pode ser incapaz de completar o seu desenvolvimento ou pode gerar um individuo
com alteragao cromossdémica (GRONDAHL, 2008).

A maturacdo citoplasmatica que ocorre durante a fase de crescimento oocitario
compreende a migragdo de organelas e mudangas moleculares para tornar o o6cito apto
a retomar a meiose. A aquisi¢do da competéncia meidtica envolve a sintese e a
estocagem de uma vasta gama de moléculas durante a fase de crescimento, a relocagdo
de organelas citoplasmaticas e modificacdes pos-transcricionais do RNAm acumulado
durante a oogénese (GRONDAHL, 2008). A maturagdo citoplasmatica ¢ descrita como
essencial para a fertilizagdo e a competéncia embriondria pré-implantacional
(GILCHRIST; LANE; THOMPSON, 2008).

Na rotina clinica, os odcitos sdo separados das células do cumulus e da corona
radiata para serem avaliados antes da injecdo intra-citoplasmatica de espermatozoide
(ICSI). Esta avaliagao leva em consideragao somente o estado da maturacdo nuclear,
observando a presenc¢a da VG ou do 1°. (primeiro) CP. O odcito ¢ considerado maturo e
apto para realizacao da ICSI caso o 1°. CP seja observado, sendo entdo chamado de MII.
Aqueles o6cito em que ndo ¢ visualizada a VG nem o 1°. CP sdo considerados MI, ou
seja, ainda ndo iniciaram a meiose II. Entretanto, sabe-se que a extrusdo do 1°. CP nao
pode ser considerada como preditiva de maturagdo nuclear, mas sim a observagdo do

fuso meiotico, certificando-se que o mesmo encontra-se em metafase II. Além disso, a
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maturacdo citoplasmatica deve ocorrer de forma completa e coordenada com a nuclear

para que o odcito seja considerado apto a fertilizagdo (RIENZI et al., 2012).

2.3 Interacio entre o odcito e as células da granulosa

Como citado anteriormente, as células do cumulus apresentam projecdes
citoplasmaticas transzonais altamente especializadas, as quais penetram através da zona
peltcida e atingem a membrana oocitaria (ALBERTINI et al., 2001). As juncdes gap
estdo presentes no final destas projegdes e sdo responsaveis pela transferéncia de
moléculas de baixo peso molecular entre o oocito e as células do cumulus, incluindo
ions, metabolitos, aminoacidos necessarios para o crescimento oocitario, além de
moléculas regulatorias responsaveis pelo controle do desenvolvimento oocitdrio (como
o AMPc¢) (GILCHRIST; RITTER; ARMSTRONG, 2004). Este modelo de comunicag¢do
ovariana ¢ essencial para o desenvolvimento e a fertilidade (SIMON et al., 1997), tendo
um importante papel na disseminag¢do local e sinaliza¢do enddcrina para o odcito. Ainda
ndo se sabe exatamente como se dd o controle das func¢des destas projecdes, bem como
qual seria exatamente a sua funcdo. Entretanto sabe-se que elas contém organelas
citoplasmaticas e que ha uma variagdo estrutural durante a foliculogénese e a maturagao
oocitaria (MOTTA et al., 1994). Em foliculos pré-antrais humanos as PTZs encontram-
se em um numero maior ¢ formam tanto jun¢des de adesdo quanto gap com o oolema.
Além disso, durante o periodo de crescimento oocitario, as PTZs formam profundas
invaginagdes que alcancam a vesicula germinativa. Porém, apds o desenvolvimento
antral as PTZs sdo retraidas, mantendo poucas conexdes terminais com o odcito.
Durante a ovulagdo, ha uma retracao definitiva das PTZs, culminando com a interrup¢ao
da comunicag¢ao entre o odcito e as células foliculares (MOTTA et al., 1994).

A partir da ultima década tornou-se claro que o o6cito € o principal regulador da
foliculogénese, através de uma via bi-direcional de comunicagdo entre as células
somaticas e o oocito. Além das jungdes gap, a comunicacao entre o o6cito e as células
do cumulus pode ser via sinalizagdo paracrina (GILCHRIST; RITTER; ARMSTRONG,
2004). Os oo6citos atuam primeiramente secretando fatores de crescimento soluveis
(conhecidos genericamente como fatores secretados pelos odcitos - FSOs), os quais
pertencem a superfamilia dos fatores de transformagdo do crescimento (TGFf), onde o

fator de crescimento diferenciado 9 (GDF 9) e a proteina 6ssea morfogenética 15 (BMP
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15) parecem ser os mais importantes. Dois estudos de referéncia mostraram que a
auséncia destes dois fatores de crescimento odcito-especifico pode causar esterilidade
(DONG et al., 1996; GALLOWAY et al., 2000). Estas moléculas sdo reguladores
centrais da diferenciacdo das células da granulosa e do cumulus, podendo ter potenciais
contraceptivos e serem associados com a patogénese da disfun¢do ovariana

(GILCHRIST; RITTER; ARMSTRONG, 2004).

2.4 Maturacio in vitro de odcitos humanos

O processo de maturagdo in vitro (MIV) de oocitos € uma tecnologia que torna
possivel maturar odcitos no laboratorio utilizando ciclos sem estimulagdo com
gonadotrofinas ou com uma baixa dose hormonal (EDWARDS, 1965). Existe uma
demanda em potencial para a realizagdo da MIV nos centros de reprodugdo assistida,
sendo uma possibilidade de preservagdo da fertilidade feminina, através da estocagem
de odcitos imaturos e posterior fertilizagdo, além de beneficiar pacientes com risco de
hiperestimulo (YEO, 2010). Segundo Demirtas et al. (2008), esta seria uma alternativa
para pacientes com cancer, que poderiam criopreservar os 00citos imaturos, sem passar
pela estimulagc@o hormonal e sem cessar o seu tratamento quimioterapico.

O primeiro nascimento de um bebé proveniente de um o6cito doado maturado in
vitro foi relatado por Cha et al. (1991), enquanto no Brasil o primeiro sucesso de MIV
ocorreu em 2008 (FRANTZ et al., 2008). Quase duas décadas se passaram e a eficiéncia
das técnicas de MIV, em termos de gestacdo e nascimentos, ainda sdo pouco
satisfatorias comparadas a fertilizacdo in vitro tradicional, onde os odcitos sdo
maturados in vivo (BANWELL; THOMPSON, 2008). Em geral, as taxas de
implantacdo de embrides gerados a partir de odcitos provenientes de MIV, raramente
excedem 7-15% e apresentam altas taxas de aborto (CHIAN, 2004; LIN et al., 2003;
SMITZ et al., 2011).

Tem sido sugerido que este fator se deve a comprometida capacidade de
desenvolvimento ou a citogenética dos embrides originados de odcitos maturados in
vitro, embora as taxas de maturacdo nuclear, fertilizagdo e clivagem apds a MIV sejam
geralmente satisfatorias (NOGUEIRA et al., 2000). Segundo Gilchrist et al. (2008) as
baixas taxas de gestac@o a partir de oocitos maturados in vitro se devem principalmente

a baixa qualidade oocitaria ao término da maturacdo, uma vez que estes 00citos
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apresentam uma maior incidéncia de fertilizacdes anOmalas (aneuploidias e
poliploidias) comparado aos maturados in vivo ap6s a ICSI. Os autores sugerem que
este fato ocorre devido as anormalidades no citoesqueleto, possivelmente causada pela
manipulacdo ou por uma maturacdo citoplasmatica incompleta (BOS-MIKICH et al.,
2011).

A maioria das pesquisas com MIV em humanos tém utilizado odcitos imaturos
desprovidos das células do cumulus, que foram obtidos em protocolos com estimulagdo
ovariana por gonadotrofinas (CHA; CHIAN, 1998; TROUNSON; ANDERIESZ;
JONES, 2001). Segundo Combellese et al. (2002), estes odcitos desnudos exibem uma
acelerada retomada da meiose in vitro, uma deficiéncia na habilidade citoplasmatica em
manter as caracteristicas da metafase enquanto a meiose progride, uma propensao em
ativar espontaneamente depois da metafase ¢ uma falha na coordenacdo entre a
maturacdo citoplasmatica e nuclear. O que contribui para que estes fendmenos ocorram
ainda ndo ¢ conhecido, mas pode ser relacionado com a falta da interdependéncia do

odcito e das células do cumulus para seu desenvolvimento (EPPIG, 1991).

2.5 O sistema IGF

O sistema do IGF ¢ composto por dois ligantes (IGF-1 e 2), dois receptores (IGF-
IR e 2R) e por proteinas ligantes ao IGF (IGFBP) (GENC et al., 2011). O receptor de
IGF-1 ¢ uma tirosina quinase transmembrana com alta homologia ao receptor da
insulina, sendo composto por duas subunidades extracelulares (o e ), que consiste em
duas subunidades transmembrana e duas citoplasmaticas (YOSHIMURA, 1998). O
receptor tipo 1 ¢ o mediador da maioria das acdes tanto do IGF-1 quanto do IGF-2. A
afinidade do IGF-1R ¢ superior ao IGF-1 comparada ao IGF-2, porém ¢ também alta a
insulina. Os efeitos do IGF-2 sdo provavelmente mediados pelo IGF-1R. O receptor tipo
2 liga o IGF-2 com maior afinidade que liga o IGF-1 e ndo se liga a insulina. Portanto, é
provavel que o receptor do IGF-2 ndo seja o responsavel por mediar as a¢des do IGF-1
in vivo (IZADYAR; ZEINSTRA; BEVERS, 1998).

Geisthovel et al. (1989) reportaram que o IGF-2, ao contrario do IGF-1, ¢
expresso em células da granulosa humanas, coletadas imediatamente antes da ovulagao.
De acordo com el-Roeiy et al. (1993), em foliculos dominantes humanos, o IGF-2 ¢

expresso em abundancia exclusivamente nas células da granulosa, enquanto o gene do
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IGF-2R ¢ expresso tanto nas células da teca quanto da granulosa. Em humanos, os
foliculos antrais pequenos expressam tanto o IGF-1 quanto o 2, porém o IGF-2 ¢ restrito
as células da teca. Este fato deixa claro que estes fatores atuam de forma autdcrina nas
células da teca e de forma paracrina nas células da granulosa. Segundo Hernandez et al.
(1992), nao foi encontrado expressao do IGF-1 em células da granulosa luteinizadas
humanas, porém foi constatado que o IGF-2 ¢ expresso no corpo lateo. Além disso,
culturas celulares de células da granulosa humana produzem IGF-1 in vitro (SIROTKIN
et al., 1996).

Os receptores de IGF-1 podem ser encontrados nas células da granulosa de
mulheres submetidas a FIV, mostrando que a regulagdo da foliculogénese se deve a essa
interagdo do IGF-1 com as gonadotrofinas e as células da granulosa (WEI; ZHANG; LI,
1997). Qu et al. (2000), observaram por imunohistoquimica a presenca de receptores de
IGF-1 tanto nos odcito quanto em células da granulosa independente do estagio folicular
em humanos. Os mesmos autores observaram que o IGF-1R esta presente também em
células da teca de foliculos pré-antrais e antrais. Recentemente, Yu et al. (2012) também
mostraram a presenca de receptores para IGF-1 tanto nas células do cumulus quanto nos
oocitos humanos submetidos a MIV. Neste mesmo estudo, os autores concluiram que
possivelmente as células do cumulus e da granulosa secretam IGF-1 que atua de forma
autocrina nestas células e de forma paracrina nos oé6citos. Em primatas ndo humanos, a
expressdao do IGF-1 tem sido mostrada em o6citos provenientes de foliculos primordiais
em diante, enquanto que o IGF-1R foi detectado em todos odcitos, inclusive aqueles de
foliculos primordiais (ZHOU; BONDY, 1993; VENDOLA et al., 1999). Segundo el-
Roeiye et al. (1993), ndo ha expressdo de IGF-1 em foliculos dominantes humanos,
tanto nas células da teca quanto da granulosa, mas o IGF-1R ¢ expresso nas células da
granulosa.

A biodisponibilidade do IGF ¢ regulada pela familia das proteinas intrafoliculares
ligantes (IGFBPs), as quais se ligam ao IGF 1 e 2 com alta afinidade, inibindo-os ou
potencializando-os. As IGFBPs (IGFBP de 1 a 6) estdo presentes em todos os fluidos
bioldgicos, sendo que a IGFBP 3 ¢ a predominante encontrada no plasma (GENC et al.,
2011). Segundo o mesmo autor, a concentra¢do da IGFBP 3 ¢ regulada positivamente
pelo hormonio de crescimento (GH), ao contrario das IGFBP 1 e 2. Estas proteinas
podem inibir a a¢do do IGF por seqiiestro, desde que a afinidade das IGFBPs ao IGF

seja da mesma magnitude que a do receptor do tipo 1. Devido ao fato destas proteinas
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ligantes aumentarem a biodisponibilidade dos IGFs através da diminui¢do da sua
afinidade pelos IGFs, podem levar a uma potencializagdo na ag¢do do ligante, ao invés de
uma inibi¢ado (MONGET et al., 2002).

A concentracdo de IGFBPs tem quatro fungdes essenciais na regulacdo das
atividades do IGF: (1) atuam como transportadores de proteinas no plasma, (2)
prolongam a meia-vida dos IGFs por regular o seu metabolismo de depuragdo, (3)
proporcionam e conferem especificidade, (4) modulam diretamente a interagdo com os
receptores de IGFs, controlando indiretamente as suas biorreatividades (SILVA;
FIGUEIREDO; VAN DEN HURK, 2009; PORETSKY et al., 1999).

Adicionalmente, em macacos, ha uma maior concentragdo de IGFBP-1 nas células
da teca intersticiais e a IGFBP-2 ¢ expressa na superficie do epitélio ovariano de
foliculos antrais e ndo antrais. O RNAm para IGFBP-3 ¢ também localizado em odcitos
de ambos os estagios foliculares € no endotélio vascular ovariano. As células da
granulosa e da teca de foliculos dominantes maduros e ovulatorios seletivamente
expressam IGFBP-5. O RNAm para IGFBP-6 esta presente em baixos niveis no
intersticio ovariano, na granulosa e teca externa, e ¢ mais abundante na superficie do

epitélio ovariano (ARRAZTOA et al., 2002).

2.5.1 A importancia do sistema IGF para a foliculogénese

O envolvimento do sistema IGF como um regulador intra-ovariano da
foliculogénese vem sendo estudado extensivamente, elucidando que o ovario € o sitio de
expressao de IGF-1 e da sua recepcao (ADASHI, 1998). Embora os niveis de IGF-1 e 2
nao variem durante o ciclo menstrual, mudancas nas suas concentra¢des no fluido
folicular tém sido reportadas.

Os efeitos do IGF na transicdo de foliculos primordiais para primarios tém sido
reportados de maneira diferente entre as espécies de mamiferos. Em macacos Rhesus, o
IGF-1 e seu receptor, podem estar envolvidos nesta transicdo enquanto o mesmo nao foi
comprovado para bovinos e ratos (MUNOZ-GUTIERREZ et al., 2005; ADASHI, 1998;
ARMSTRONG et al., 2002). Segundo Stubbs et al. (2003) o IGF-1 tem um efeito
estimulatério no crescimento de foliculos primordiais humanos in vitro, mostrando ser
um fator importante do crescimento folicular inicial. O IGF-1 tem sido considerado um

modulador local da foliculogénese inicial em bovinos, ratos e cabras, onde in vitro, o
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IGF-1 aumentou o desenvolvimento de foliculos secundarios, sendo este efeito dose-
dependente (ZHOU; ZHANG, 2005; THOMAS et al., 2007; ZHAO et al., 2001; ZHAO
et al.,2002).

O IGF-1 age localmente em sinergismo com o FSH estimulando a atividade da
aromatase, a producdo de 17B-estradiol e de progesterona nas células da granulosa
humanas em foliculos antrais, além de promover a producao de androgenos nas células
da teca de foliculos dominantes em crescimento (GENC et al., 2011). Zhou et al. (1997)
sugeriram que o efeito sinérgico com o FSH, se deve ao fato de que a expressao intra-
ovariana de IGF-1 aumenta a expressao dos receptores de FSH, aumentando também a
resposta das células da granulosa a este hormonio. Além disso, em ratos, a expressao
dos receptores de LH nas células da teca e granulosa tem sido estimulada pelo IGF-1
(MAGOFFIN; WEITSMAN, 1994; TSUCHIYA et al, 1999). Em foliculos
subordinados o IGF-1 ¢ seqiiestrado pela IGFBP-4, inibindo a esteroidogénese e
ocasionando a atresia (revisado por SILVA; FIGUEIREDO; VAN DEN HURK, 2009).
Segundo alguns autores, o aumento da concentracdo de IGF-1 pode modificar a
regulagdo da foliculogénese através das seguintes agdes: a ativacdo e o desenvolvimento
de foliculos pré-antrais, a manutengdo de um maior nimero de pequenos foliculos
antrais, o recrutamento de mais foliculos e a sele¢do de dois ou mais foliculos
dominantes em uma onda folicular (SILVA; FIGUEIREDO; VAN DEN HURK, 2009).

O FSH e o sistema IGF atuam juntos para regular a producdo de 17B-
estradiol e progesterona em células da granulosa de diversas espécies, incluindo
roedores (ADASHI et al., 1985) suinos (MARUOT et al., 1988) ¢ bovinos (SPICER et
al., 2002). Esta conservagdo através das espécies mostra a importancia das interagdes
entre 0 FSH e o IGF na diferenciacao destas células. Estudos anteriores demonstraram
que os IGFs poderdao funcionar em sinergia com FSH para estimular a atividade da
aromatase (CYP19A1) (ERICKSON et al.; 1989), a produ¢do de progesterona
(ERICKSON et al.; 1991) e a secrecao de inibina B (WELT; SCHNEYER, 2001) em
seres humanos; no entanto, os mecanismos subjacentes a esta relagdo sinérgica nao
foram exploradas.

Além disso, utilizando células da granulosa de ratos, foi demonstrado que o FSH
ndo foi capaz de estimular a expressdo da enzima de clivagem da cadeia lateral do
colesterol (CYP11A1), da CYP19A1 e a produgdo de 17B-estradiol quando o receptor
do IGF-1 (IGF-1R) foi inibido (ZHOU et al., 2013). Em humanos e ratos, foi sugerido
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que € necessario que o IGF-1R seja ativado para que ocorra a ativagdo da proteina
quinase AKT (do inglés, murine thymoma viral oncogene homolog 1) induzida pelo
FSH e subsequente diferenciacdo das células da granulosa pré-ovulatérias (ZELEZNIK
et al., 2003; BAUMGARTEN et al., 2014). Na presencga de um inibidor da atividade do
IGF-1R, o FSH foi incapaz de estimular a expressdo de genes e producdo
esteroidogénicas de 17B-estradiol, que sdo essenciais para o funcionamento das células
da granulosa murais pré-ovulatorias. Estes resultados proporcionam um possivel
mecanismo para explicar o efeito inibitério de proteinas de ligagdo ao IGF-1 ou
anticorpos anti-IGF-1R na esteroidogenese induzida por FSH em seres humanos
(YUAN E GIUDICE, 1999; WILLIS et al, 1998). No entanto, os mecanismos
moleculares envolvidos na integracdo de IGF-1R e na sinalizagdo do FSHR ndo sao
conhecidos.

O sistema IGF prepara o foliculo dominante para a redu¢cdo de FSH e o aumento
do LH disponivel como mostra o trabalho feito por Hastie e Heresing (2008). Segundo
os autores, o tratamento de ovelhas com GnRH aumentou a expressdo de mRNA para
IGF-1, IGF-2, e IGF-2R em foliculos antrais, ¢ diminuiu a expressdo de mRNA para
IGF-1R. Estes resultados mostram o papel do FSH e do LH enddgenos na regulacao da
expressdo do gene ligante e do receptor de IGF no foliculo ovino. As IGFBPs sdo
inibitorias no crescimento e diferenciagdo folicular induzido pelas gonatrotrofinas, além
de inibir a ag¢do dos IGFs nas células alvo (SPICER; ECHTERNKAMP, 1995).
Portanto, as mudancas intrafoliculares de IGFBPs conduzem as mudancas na
biodisponibilidade de IGF e o seu efeito inibitério ou estimulatério nas agdes das
gonadotrofinas nas células foliculares (GENC et al., 2011).

A relacdo entre a dinamica folicular e o IGF-1 ¢ evidenciada pelo fato de que a
concentragdo de IGF-1 no fluido folicular ¢ maior em pacientes que respondem melhor
a estimulagdo ovariana, com um maior numero de crescimento folicular resultando em
um nimero maior de oocitos recuperados, além de necessitarem um periodo menor de
estimulagdo ovariana com uma dose menor de FSH (OOSTERHUIS et al, 1998).
Controversamente, em um estudo recente, Genc et al. (2011) n3o encontraram
correlacdo entre IGF-1, IGFBP3 e o numero de odcitos recuperados, maturados e
fertilizados.

Virias associagdes entre a resposta a estimulagdo ovariana e as anormalidades na

concentragdo de IGF-1 e IGFBP-3 tém sido discutidas, mas ndo hd um consenso neste

30



assunto (GENC et al., 2011). Segundo diversos estudos, a concentragdo sérica de
IGFBP-3 diminui no fluido folicular durante a estimulag¢do ovariana e pode ser um fator
preditivo do sucesso da FIV (AMATO et al., 1998; SALOBIR et al, 1996).
Corroborando com este achado, Nardo et al. (2001) mostraram que pacientes com uma
alta concentra¢do de IGFBP-3 no liquido folicular necessitaram de uma dose maior de
FSH durante a estimulacdo ovariana.

O IGF-1 estd em uma concentracdo mais alta no fluido folicular de foliculos com
maior tamanho e maior volume de liquido folicular em relagdo aos menores
(RABINOVICI et al., 1990). Outro aspecto importante ¢ o de que foliculos dominantes
apresentam uma concentragdo maior de IGF-1 comparado aos foliculos subordinados
em mulheres com ciclo normal (EDEN et al., 1988). Além disso, tem sido mostrada
uma forte correlacdo entre as concentragdes de IGF-1 no fluido folicular e no plasma
(GEISTHOVEL et al., 1989; RABINOVICI et al., 1990; HAMORI et al, 1991) e
ambas as concentragdes diminuem com a idade reprodutiva avancada (KLEIN et al.,
1996).

O IGF-1 interage de forma autdcrina ou paracrina com 0s 00citos, € a expressao
de IGFR-1 pode ser encontrada em odcitos de foliculos pré-antrais e antrais de bovinos
e ratos (ZHAO et al., 2002; ARMSTRONG et al., 2002). O IGF-I mostrou-se benéfico
na MIV e no desenvolvimento pré-implantacional em suinos, ratos e bovinos
(DEMEESTERE et al, 2004; XIA; TEKPETEY; ARMSTRONG, 1994;
MAKAREVICH; MARKKULA, 2002). Recentemente, Yu et al. (2012) mostraram que
a associacao do fator de crescimento epidermal (EGF), fator neurotréfico derivado do
cérebro (BDNF) e o IGF-1 podem melhorar as taxas de maturagdo oocitiria e a
qualidade in vitro, e consequentemente ser benéfico ao desenvolvimento embriondrio e

a formacao de blastocisto.

2.6 Cultura de células da granulosa

A utilizagdo de culturas de células da granulosa murais (CGM) ¢ uma grande
ferramenta para pesquisa sobre a fisiologia ovariana, uma vez que ha uma relativa
facilidade de acesso e disponibilidade destas células que sdo captadas do fluido folicular
durante o procedimento de aspiracdo folicular para realizacdo da FIV. Outro ponto

fundamental, é que embora as linhagens celulares existentes sejam tecnicamente mais
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faceis de trabalhar do que as culturas primdrias, sabe-se que elas podem adquirir
diferentes padrdes de expressdo génica e ndo representam as caracteristicas fisiologicas
das células foliculares, particularmente quando estas células sdo manipuladas por uma
variedade de métodos incluindo co ou tripla transfeccdo, com oncogenes ou genes
supressores de tumor (HAVELOCK et al., 2004). Portanto, a cultura primaria destas
células ¢ o modelo experimental mais proximo para se estudar o efeito de diversos
hormonios na foliculogénese além da determinagdo da regulagdo da expressdo génica
das CGMs (EDSON et al., 2009; DIMATTINA et al,, 1986; MONGA et al., 2011).
Entretanto, deve-se observar com cuidado qual tipo de células mimetizam os eventos
foliculares que ocorrem in vivo que se deseja testar no trabalho.

As células da granulosa sofrem profundas alteragdes morfoldgicas e funcionais ao
longo do desenvolvimento folicular devido a complexa dindmica do foliculo,
apresentando distintos graus de diferenciacdo de acordo com sua localizagao folicular,
estagio de crescimento do foliculo ovariano e também de acordo com a fase do ciclo
menstrual (VIREQUE et al., 2013). Os primeiros eventos de diferenciacdo das CG
durante o desenvolvimento folicular incluem mobilizacdo de colesterol (COL),
reorganizacdo do complexo de Golgi, lisossomos, gotas lipidicas e reticulo
endoplasmatico liso e rugoso (AMSTERDAM, ROTMENSCH e BEN-ZEEV, 1989;
GUTIERREZ et al., 1997a; GUTIERREZ et al., 1997b) os quais promovem o
transporte € o armazenamento intracelular do COL para sua conversdo a hormonios
esteroides (AMSTERDAM, ROTMENSCH e BEN-ZEEV, 1989).

Essas mudancas ultraestruturais sdo acompanhadas pela expressdo das enzimas
CYP11A1 e CYP19A1 (XU et al., 1995). Na fase final do desenvolvimento folicular, os
foliculos pré-antrais maturam, tornando-se foliculos pré-ovulatorios, que se
caracterizam pela diferenciacdo das células da granulosa em células murais e células do
cumulus. O FSH juntamente com IGFs sdo os principais responsaveis pela diferenciagdo
das células pré-antrais da granulosa em murais (MATSUDA et al., 2012), que se
encontram na parede do foliculo. Apos o pico de LH in vivo, as células murais pré-
ovulatorias transformam-se em luteinicas originando o corpo luteo. Essas células
tornam-se hipertrofiadas, sofrem modificagdes ultraestruturais e secretam grandes
quantidades de progesterona, tipicas da fase lutea do ciclo (VIREQUE et al., 2013).

As células da granulosa provenientes de foliculos isolados sdo o sistema ideal para

estudar o processo de diferenciacdo, e, de fato, este modelo experimetal tem sido
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utilizado extensivamente em roedores. Apesar da possibiliade de isolar foliculos
humanos a partir de bidpsias corticais do ovario ou ooforectomia (RICE et al., 2008), o
acesso a este tecido ¢ extremamente limitado. Devido & escassez de uma fonte de
células granulosa indiferenciada de foliculos pré-antrais para estudo, muitos aspectos do
processo de diferenciacdo das células da granulosa ndo sdo bem compreendidos em
seres humanos (BAUMGARTEN et al, 2014).

Diversos trabalhos examinaram o efeito do FSH sobre a fungdo de células da
granulosa humanos a partir do aspirado folicular recuperado durante a coleta dos odcitos
para fertilizagdo in vitro, portanto, esses estudos foram realizados em células da
granulosa murais que sofreram previamente o estimulo pelo hCG para simulagdo do
pico de LH e indugdo da maturag¢do oocitaria. Com o estimulo, elas iniciam o processo
de luteinizacdo e podem ndo responder da mesma forma ao FSH como as células da
granulosa pré-antrais in vivo. A producdo enddcrina dessas culturas ¢ portanto,
caracteristica da segunda fase do ciclo e ndo pode ser comparada a funcao endocrina da
fase folicular. Este fato ¢ essencial para o extrapolamento dos resultados, uma vez que
se sabe que as diferentes fases de desenvolvimento folicular sdo caracterizadas por
marcadores moleculares especificos e perfis hormonais que diferenciam foliculos
antrais jovens de foliculos pré-ovulatdrios e foliculos luteinizados (OPHIR et al., 2014).

Segundo diversos trabalhos, o foliculo antral jovem apresenta baixa expressdo do
receptor do FSH (FSHR) (ABDENNEBI et al, 1999; CAMP et al, 1991;
O’SHAUGHNESSY et al., 1996; WEIL et al., 1999), do receptor de LH (LHR)
(ABDENNEBI et al., 1999; CAMP et al., 1991), da enzima CYP11A1 (OONK et al.,
1990), da CYP19A1, amfirregulina (AREG) e epiregulina (EREG), (ASHKENAZI et
al., 2005; ZAMAH et al., 2010). O aumento da secre¢do hipofisaria de FSH no decorrer
do crescimento folicular para o estagio pré-ovulatorio leva a preparagao do foliculo para
o pico de LH (CAMP et al., 1991; HILLIER, 2001; HSUEH et al., 2000), através de um
aumento na expresdo do FSHR e LHR (ASHKENAZI et al., 2005; ZAMAH et al.,
2010) com um aumento concomitante na expressao das enzimas CYPI11A1 (OONK et
al., 1990) e CYP19A1 (CLEMENT e MONNIAUX, 2012; KAWAI et al, 2012;
NAGASHIMA et al., 2011)

Ap6s a luteinizagdo, o perfil génico ¢ alterado com a finalidade de promover a
sintese e secrecdo de progesterona, através da tradugdo dos genes da anfirregulina

(AREG) e epirregulina (EREG) (ZAMAH et al., 2010; CLEMENT e MONNIAUX,
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2012; CONTI et al., 2006; SU et al., 2010). A producdo endocrina dessas culturas,
portanto, ¢ caracteristica da segunda fase do ciclo e ndo pode ser comparada a fungdo
endocrina da fase folicular.

Por outro lado, as células do cumulus oophorus, que rodeiam o oocito no foliculo
pré-ovulatorio recebem a influéncia dos fatores secretados pelo odcito, que por sua vez
atuam diminuindo os efeitos do FSH e IGF e prevenindo a diferenciagdo destas células
(DIAZ et al., 2007). Este fato tem sido comprovado por diversos trabalhos que mostram
que a presenca do odcito diminui a expressdo de LHR nas células do cumulus, além de
diminuir a expressdo dos marcadores de diferenciacdo, como das enzimas CYP19AI,
CYP11A1 e da proteina Star (EPPIG et al., 1997; DIAZ et al., 2007; BAUMGARTEN
et al, 2014) necessarias para a sintese de progesterona que caracteriza o estado de
luteinizagdo. Baumgarten et al. (2014) demostram que diferentemente das células
murais, as células do cumulus humanas nido se encontram em estado luteinico no
momento da coleta folicular, ap6s a exposicdo ao HCG exdgeno. Além disso, eles
demostraram que os niveis de expressdo do hormonio anti-muleriano (AMH), o qual ¢
maior em foliculos pequenos e pré-antrais e reduzida em foliculos pré-ovulatérios, é
mantida em niveis mais altos nas células do cumulus que nas células murais de foliculos
pré-ovulatorios.

Um ponto interessante ¢ que esta influéncia mediada primariamente pelos fatores
secretados pelo odcito (dentre eles 0 GDF-9 e o BMP-15) de impedir a diferenciagdo
das células do cumulus, ndo é dependente de contato intimo com o odcito (OTSUKA et
al., 2001). Este dado foi confirmado em células do cumulus humanas que, mesmo em
cultivo sem o o6cito, se mantiveram indiferenciadas, onde foram capazes de responder
in vitro a0 FSH com um aumento na expressdo dos marcadores de diferenciagdo e com
um aumento na produc¢do de 17B-estradiol, enquanto que as células murais ndo
responderam (BAUMGARTEN et al., 2014).

Portanto, as células do cumulus, bem como a sua cultura, t€m sido consideradas
um modelo experimental fisiologicamente relevante quando o objetivo ¢ estudar a
diferenciagdo de células da granulosa humana, pois se comportam como células da
granulosa de foliculos pré-antrais jovens (BAUMGARTEN et al, 2014). Portanto, em
estudos que envolvem as etapas iniciais do desenvolvimento folicular, como a interagdo
entre as gonadotrofinas e IGFs, as células do cumulus seriam um modelo experimental

mais fisiologico. O perfil esteroidogénico varia conforme o grau de diferenciacio das
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células, portanto, o processo de luteinizacdo pode ser monitorado através da mensuragdo
da produgdo de 17B-estradiol e progesterona. Culturas de células da granulosa com uma
relagdo 17B-estradiol/progesterona aumentada sugerem células menos diferenciadas,

mais similares as células de foliculos pré-antrais.

2.7 Transporte de aminoacidos

O transporte de aminoacidos para o meio intra e extracelular ¢ importante para a
manutengdo da homeostase, uma vez que desempenham diversos papéis no organismo.
Existem diversos transportadores de aminodcidos especificos para garantir um aporte
adequado para as células (CASTAGNA et al., 1997), dentre eles o sistema A, o Sistema
ASC, o sistema L e o sistema N.

Diversos sistemas de transporte de aminoacidos tém sido descritos em oocitos e
embrides, dentre eles um sistema independente de sédio (sistema L), e um dependente
de sodio (sistema A). O sistema A ¢ sensivel ao pH e reconhece os aminodcidos N-
metilados, como o 4cido metilaminoisobutirico (MeAIB), um anilogo nao
metabolizdvel da alanina amplamente utilizado para o estudo destes sistemas
(BARKER; ELLORY, 1990). Ambos os sistemas operam no odcito apds a ovulagdo,
onde a captacdo e a transferéncia de aminodcidos nao-polares sdo mediadas via células
da granulosa e as jungdes gap por cooperacdo metabdlica (COLONNA et al., 1984;
EPPIG et al., 2005). Os aminoécidos, como a glicina, a alanina, a prolina, a histidina e a
serina, podem também ser transportados pelo proprio oocito, entretanto, t€m o seu
transporte aumentado na presenca das células do cumulus (COLONNA; MANGIA,
1983; EPPIG et al., 2005; HAGHIGHAT; VAN WINKLE, 1990).

O sistema de transportadores dependentes de sddio sdo altamente sensiveis a
variagdoes no pH. Um exemplo deste transportador ¢ o gene Slc38a3, descrito por Eppig
et al. (2005). Este gene esta presente somente nas células do cumulus e os seus
substratos (histidina e alanina) sdo acumulados pelos odcitos em altas taxas quando se
encontram com as células do cumulus. Neste mesmo trabalho, os autores sugerem que
os fatores paracrinos secretados pelos odcitos desempenham um papel importante na
captacdo de L-alanina e L-histidina pelas células do cumulus. Para tanto, o transporte

destes aminoacidos nas células do cumulus foi drasticamente estimulado através do co-
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cultivo com oocitos desnudos quando comparado ao transporte das células em cultivo
separadamante.

Por outro lado, a cooperagdo metabdlica somente se torna aparente para
aminodcidos como a valina, a leucina e a fenilalanina quando a concentracdo aumenta 5
a 10 vezes acima dos niveis plasmaticos (CHAND; LEGGE, 2011). Colonna et al.
(1984; 1983) monstraram que os canais das jungdes comunicantes entre as células da
granulosa e o odcito transferem a maioria dos aminoacidos através da membrana, com o
mesmo fator de permeabilidade (exceto a fenilalanina, a leucina e a valina) e sdo
considerados por Eppig et al. (2005), dependentes do sistema de transporte de
aminoacidos odcito-células da granulosa.

Segundo Collona et al. (1983) a captagdo de leucina pelos oocitos VG tem
caracteristicas do sistema L, enquanto o transporte da alanina se deve pelo sistema L e
pela atividade do sistema ASC. Segundo Colonna et al. (1984), a atividade do sistema L
diminui quando os o6citos passam de VG para MII. Os trabalhos que relacionaram o
estagio oocitario ao transporte de aminodcidos mostraram que a captacdo de leucina,
alanina e glicina, cujos transportes sdo atribuidos aos sistemas L, ASC e GLY
respectivamente, estdo presentes em o6citos em crescimento de médio didmetro
(COLONNA; MANGIA, 1983; HAGHIGHAT; VAN WINKLE, 1990). Ja a atividade
do sistema L foi reportada em odcitos com didmetro pequeno (COLONNA et al., 1983).
Segundo Pelland et al. (2009) os sistemas de transporte de aminoécidos L, b0,+, e
ASCl/asc estdo ativos durante o crescimento e a maturagdo oocitdria, aumentando
durante a fase de crescimento. O mesmo estudo mostrou que a presenca das células
foliculares circundando os odcitos em VG, ou de tamanho médio no estagio de
crescimento, ndo apresentaram sistemas de transporte de aminodcidos diferentes
daqueles encontrados nos oocitos desnudos. Entretanto, a presenga das células
foliculares aumentou a taxa de captacdo nos odcitos, principalmente de glicina, alanina
e taurina, utilizando o mesmo transportador que os odcitos desnudos.

Como se sabe que o transporte de aminodcidos ¢ essencial para a maturagdo e
crescimento oocitario, a utilizacdo de marcadores para avaliar esse transporte ¢ uma
técnica simples, porém muito util. Portando, uma vez que o MeAIB ¢ um andlogo nado
metabolizdvel da alanina marcado radioativamente, esta molécula pode servir de
marcador para avaliar e quantificar este sistema de transporte através da membrana em

varios tecidos. A atividade dos transportadores de aminoacidos do sistema A (o qual o
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MeAIB ¢ transportado) (especialmente da isoforma SNAT2) pode ser modulada a partir
de estimulos, como a adaptagdo a disponibilidade de aminoacidos, choque osmético e
estimulos hormonais (HYDE et al., 2002). Em células de Sertoli de ratos, por exemplo,
o efeito estimulatorio do FSH no transporte de aminoacidos ndo-metabolizaveis o-
aminoisobutirico ['*C]MeAIB tem sido amplamente descrito (PEREZ-SANCHES;
WASSERMANN, 1981). Segundo Wassermann et al. (1992), o FSH estimula o
aumento do calcio intracelular, sendo o aumento do transporte de aminoacidos
dependente deste processo.

Chand e Legge (2011) mostraram que o IGF-1 estimula a captagdo de L-Leucina
pelo Sistema L em foliculos inteiros de ratos, porém esse transporte aumenta até a fase
antral tardia, diminuido em foliculos pré-ovulatorios. Segundo os mesmos autores, este
efeito pode ser explicado pelo fato de que uma maior quantidade de aminodacido se faz
necessaria quando o od6cito estd em crescimento e as células do cumulus estdo
proliferando, fato que ndo ¢ observado proximo a ovulagdo. Hillensjo et al. (1992),
utilizando células da granulosa luteinizadas humanas, monstraram que o IGF-1 estimula
a captacio de ["C]MeAIB e aumenta a proliferagio das células da granulosa. Do
mesmo modo, Jacobus ez al. (2010) demonstraram que o transporte de ['*C]MeAIB é
estimulado pelo IGF-1 em células de Sertoli imaturas de ratos.

Desta forma, a execugdo deste trabalho auxiliou o entendimento dos eventos
moleculares que ocorrem entre o IGF-1 e o FSH na esteroidogénese ¢ nos mecanismos
de transportes de aminodcido, contribuindo para que sistemas mais eficazes de MIV
possam ser desenvolvidos. Em analogia aos avangos nos meios de cultivo de embrides,
seria de extrema importancia para os oocitos o aprimoramento dos meios de maturagao,
acrescidos de aminodcidos especificos para cada estagio de desenvolvimento
(PELLAND; CORBETT; BALTZ, 2009). A introducdo da técnica de MIV na
reproducdo humana assistida representa uma importante alternativa para pacientes com
risco de hiperestimulo, por exemplo, uma vez que a paciente ndo serd submetida aos
protocolos com gonadotrofinas exdgenas. O odcito ¢ a Unica célula altamente
especializada para criar, ativar e controlar o genoma embriondrio, além de servir de
suporte para os processos celulares basicos, como a homeostase, o metabolismo e a
progressdao do ciclo celular no embrido jovem. Portanto ¢ de extrema importancia
melhorar e promover a qualidade do odcito maturado in vitro, possibilitando a

reprogramagao espermatica e o posterior sucesso do programa de reproducdo (YU et al.,
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2012).

A importancia das células do cumulus e da sua interagdo com o o6cito vem sendo
reportada, mostrando-se ser fundamental para a regulagcdo da foliculogénese e oogénese
atravéz de uma via de trocas bi-direcional. Entretanto, a maioria dos trabalhos que
elucidam a interagdo entre o FSH e o IGF-1 em humanos utiliza as células da granulosa
murais e ndo as do cumulus, sendo que estes resultados ndo podem ser extrapolados
para sistemas de maturagdo onde o odcito encontra-se envolto pelas células do cumulus.
Dentre os fatores de crescimento que modulam a foliculogénese, sabe-se que o IGF-1
atua sinergicamente no ovario com o FSH e, dentre outras fungdes, estimula o
transporte de aminoacidos em foliculos de ratas permitindo um melhor aporte para o
crescimento € a maturagcdo oocitaria. O mesmo efeito tem sido descrito em células de
Sertoli de ratos. Embora diversos trabalhos mostrem similaridades entre espécies em
relag@o as fungdes dos fatores paracrinos e autocrinos na regulacdo fisioldgia folicular,
inumeras divergéncias tém sido reportadas. Como visto na revisdo bibliografica, a
maioria dos trabalhos que elucidam o transporte de aminodcido foram realizados em
ratas, exceto o trabalho desenvolvido por Hillensjo et al. (1992). O que mostra a
necessidade de melhor compreender estes mecanismos em células humanas.

Cabe salientar que estas células utilizadas sdo normalmente descartadas na rotina
clinica para se realizar a ICSI, o que as torna um excelente modelo de pesquisa, uma vez
que a sua utilizacdo ndo implicaria em nenhum prejuizo para as pacientes e para a

clinica de reproducdo.
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3 HIPOTESES

O FSH altera o transporte de ['*C]MeAIB em células do cumulus humanas cultivadas
in vitro. O cultivo prévio das células do cumulus humanos com IGF-1 também ¢ capaz de
alterar a taxa de transporte deste aminoacido analogo nao metabolizavel da alanina.

O FSH altera a esteroidogénese quando adicionado ao meio de cultivo das células do
cumulus, aumentando a produgdo de 178-estradiol. A adicdo de IGF-1 sozinho ao meio de
cultivo ndo ¢ capaz de alterar a esteroidogénese, porém a adicdo dos hormonios

concomitantemente provoca um efeito somatorio na producao de 17B-estradiol.
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4 OBJETIVOS

4.1 Objetivo geral

Avaliar o efeito do FSH e IGF-1 no transporte de ['*C]MeAIB e na produgio de 178-

estradiol em em células do cumulus humanas em cultivo.

4.2 Objeivos especificos

* Avaliar a captagdo basal de ['*C]MeAIB nas células do cumulus humanas e comparar
com a exposi¢ao ao FSH;

* Avaliar se o cultivo prévio das células do cumulus com o IGF-I altera o transporte de
['*C]MeAIB estimulado pelo FSH;

* Avaliar a influéncia da adicdo de FSH, IGF-1 ou ambos os horménios ao meio de
cultura das células do cumulus na produgdo de 178-estradiol;

* Observar se existe uma correlagdo entre o nimero de oocitos MII (maturos) colhidos
¢ a idade das pacientes com a captagdo basal de [*C]MeAIB ¢ os niveis de 178-

estradiol.
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5 MATERIAL E METODOS
5.1 Obtencao e cultivo das células do cumulus

O presente projeto de pesquisa foi aprovado pelo Comité de Etica da UFRGS,
cujo numero do parecer de aprovagdo ¢ 797.095.

Foram utilizados as células do cumulus humanas provenientes da Clinica ProSer,
Fertilidade e Reproducdo Assistida situada na cidade de Porto Alegre — RS, conveniada
com esta Universidade, cujo o nimero do convénio ¢ 23078013898/12-11 (como termo
aditivo de n° 23078.020650/12-16).

Durante o periodo de realizagcdo da parte experimental deste trabalho, todas as
pacientes que procuraram a Clinica ProSer para a realizacdo de coleta oocitaria para
realizacdo de fecundagdo in vitro foram convidadas pelo seu médico a participar deste
trabalho. As pacientes que concordaram em participar, assinaram um termo de
consentimento livre e esclarecido (Anexo 1), sendo que o mesmo foi aprovado pelo
Comité de Etica desta Universidade. O termo foi explicado e fornecido pelo médico
clinico responsavel da paciente antes de iniciar a indug¢do ovariana. Foram realizadas
reunides semanais com as pacientes para esclarecer possiveis duvidas que elas
poderiam ter.

Todas as pacientes que doaram as células do cumulus para a realizacdo deste
trabalho se enquadraram em todos os itens abaixo:

1) Apresentaram idade entre 20 e 39 anos;

2)  Concordaram em participar da pesquisa (através da assinatura do
consentimento livre e esclarecido);

3) Obtiveram no minimo cinco odcitos maturos recuperados
durante o procedimento.

A coleta dos COCs foi realizada por puncdo folicular guiada por ultrassom,
aproximadamente 35 horas ap6s a administracdo do hCG. Apds a coleta, os COCs
permaneceram em incubadora (37°C, atmofosfera com 5,5% de CO,) por
aproximadamente 2h. A maior parte das células do cumulus foram isoladas dos odcitos
quimicamente com a adicdo de 80IU Hialuronidase (Hyaluronidase, Global Life®,
Guilford, USA) em meio HTF-Hepes (Human Tubal Fluid Modified, Irvine
Scientific®, Santa Ana, USA) acrescido de 10% de Soro Sintético (SSS, Life Global®,
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Guilford, USA). O restante das células que permaneceram foi retirado mecanicamente
por consecutivas pipetagens.

Posteriormente, foi realizada a coloracdo para avaliacio da viabilidade e
concentragdo celular pelo método de exclusdo do Azul de Trypan (Trypan Blue
Solution, Sigma-Aldrich®, St. Louise, USA). Uma aliquota de 20uL com suspensdo
celular foi diluida (1:1) em solugdo de 0.4% de Azul de Trypan (Trypan Blue Solution,
Sigma-Aldrich®, St. Louise, USA) e analisada em camara de Newbauer. De acordo
com os principios da técnica, as células mortas mostram-se coradas pelo Azul de
Trypan, enquanto as células vivas permanecem nao coradas, com aspecto refringente a
visualizagdo em microscopio Optico. A viabilidade foi estimada dividindo-se o nimero
de células vidveis pelo nimero total de células.

Para o cultivo celular, foi utilizado placas de 24 pogos (Costar®, Corning, NY,
USA) com 0,5 mL de DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Medium Hight Glucose,
Gibco®, Aukland, NZ) acrescido de 10% de soro fetal bovino (Fetal Bovine Serum,
Gibco®, Aukland, NZ) e 1% de penicilina/estreptomicina (Penicilin Streptomycin,
Gibco®, Aukland, NZ). A concentragdo final das células semeadas foi de 5x10°
células/poco. Todas as amostras de células utilizadas apresentaram viabilidade maior
ou igual a 80%. Para ambos experimentos realizados as células foram cultivadas em
incubadora (37°C, atmosfera com 5,5% de CO;) por 24h antes dos tratamentos

especificos de cada grupo.

5.2 Transporte de aminoacido

Para este experimento as células de uma mesma paciente foram divididas em 3
grupos experimentais: 1) grupo controle; 2) grupo FSH e 3) grupo IGF-1+FSH. Todos
os grupos foram inicialmente cultivados por 24h. Apds este periodo o meio de cultivo
foi trocado por DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Medium Hight Glucose, Gibco®,
Aukland, NZ) previamente equilibrado em incubadora (37°C, atmosfera com 5,5% de
C0Oy), sendo que o grupo IGF-1+ FSH foi cultivado com a adi¢ao de 25ng/mL de IGF-
1 (IGF-1, Sigma-Aldrich®, St. Louise, USA) ao meio de cultivo.

Posteriormente, os grupos com as cé¢lulas em cultivo foram incubados a 37°C por
45 min em meio HBSS acrescido de 0,2 pCi/mL de 4cido a-metilaminoisobutirico [1-

1C]: (["*C]MeAIB; PerkinElmer NEN® Radiochemicals, Waltham, USA) por amostra.
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Os grupos FSH e IGF-14FSH tiveram 75 mlIU/ml de FSH (Puregon®,
Merck/Schering-Plough, North Wales, USA) adicionado no meio de incubagdo. A
reacdo foi encerrada com colocagdo das placas em gelo. O meio foi cuidadosamente
retirado da placa e posteriormente congelado identificado, sendo este 0 meio externo.
As células foram lavadas com Hank’s Balanced Salt Solution (HBSS, componentes do
meio no Anexo 2.) a 4°C e o meio foi desprezado. Em seguida, foi adicionado 0,5
mL/pogo de dgua a 4°C e as placas foram raspadas com o auxilio de espatula. A dgua
contendo as células foi armazenada congelada a -20°C. Foram realizados 5 repeti¢des
de cada grupo, totalizando a utilizacdo de células provenientes de 5 pacientes, uma vez

que células da mesma paciente eram divididas nos 3 grupos experimentais.

Grupo controle -Cultivo por 24h
(transporte -Incubagao com [1“C]MeAIB
basal) por 45 min

-Cultivo por 24h

Células d
s &8 Grupo FSH -Incubagio com [1“C]MeAIB

cumulus da !
mesma paciente + FSH por 45 min

(-Cultivo acrescido de IGF-1

G por 24h
rupo i x -
IGF-1+FSH Incubal\(;'[ae(‘)qclzgm [14C]

L + FSH por 45 min

Fig. 5.2.1 Esquema com os grupos experimentais para a captacao de
["C]MeAIB

5.2.1 Processamento das amostras para contagem de radioatividade

Os tubos contendo o meio de incubacdo e as células provenientes dos
experimentos de [ *C]MeAIB foram descongelados no dia da contagem. Para lisar as
membranas celulares, as células foram sonicadas e posteriormente centrifugadas a
800g por 10min. Estas amostras foram consideradas o meio interno, sendo que o meio
externo foi somente descongelado antes da contagem do radioativo. Aliquotas de 100

pL foram retiradas de todas as amostras (meio interno e externo) e colocadas em
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1,5mL de liquido de cintilagdo (OptiPhaseHiSafe 3® PerkinElmer, Waltham, USA)
para a mensuragdo da radioatividade em espectrometro de cintilagao liquida LKB beta
modelo 1215 (LKB-Producter AB, Brommer, Suécia).

A dosagem de proteina das amostras foi realizada segundo o método de Lowry
(1951).

Os resultados da acumulag@o de aminoéacido foram expressos pela relagdo entre
radioatividade das células (meio interno) e a radioatividade do meio de incubacdo
(meio externo). Foi feito uma corre¢do com o valor da dosagem de proteina nas

amostras, sendo o resultado expresso pela razdo pmol/mg de proteina.

5.3 Dosagem de 17B-estradiol no meio de cultivo celular

Para a dosagem de 17B-estradiol, as células foram colocadas em cultivo nas
mesmas condi¢des conforme descrito anteriormente. Apds 24 horas de cultivo, o meio
de todos os grupos foi trocado por meio DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Medium
Hight Glucose, Gibco®, Aukland, NZ) suplementado com 10% soro fetal bovino
(Fetal Bovine Serum, Gibco®, Aukland, NZ) previamente equilibrado. Foram feitos
quatro grupos de células provenientes da mesma paciente, sendo que cada grupo teve o
seguinte tratamento durante as 24 horas subseqiientes de cultivo:

1) Grupo controle= somente o meio de cultivo;

2) Grupo FSH= foi adicionado 75mUI de FSH (Puregon®; Merck/Schering-
Plough, North Wales, USA) ao meio;

3) Grupo IGF-1= foi adicionado na concentragdo de 25ng IGF-1/mL (IGF-1,
Sigma—Aldrich®, St. Louise, USA) ao meio;

4) Grupo FSH+IGF-1= foi adicionado FSH (75mUI/mL) e IGF-1 (25ng/mL)
ao meio.

Ao final deste periodo, o meio foi armazenado identificado e congelado a -
20°C.

Foram realizadas sete repeticdes dos quatro grupos, ou seja, células de sete
pacientes foram utilizadas neste experimento.

Para a dosagem do 17B-estradiol o meio foi coletado e diluido na proporcao 1:10
no meio tampao do kit. Posteriormente, a mensuragdo do 17B-estradiol foi feita por

Elisa, utilizando-se o kit comercial 178-estradiol EIA kit (582251, Cayman Chemical
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Company®, Ann Arbor, USA) (sensibilidade analitica 20-125pg/mL). O protocolo

utilizado foi idéntico ao descrito no manual do fabricante.

Grupo controle Cultivo por 24h

Cultivo com FSH
por 24h

Grupo FSH

Células do
cumulus da
mesma paciente

Cultivo com
IGF-1 por 24h

Grupo IGF-1

Cultivo com
IGF-1+FSH por
24h

Grupo FSH
+IGF-1

Fig 5.3.1 Esquema com os grupos experimentais para a dosagem
de 17B-estradiol no meio de cultura apos 24 horas em
exposi¢cdo aos hormonios

5.4 Banco de dados das Pacientes

Para a realiza¢do da andlise das informagdes das pacientes foi utilizado o banco
de dados da clinica, as quais tiveram as células do cumulus oophorus coletadas.
Ressaltando que o material biologico era anonimizado antes de sair da clinica, assim
como estes dados provenientes do banco de dados (mais detalhes na sessdo: Aspectos
éticos).

Foram utilizados os seguintes itens para correlacio com os pardmetros
experimentais: a idade e o niimero de odcitos obtidos em meiose II (MII) que foram

submetidos a ICSI.

5.5 Analise Estatistica

Para o experimento do transporte de [*C]MeAIB os dados apresentaram
distribuicdo normal, sendo aplicado o teste d¢ ANOVA de uma via seguido de pods-
teste de Bonferroni. Para o experimento da mensuragdo do 178-estradiol foi aplicado o
teste de Shapiro-Wilk para avaliagdo da distribui¢cdo dos dados. Visto que os dados

apresentaram distribuicdo ndo-paramétrica os resultados estdo representados como
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mediana e intervalos interquartis e foi aplicado o teste de Kruskal-Wallis para
comparagdo da secre¢do de 17B-estradiol. Para avaliar se havia alguma correlagao
entre o transporte de [*C]MeAIB ¢ a concentragio de 17B-estradiol com a idade e o
namero de odcitos MII foi utilizado uma andlise de regressao linear e coefeciente de
correlagdo de Pearson’s. As diferengas foram consideradas significativas quando
P<0,05.

Os testes estatisticos foram calculados pelo programa Statistical Package Social

Sciences (SPSS).

5.6 Biosseguranca

Durante a execu¢do dos experimentos propostos, os pesquisadores envolvidos
utilizaram luvas de procedimento e aventais para sua propria protecdo. No caso de
manipulag¢do de substancias que necessitavam ser preparadas em cabine de seguranga

bioldgica, foram utilizados 6culos de protecdao e mascaras cirirgicas.

O descarte de residuos ndo toéxicos, como solugdes salinas que ndo foram
utilizadas, foi feito em esgoto comum. Os residuos quimicos derivados dos
experimentos foram acondicionados em frascos e, posteriormente, foram
encaminhados para o Centro de Gestdo e Tratamento de residuos quimicos da UFRGS
para o correto procedimento de descarte. Os residuos biologicos foram armazenados e
enviados a Clinica ProSer para elimina¢do por uma empresa especializada. Os residuos
radioativos foram encaminhados conforme as instrugdes do Servico de Protecdo

Radiologica da UFRGS.

5.7 Aspectos Kticos

Este trabalho foi conduzido de acordo com o protocolo de pesquisa, com as Boas
Praticas Clinicas, com as Boas Praticas de Laboratorio ¢ com a Resolucao 466/13 e
demais normativas do Sistema CEP/CONEP, dentre elas a Norma Operacional CNS n°
001 de 2013;

Todas as pacientes que iniciaram um ciclo pra realizar um procedimento de
coleta oocitaria na clinica, sdo cadastradas em um software (Cryolife®) que gerou um

codigo aleatorio para cada paciente. Este codigo foi utilizado para arquivar todas as
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informagdes da paciente. Cada procedimento que a paciente realizou ¢ caracterizado
por outro nimero. Assim, quando o material bioldgico utilizado nesta pesquisa foi
encaminhado aos pesquisadores, havia somente dois numeros de identificagdo que
posteriormente foram rastreados, assegurando o sigilo das informacdes de cada
paciente. Portanto, somente os membros do corpo clinico tiveram acesso as
informagdes confidenciais das pacientes envolvidas, sendo que os dados foram
passados a terceiros somente depois da anonimizagdo. Assim como o material
bioldgico, os demais dados também foram identificados com o mesmo sistema
numérico descrito anteriormente.

Somente o médico de cada paciente e o técnico responsavel pela coleta das
células sabiam quais pacientes foram incluidas na pesquisa, evitando qualquer possivel
constrangimento em relacdo a escolha de participar ou ndo da pesquisa.

Os resultados serdo divulgados em periddicos cientificos e/ou em encontros,
respeitando sempre a privacidade e os direitos individuais dos sujeitos da pesquisa, ndo
havendo qualquer acordo restritivo a divulgacdo. Da mesma forma, os dados foram
expostos e discutidos com os técnicos da clinica conveniada, onde foram combinadas

as diretrizes para a publicacdo destes resultados.
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6 RESULTADOS

6.1 Dados gerais da paciente e do respectivo desenvolvimento de cada ciclo

Nas tabelas abaixo estdo os dados gerais das pacientes envolvidas em cada

experimento, seguidas dos parametros de desenvolvimento embriondrio e taxa de

gestacdo quimica (B-hCG). A tabela 2 corresponde as pacientes do experimento de

transporte de aminoécido, enquanto a tabela 3 ¢ referente as pacientes da mensuracao

do 17B-estradiol.

Tabela 6.1.1: Dados das pacientes do experimento de transporte de aminoacido

taxa taxa de
Idade fator Num. fertilizagcao blastocisto

paciente (anos) Iinfertilidade o6c. MII % (n) % (n) 3-hCG
1 35 tubario 20 100 (11/11) 45,4 (5/11) positivo
2 34 endometriose 8 75 (6/8) 33,33 (2/6) positivo
3 26 tubario 14 100 (14/14) 42,8 (6/14) positivo
4 33 tubario 8 100 (8/8) 0 (0/8) negativo
5 32 tubario 14 100 (14/14) Transf. 4 dia negativo

Media 32
Tabela 6.1.2: Dados das pacientes do experimento de mensuracao de 17B-estradiol
taxa taxa
Idade fator de Num. fertilizacao blastocisto

paciente (anos) infertilidade 06c. MII % (n) % (n) 3-hCG
1 30 tubario 18 88,8 (8/9) 0 (0/8) negativo
2 36 tubario 17 88,2 (15/17) 40 (6/15) positivo
3 33 tubario 13 92,3 (12/13) 66,6 (8/12) s/TE
4 39 masculino 10 70 (7/10) 28,5 (2/7) positivo
5 35 outras 10 100 (10/10) 20 (2/10) s/ TE
6 34 tubario 8 100 (8/8) 0 (0/8) negativo
7 33 tubario 13 92,3 (12/13) 50 (6/12) negativo

Media 34
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6.2 Correlaciio entre niimero de oécitos MII e o transporte basal de ['*C|MeAIB

Foi encontrado uma forte correlacdo negativa entre o nimero de oo6citos MII e

a captagio de [*C]MeAIB (n=5; P=0,03).
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Fig. 6.2.1 Correlagdo entre a captacdo basal de ['*C]MeAIB ¢ o

namero de odcitos MII coletados (Pearson's » = -0.915;
P=0.03).

6.3 Correlaciio entre a idade das pacientes e o transporte basal de ['*C|MeAIB

Nio foi encontrado correlagdo entre a captagdo de ['*C]MeAIB com a idade das

pacientes, sendo o valor de P> 0,05.
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Fig. 6.3.1 Correlagdo entre a idade das pacientes e a captacao basal

de ["*C]MeAIB
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6.4 Efeito da adicdo do IGF-1 por 24h ao meio de cultivo das células do cumulus

humanas no transporte de [*C]MeAIB estimulado pelo FSH

Apesar de se notar um aumento na captacao de ["“C]MeAIB quando incubado
com FSH (0,075 mUI/mL) durante 45 minutos estes aumentos ndo foram significativos
em relacdo ao controle nas células do cumulus humanas. Da mesma forma, nao se
observou nenhum efeito aditivo sobre este parametro quando as células foram
previamente cultivadas com IGF-1 (25ng/mL) durante 24h e posteriormente

estimuladas por 45min com FSH (n=5; P=0,620).
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Fig. 6.4.1 Acdo da adi¢do do IGF-1 (24h, 25ng/mL) no meio de
cultivo de células do cumulus humanas na captacdo de
['*CTMeAIB estimulado pelo FSH (0.075U/mL).
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6.5 Efeito da adicao do IGF-1 e do FSH no meio de cultura das células do cumulus

humanas sobre a concentraciao de 178-estradiol

O cultivo com FSH (0,075mUI/mL) por 24h ndo aumentou a secre¢ao de 178-
estradiol (pg/mL) no meio de cultura das células comparado ao grupo controle. Da
mesma forma o cultivo com IGF-1 sozinho ou associado ao FSH ndo foi suficiente

para estimular a produgao de 178-estradiol (n=7; P = 0,855).

1000

800

600

T
200 —— J—

400

Estradiol (pg/mL)
o
_{

F
il

T T T T
Controle FSH IGF-1 FSH + IGF-1

Grupos

Fig. 6.5.1 A¢do do FSH e do IGF-1 na produ¢do de 178-
estradiol em células do cumulus humanas

6.6 Correlaciao entre o numero de odcitos MII e a idade com a concentraciao de

17B-estradiol no meio de cultura

Nao foi encontrada nenhuma correlagdo entre a concentragdo basal de 178-
estradiol no meio de cultivo (por 24h) das células do cumulus (n=7) e a idade das
pacientes, também nao foi encontrada correlagdo entre a concentra¢dao basal de 1783-

estradiol ¢ o nimero de odcitos MII (P> 0,05).
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Fig. 6.6.1 Correlacdo entre o numero de oo6citos MII e a dosagem de
178-estradiol em células do cumulus humanas nao tratadas
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7 DISCUSSAO

Primeiramente este trabalho mostrou que as células do cumulus humanas sao
capazes de transportar o ['*C]MeAIB. Esta molécula é um analogo ndo metabolizavel
da alanina e vem sendo extensivamente utilizada como marcador para estudar o
transporte de membrana em varios tecidos (DA CRUZ CURTE; WASSERMANN,
1985; HILLENSJO et al., 1992).

Este mecanismo de transporte ¢ mediado via o sistema A, o qual ¢ responsavel
pelo transporte de aminodcidos neutros de cadeia lateral pequena (como a alanina,
serina e glutamina) através do simporte com sédio, sendo dependente de gradiente de
concentragdo e de energia (CHRISTENSEN et al., 1965). Nossos resultados estdo de
acordo com Pelland et al. (2009) que eluciadaram a existéncia do sistema A em células
do cumulus humanas, cujo transporte de alanina via este transportador, encontra-se
aumentado nos odcitos envoltos pelas células do cumulus. Segundo Eppig et al.
(2005), as células do cumulus sdo fundamentais para a transferéncia de alguns
aminoacidos, tais como L-alanina, ao odcito. A alanina requer a absorcao
primeiramente pelas células do cumulus e, em seguida, ¢ transferida para o odcito
através de juncdes do tipo gap, sendo, portanto, dependente da cumunicagdo entre as
células do cumulus e o odcito. Quando oocitos sdo cultivados com L-alanina
radioativamente marcada, pode-se observar que hd uma maior captacdo deste
aminoacido por odcitos envoltos nas células do cumulus do que aqueles desnudos
(COLONNA; MANGIA, 1983), sendo que o bloqueio das juncdes gap nos complexos
cumulus-odcitos impede este efeito (HAGHIGHAT; WINKLE, 1990). Da mesma
forma, Ahre’n et al. (1972) também mostraram que tanto o sistema A quando o L
(responsavel pelo transporte da leucina) estdo ativos no ovario de ratas pré-puberes.

Corroborando com estes achados, foi observado neste trabalho que a taxa de
transporte basal de ['*C]MeAIB nas células do cumulus humanas é inversamente
correlacionada com o niimero de o6citos maturos colhidos no mesmo procedimento, ou
seja, quanto maior o nimero de odcitos coletados, menor a taxa de transporte basal.
Esse achado pode ser explicado pelo fato de que, durante o crescimento folicular, o
volume do odcito aumenta de 100 a 300 vezes (GRIFFIN et al, 2006) até alcangar o
seu tamanho maximo, fase que compreende uma das etapas da maturagdo oocitaria.
Este crescimento ocorre gracas a proliferagdo das células do cumulus que o rodeiam

(GRIFFIN et al. 2006), uma vez que sdo elas que asseguram o fornecimento de
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metabolitos ao odcito (BINELLI e MURPHY, 2010; SUTTON-MCDOWALL et al.,
2010). Os oocitos em crescimento sdo caracterizados por uma alta atividade de sintese
de proteinas ¢ RNA (PINCTON et al, 1998), sendo que durante os estagios de
maturagdo oocitaria a sintese protéica esta particularmente alta (TOMEK et al., 2002).
Os aminodcidos precisam ser transportados em altas quantidades ao odcito, pois
servem como substrato para a sintese de proteinas, nucleotideos (glutamina, aspartato e
glicina), glutationa (glutamato, cisteina e glicina), glicoproteinas, acido hialurdnico e
moléculas que servem de mensageiros (como o o0xido nitrico, proveniente da arginina)
(revisado por COLLADO-FERNANDEZ et al., 2012).

Como o odcito ¢ incapaz de metabolizar diretamente a glicose, a alanina pode
também ser convertida em piruvato pelas células da granulosa, que via jungdes gap ¢
fornecida ao odcito. Oocitos murinos em crescimento apresentam um aumento no
consumo de piruvato e oxigénio, demostrando que este substrato energético ¢ essencial
para a oogénese (HARRIS et al, 2009). Além disso, as células do cumulus possuem
uma maior atividade das enzimas envolvidas no metabolismo dos aminoacidos, como a
alanina aminotransferase, do que os odcitos (CETICA et al, 2003). As reagdes
mediadas por estas enzimas produzem substratos para o metabolismo oxidativo, como
0 piruvato.

Conforme descrito anteriormente, a maturacao citoplasmatica que ocorre na fase
de crescimento oocitario compreende a sintese e a estocagem de uma vasta gama de
moléculas para tornar o odcito apto a retomar a meiose, e, portanto, ocorre antes da
chamada maturagdo nuclear avaliada na rotina clinica. Os o6citos que completaram a
meiose I e encontram-se na meiose I, sdo considerados maturos e aptos a serem
fertilizados. O o6cito ¢ o responsavel por coordenar o transporte de aminodcidos
através de sinais paracrinos, de acordo com o seu estagio de desenvolvimento. Assim,
foi demonstrado que quanto mais proximas as células do cumulus se encontram do
odcito, maior sera a expressdo do gene SLC8A3, responsavel pela transcricio do
transportador de aminoacidos neutros dependente de sodio (EPPIG et al., 2005).
Portanto, a correlagio negativa do transporte de ['*C]MeAIB pode ser devido a uma
regulacdo negativa maior dos odcitos maturos, sinalizando que ndo seria mais
necessario transportar uma grande quantidade de aminodcidos, uma vez que a
maturacao ja foi completada.

Um dado importante ¢ o de que ndo foi encontrada uma correlacdo entre o

transporte basal de ['*C]MeAIB e a idade das pacientes, porém esse achado pode ser
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devido ao fato de que todas as pacientes tinham 35 anos ou menos. Os efeitos da idade
na fertilidade sd3o observados apos aproximadamente 30 anos, porém apos 35 anos
estes efeitos se mostram mais evidentes (AMERICAN SOCIETY FOR
REPRODUCTIVE MEDICINE, 2012). O impacto negativo da idade materna sobre a
taxa de sucesso da FIV/ICSI ¢ principalmente devido a quantidade e qualidade
diminuida (maturagdo e competéncia) dos odcitos coletados, independentemente do
protocolo de estimulacdo (TONER, 2003). Portanto, como foram utilizadas somente as
células de pacientes com no minimo 8 odcitos coletados, provavelmente o fator idade
ndo estava afetando a fun¢do ovariana e, consequentemente, a fisiologia das células do
cumulus.

As pacientes incluidas no estudo apresentavam, em sua maioria, a mesma causa
de infertilidade, conhecida como fator tubario. Somente uma apresentava endometriose
e, portanto, nenhuma apresentava alguma alteracdo comprovada da fun¢do ovariana, o
que poderia afetar de alguma forma o funcionamento da dindmica folicular. Este fato
foi evidenciado pelo numero de odcitos maturos coletados em todas pacientes, sendo
todos maior que 8. Portanto, a amostra de células incluidas, pode ser considerada
homogénea sob o ponto de vista do fator de infertilidade e, portanto, ndo foi
correlacionado com os pardmetros avaliados, inclusive na paciente com endometriose.

Em células de Sertoli de ratos imaturos, que se encontram na fase proliferativa
(de 10 a 20 dias) a incubagdo com FSH por 45min ¢ capaz de estimular o transporte de
aminoacido independente de AMPc pelo sistema A (PEREZ-SANCHES e
WASSERMANN, 1981). O FSH atua no influxo de ['*C]MeAIB, aumentando a
atividade (Vmax) do sistema A de transporte de aminoacido (DA CRUZ CURTE;
WASSERMANN, 1985; SILVA; WASSERMANN, 1999). Desta maneira, o FSH atua
aumentando o aporte de nitrogénio necessario para a sintese protéica e de nucleotideos,
essenciais para o crescimento e o metabolismo celular (MCGIVAN e PASTOR-
ANGLADA, 1994; WARD; THOMPSON, 2012)

Neste trabalho, o FSH nio foi capaz de estimular o transporte de ['*C]MeAIB em
células do cumulus humanas, sendo que o cultivo prévio destas mesmas células com
IGF-1 também nao foi capaz de causar alguma alteracdo neste comportamento. Poucos
trabalhos existem avaliando o transporte de [""C]MeAIB estimulado pelo FSH em
ovarios ou cultivos de células da granulosa. Segundo Ahrén e Rubistein (1965) o FSH
pode estimular um aumento na captagio de ['*C]MeAIB, glicina-"H e valina-'*C em

ovarios de ratas. Entretanto, este efeito somente foi observado quando o FSH foi
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injetado 4 horas antes nas ratas, sendo que da mesma forma que o presente estudo, a
adicdo de FSH diretamente ao meio de incubagdo também nao foi capaz de estimular o
transporte de ['*C]MeAIB (AHREN; RUBISTEIN, 1965).

Outra hipdtese seria a de que as células estavam em estado luteinico no momento
da coleta e possivelmente mantiveram este estado no sistema de cultivo utilizado, e,
portanto, ndo responderam ao FSH no transporte de ['*C]MeAIB. Conforme sera
discutido posteriormente em relagdo a producao de 17B-estradiol, esse ¢ um fator que
deve ser considerado, embora o envolvimento do FSH na regulagdao do crescimento e
diferencia¢do das células da granulosa esteja bem elucidado (NAVALAKHE et al.,
2013).

Da mesma forma, o IGF-1 ndo alterou o comportamento nesta metodologia de
cultivo e sistema de transporte testado. Este resultado pode ter ocorrido devido ao fato
de que o IGF-1 nao foi adicionado no momento do transporte, e sim durante as 24
horas anteriores de cultivo. Nossos resultados contradizem aqueles publicados por
Hillensjo et al. (1992) os quais demostraram que a incubacdo do IGF-1 (a partir de
10ng/mL) em células da granulosa luteinizadas humanas por duas horas estimulou o
transporte de ['*C]MeAIB, além de aumentar a incorporagio de timina ao DNA,
demonstrando que o IGF-1 estd envolvido em efeitos troficos nestas células, além dos
efeitos ja descritos na esteroidogénese. Portanto, existe a possibilidade de que o
momento de exposi¢do e o periodo em que as células permanecem na presenca dos
hormodnios sejam cruciais para sua acdo ao nivel da expressdo génica e producio
proteica, o que nao foi verificado neste estudo.

Além disso, estima-se que mais de 90% do IGF estd ligado as proteinas de
ligacdao de IGF (IGFBP; JONES; CLEMMONS, 1995) e o mesmo ocorre no interior do
fluido folicular (MONGET et al., 1993; FUNSTON et al., 1996; WEBB et al., 2004).
Apesar de ndo adicionar qualquer IGFBPs ao meio de cultura, as células da granulosa
expressam mMRNA para ambos IGFBP2 e IGFBP5 em bovinos (MANI, 2008,
observacdes nao publicadas) e células humanas da granulosa luteinizadas expressam o
gene da IGFBP-3 (GIUDICE et al, 1991) e IGFBP-1 (MASON et al., 1993). As
IGFBP sao capazes de inibir a bioatividade do IGF-1 nos foliculos (UI et al., 1989;
MONGET et al., 1993) assim como aumenté-la, podendo fazer parte de um mecanismo
de controle local para o crescimento folicular. Em foliculos em atresia, ha um aumento
na produgdo de IGFBP no fluido folicular, levando a uma diminui¢do da bioatividade

do IGF-1, e pode ser um fator do inicio do processo de atresia (Ul et al, 1989;
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MONGET et al, 1993). Segundo Mason et al. (1993) o FSH ap6s 48h mostrou
estimular de forma dose dependente a producdo de IGFBP-1. Portanto, estas proteinas
poderiam estar presentes no meio e ter diminuido a biodisponibilidade do IGF-1,
necessitando de uma dose maior da utilizada de 25 ng/mL.

Neste trabalho mensuramos a produgdo de 17B-estradiol secretado pelas células
do cumulus apds o cultivo de dois dias para avaliar se a adi¢do de FSH, IGF-1 ou
ambos afetariam sua producdo. Conforme os resultados descritos, nem o FSH (na dose
de 75mUI/mL) nem o IGF-1 (25ng/mL) foram capazes de alterar a concentracdo de
17B-estradiol no meio de cultura. Da mesma forma, quando ambos os hormodnios foram
adicionados concomitantemente, nenhum efeito foi observado. Este resultado ¢
conflitante com o trabalho de Baumgarten et al. (2014) onde o tratamento com FSH
por 48h aumentou significativamente a expressdo dos genes das enzimas envolvidos na
esteroidogénese CYP19A1, CYP11A, bem como das respectivas proteinas codificadas
por estes genes, da proteina Star, além de aumentar os niveis de FSHR e de 178-
estradiol. Este trabalho ¢ um dos poucos que utilizou células do cumulus humanas,
mostrando que estas células respondem diferentemente das murais, que ndo foram
capazes de estimular a expressdo destes mesmos genes. Apesar da diminui¢do da
expressao dos receptores de LH em células murais durante a luteinizagdo (MENON et
al., 2013), as células do cumulus expressam niveis significativamente menores de LHR
que as células murais. Da mesma forma, a expressdo da enzima CYP19A1 e dos
receptores de FSH (FSHR) continua alta nas células do cumulus, enquanto que o
mesmo nao ocorre em células murais. A enzima CYP11Al e a proteina Star,
necessarias para a produgdo de progesterona, sdo mais expressas nas células murais
que nas cé¢lulas do cumulus. Portanto, estes achados sugerem que as células do cumulus
originarias de foliculos pré-ovulatérios ndo luteinizam apos a exposicdo ao hCG
exogeno in vivo, € que, mesmo separadas do odcito, estas células respondem in vitro ao
FSH com um aumento na expressao dos marcadores da diferenciacdo e na producdo de
17B-estradiol. Da mesma forma, Gilchrist et al. (2008) sugerem que o odcito secreta
fatores que impedem a luteinizagdo das células do cumulus, como o BMP-15 e o GDF-
9. Tem sido relatado que o BMP-15 inibe a produgdo de progesterona estimulada pelo
FSH em células da granulosa de ratas (OTSUKA et al., 2000), além de que pode haver
uma diminuicdo da expressdo do FSHR induzida pelo BMP15 (OTSUKA et al., 2001).

Da mesma maneira, o GDF-9 inibe a esteroidogénese induzida por FSH e a expressao
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do receptor de LH (LHR) em células da granulosa de ratas (VITT et al., 2000),
elucidando a importancia do o6cito em modular a agdo do FSH.

Apesar de descrito que as células do cumulus nao sofrem a luteinizagdo mesmo
apos o uso do hCG, mais estudos sdo necessarios para que esta observacdo seja
confirmada. Conforme sugerido anteriormente, uma sugestao para os nossos resultados
seria que as células utilizadas neste estudo, possivelmente apresentavam uma pequena
expressdo de FSHR e, consequentemente, ndo responderam a estimulagao hormonal
durante os primeiros dias em cultura, conforme descrito em células da granulosa
luteinicas (BRECKWOLDT et al., 1996; SASSON et al., 2004; LINDEBERG et al.,
2007). Segundo Ophir et al. (2014) apdés 4 dias de cultivo em meio sem soro e
renovado diariamente, as células luteinizadas retomaram as caracteristicas observadas
em células in vivo durante a fase antral inicial, inclusive em relagdo aos receptores de
FSH, que aumentaram a sua expressdo. Esse tempo inicial de cultivo foi essencial para
a retomada da capacidade de resposta ao FSH e consequente reversdo da luteinizacao,
uma vez que as células luteinicas estimuladas no dia da coleta ndo foram capazes de
responder ao FSH por 48h, enquanto que as cultivadas estimularam a expressdo dos
genes das enzimas CYP11Al, CYPI9A1 e do LHR. Além disso, estas células que
reverteram o estado luteinico in vitro, apds a estimulacdo com hCG aumentaram a
expressido de AREG e EREG com queda concomitante dos niveis de LHR,
mimetizando o efeito do LH/hCG em células pré-ovulatérias ndo-luteinizadas (OPHIR
et al., 2014). Esta recuperagdo a resposta ao FSH e LH pode ser devido a reciclagem
dos receptores internalizados a superficie celular, que sofrem esta “down-regulation”
provavelmente por ter sido induzidos in vivo a uma superestimulagdo com
gonadotrofinas. Alternativamente, a recuperagdo da resposta pode também ser devido a
nova sintese de receptores (BRECKWOLDT et al., 1996).

De maneira semelhante, estudos in vivo demonstraram que os niveis de mRNA
da aromatase em tecidos da parede folicular e a concentracdo de 17B-estradiol no
fluido folicular diminui ap6s o pico de LH em bovinos (VOSS; FORTUNE, 1993;
KOMAR et al., 2001). Assim ¢é possivel que o LH possa causar diretamente uma
reducdo na producdo de 17B-estradiol em cultivo de células da granulosa (SPICER et
al., 2002).

Diferentemente das células do cumulus, existem varios trabalhos descrevendo as
células da granulosa murais humanas quanto as suas caracteristicas de diferenciacao.

Durante a fase folicular antral inicial, o perfil de expressdo génica apresenta baixos
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niveis do receptor de FSH (FSHR) (ABDENNEBI et al., 1999; CAMP et al., 1991;
O’SHAUGHNESSY et al., 1996; WEIL et al., 1999), do receptor de LH (LHR)
(ABDENNEBI et al., 1999; CAMP et al., 1991), da enzima CYP11A1 (OONK et al.,
1990), CYP19A1, amfiregulina (AREG) e epirregulina (EREG), (ASHKENAZI et al.,
2005; ZAMAH et al., 2010). Durante a progressao do foliculo para o estagio pré-
ovulatorio, devido ao aumento da secrecdo de FSH, ha um aumento dos niveis de
FSHR e LHR (ASHKENAZI et al., 2005; ZAMAH et al., 2010) com um aumento da
expressado de CYPI1A1 (OONK et al, 1990) e CYPI9A1 (CLEMENT e
MONNIAUX, 2012; FITZPATRICK et al, 1997, KAWAI et al, 2012;
NAGASHIMA et al., 2011) para o pico de LH (CAMP et al., 1991; HILLIER, 2001;
HSUEH et al,, 2000). Durante a luteinizagdo, o perfil genético ¢ alterado para a
ativacdo de genes promotores da sintese e secre¢do de progesterona, como o AREG e
EREG, resultando na ovulagdo (ZAMAH et al., 2010; CLEMENT e MONNIAUX,
2012; CONTI et al., 2006; SU et al., 2010). Embora as células de foliculos pré-
ovulatérios ndo-luteinizadas (que ndo foram submetidas ao hCG) expressam FSHR em
niveis mais elevados comparado as células de foliculos antrais iniciais e luteinicos, as
células da granulosa murais humanas coletadas durante a fase antral inicial apresentam
mais receptores para FSH que as células coletadas apds o hCG exdgeno (luteinicas).
Entretanto, por sua vez, as células de foliculos antrais iniciais apresentam baixa
expressdo de LHR, CYP11Al e CYPI9A1 que aumentam na fase pré-ovulatoria e
diminuem novamente ap0s a luteinizacdo (OPHIR et al., 2014). Portanto, as células da
granulosa murais luteinicas (coletadas 36h apos o hCG) apresentam baixos niveis de
LHR, FSHR e CYP19A1, niveis moderados de CYP11A1 e altos niveis de AREG ¢
EREG.

Baseado no trabalho de Baumgarten et al. (2014), deixamos as células em cultivo
por 24 horas e posteriormente adicionamos os horménios que permaneceram em
contato com as células nas 24 horas subsequentes. Entretanto, no trabalho citado
anteriormente, as células permaneceram por 48 horas em contato com o FSH. Da
mesma forma, tem sido demonstrado que preparados de células da granulosa murais
recém coletados em programas de FIV ndo respondem ao hCG/LH, e ndo ¢ observada
uma resposta ao FSH em culturas destas células por periodos curtos, menores de 48h
(DENNEFORS et al., 1983; de los SANTOS et al., 1993; ANDREANI et al., 1994).
Ainda em células do cumulus foi demonstrado que ha um aumento na expressdo de

FSHR apoés 48h de cultivo mesmo sem a presenga de FSH (BAUMGARTEN et al,,
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2014). Portanto, provavelmente nosso tempo de cultura com FSH pode ndo ter sido
suficiente para que houvesse a expressao maxima do seu receptor. Além disso, Ophir et
al. (2014) mostraram que o pico maximo de estimula¢do do FSH foi observado em 48h
apos o inicio do tratamento em células da granulosa murais, coincidindo com o periodo
maximo de estimulacdo da aromatase pelo FSH (FITZPATRICK; RICHARDS, 1991;
STOCCO et al., 2008).

A maioria dos trabalhos utiliza este periodo de estimulacdo hormonal de 48h
para a posterior mensuragdo dos niveis de producdo de esteroides, bem como os que
avaliaram a expressdo de receptores e/ou enzimas envolvidas na esteroidogénese.
Portanto, este menor tempo de exposicdo ao FSH associado a um periodo anterior a
expressao maxima do receptor pode ter impedido a resposta efetiva do FSH. Este fato
pode ser fundamental também para o IGF-1, conforme as observagodes de que a a¢do do
IGF-1 em estimular a producdo de 17B-estradiol s6 ¢ efetiva depois de 2 dias de
tratamento em células bovinas (SPICER ¢ CHAMBERLAIN, 1998; SPICER et al.,
1993), sendo que no primeiro dia de tratamento o IGF-1 causa uma inibi¢do na
producdo de 17B-estradiol.

Apesar do IGF-1 ndo ter estimulado a produgdo de 178-estradiol nas células do
cumulus em nosso estudo, o efeito do IGF-I em estimular a produgao de 178-estradiol e
atuar potencializando os efeitos do FSH para manter os niveis maximos deste esteroide
(ERICKSON et al., 1989) vem sendo elucidado, com algumas particularidades para
cada espécie.

Em células da granulosa de ratas sabe-se que diferenciacdo induzida pelo FSH
depende do IGF-1, conforme foi demonstrado que o FSH ndo foi capaz de estimular a
expressao das enzimas CYPI9A1 e CYP11A1 e a produgdo de 178-estradiol quando o
IGF-1R foi inibido (ZHOU et al., 2013). Por outro lado, o IGF-1 sozinho ndo ¢ capaz
de estimular a esteroidogénese, necessitanto da presenca de FSH em roedores. Segundo
Zhou et al. (2013), em células murais humanas o IGF-1 ¢ capaz de estimular a
expressdo da CYPI9A1 sem a presenga de FSH, diferentemente de roedores.
Entretanto a concentragdo de 17B-estradiol ndo foi avaliada por Zhou et al. (2013), e
talvez esse efeito nao seja verificado em alteragdes deste hormonio. Em humanos foi
demonstrado que a acdo do FSH para a diferenciacdo das células da granulosa
necessita da ativagdo do IGF-1R, fato demonstrado que na presenga do inibidor AEW
da atividade do IGF-1R, o FSH ndo foi capaz de estimular a expressdo dos genes

envolvidos na esteroidogénese e na producdo de 178-estradiol, além da expressdao de
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LHR (BAUMGARTEN et al., 2014). Segundo os autores, este seria um possivel
mecanismo para explicar o efeito inibitério das proteinas de ligacdo do IGF ou dos
anticorpos anti-IGF-1R na indugdo da esteroidogénese em humanos (WILLIS et al.,
1998; YUAN e GIUDICE, 1999).

Em células da granulosa murais bovinas, coletadas de foliculos pré-ovulatorios,
foi demonstrado que o IGF-1 controla a expressdo dos genes CYP11A1, HSD3B1 e
CYP19A1, bem como um posterior aumento na producdo de 178B-estradiol. Tanto em
bovinos (SPICER et al., 2002, RYAN et al., 2008) quanto em células de ratas
(ADASHI et al., 1985) quando o FSH foi adicionado ao meio juntamente com o IGF-1
houve um efeito sinérgico, aumentando a expressdo da CYP19A1, porém esse efeito
ndo foi observado na producdo de 17B-estradiol (MANI et al, 2010). Da mesma
forma, somente o FSH nao foi capaz de estimular a produgdo de 178B-estradiol em
células da granulosa bovinas. Assim como em células suinas, o tratamento com IGF-1
(50 e 100 ng/ml) aumentou a expressdo de CYP11A1 (MANI et al., 2010). O FSH
adicionado ao meio ndo causou nenhum efeito na expressao do gene CYP11Al em
células bovinas, tanto sozinho quanto associado ao IGF-1 (MANI et al, 2010),
entretanto o mesmo ndo foi observado em células da granulosa suinas, onde tanto o
FSH sozinho quanto com o IGF-1 houve um aumento na expressdo deste gene
(URBAN et al., 1994).

O IGF-1 estimulou a expressdo da enzima HSD3B1 em células da granulosa
bovinas ¢ de ratas (de MOURA et al. 1997, EIMERL & ORLY 2002; MANI et al.,
2010). O FSH sozinho nao foi capaz de induzir este efeito em células bovinas (ZHENG
et al., 2008; MANI et al., 2010), entretanto em células de ratas o FSH foi capaz de
aumentar a expressao deste gene (de MOURA et al., 1997). Como a enzima CYP11A1
¢ responsavel pela transformacdo do colesterol em pregnenolona que posteriormente ¢
convertida pela HSD3B em progesterona, o aumento da transcri¢do destas enzimas
estimulado pelo IGF-1 pode aumentar a producdo de progesterona, além de gerar
precursores para a producao de 17B-estradiol.

Estas diferencas nos resultados sdo dificeis de ser explicadas por uma simples
diferenca entre espécies, uma vez que tanto o estagio folicular preciso no momento da
coleta das células, bem como os protocolos de cultivo utilizados, pode influenciar a
expressdo de determinados genes especificos dos quais os mecanismos ainda ndo sao
conhecidos. Além disso, conforme discutido anteriormente, a adicdo de FSH ao meio

juntamente com o IGF-1, pode ter estimulado a sintese de IGFBP-1, impedindo a acdo
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sinérgica do IGF-1 na esteroidogénese.

Outro ponto importante, ¢ que existem indicios que mostram que as culturas de
células da granulosa que utilizam meios sem soro podem levar & uma regressdo da
luteinizagdo destas células. Porém, neste trabalho utilizamos o sistema de cultivo com
soro, buscando utilizar o mais poéximo do sistema de maturacdo oocitario utilizado.
Além disso, sabe-se que a deprivagdo de soro pode levar a apoptose celular (TILLY et
al, 1991; AHARONI et al, 1995) além do soro ser importante para a adesdo das células
(LANGHOUT et al., 1991).

Nao foi encontrado correlagdo entre a producdo de 17B-estradiol basal e idade
das pacientes, assim como com o numero de odcitos MII coletados. Da mesma forma
que no transporte de ['*C]MeAIB, nenhum fator de infertilidade que pudesse interferir
na fun¢do ovariana foi incluido no grupo das pacientes, fato que pode ser mostrado
pelo nimero minimo de 11 odcitos coletados por paciente. Em relacdo a idade,
somente duas pacientes tinha mais de 35 anos, e este fator ndo foi correlacionado com
a quantidade de 17B-estradiol secretada pelas células em estado basal ou em presenga
de FSH e IGF-1.

A falta de desenvolvimento folicular na auséncia tanto do IGF-1 quanto do FSH
e os seus efeitos sinérgicos sobre a diferencia¢do e a esteroidogénese das células da
granulosa indicam que estes hormonios interagem para manter a fun¢@o ovariana. Esta
interacdo tem sido observada também na modulacdo da expressdo de seus receptores,
mostrando um importante mecanismo de regulacao entre o IGF-1 e o FSH. Em células
bovinas, o IGF-1 (50ng/mL) foi capaz de aumentar a expressdo tanto do IGF-1R,
quanto do FSHR. Embora o FSH nao tenha tido efeito na expressdo do IGF-1R,
quando os dois hormdnios foram adicionados juntos, houve um aumento na expressao
do IGF-1R em relacdo ao efeito do IGF-1 sozinho; enquanto que a adi¢do de FSH
preveniu completamente o aumento do FSHR estimulado pelo IGF-1 (MANI et al.,
2010).

Conforme foi demonstrado anteriormente, as células da granulosa humanas
expressam exclusivamente IGF-2 (YUAN e GIUDICE, 1999) e que o FSH estimula a
expressdo de IGF-2 em foliculos antrais iniciais humanos (el-ROEIY et al., 1993),
porém nao interfere na expressao do IGF-1R em células do cumulus humanas. Segundo
Baumgarten et al. (2014), as células do cumulus expressam tanto IGF-2 como IGF-1R,
porém nao expressam IGF-1. Adicionalmente foi demonstrado que estas células

expressam niveis mais altos de IGF-1R que IGF-2R. Neste trabalho anterior, ndo foi
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observado se o IGF-1 tém algum efeito na expressao dos receptores de FSH em células
humanas. Baseado em nossos resultados, possivelmente o IGF-1 ndo aumenta a
expressdo de FSHR, porém mais estudos que quantifiquem estes receptores sao
necessarios para se comprovar que ndo ha esta relacao direta entre estes hormonios em
células do cumulus humanas.

Semelhantemente, em roedores, o IGF-1 ndo é capaz de aumentar a expressao
do FSHR em células da granulosa desta espécie, embora camundongos knockout para o
IGF-1 apresentam uma baixa expressao de receptores de FSH, o que foi correlacionado
com uma reducdo do crescimento folicular em roedores (ZHOU et al, 1997). Da
mesma forma, o FSH ndo induz nenhum efeito na expressao de IGF-1R ou nos niveis
de IGF-1 (ZHOU et al, 2013). Portanto, fica evidente de que ha tanto um
envolvimento dos respectivos receptores do IGF-1 e FSH modulando de forma cruzada
as suas expresdes quanto uma interagdo entre eles através de outras vias de sinaliza¢ao
intracelular para estimular a esteroidogénese em células da granulosa nas diferentes
espécies.

Em células da granulosa e de Sertoli, a interagdo FSH-FSHR ativa diferentes vias
de sinalizagdo incluindo a ERK1/2, cAMP/proteina quinase A/CREB, e a via da
PI3K/AKT. Particularmente em células da granulosa ndo-diferenciadas, a ativagao da
AKT pelo FSH ¢ essencial para a estimulacdo da inibina B, da CYP19A1, da produgao
de 17B-estradiol e da expressdo do LHR e da 3-hidroxiesteroide desidrogenase
(ZELEZNIK et al., 2003; ALAM et al., 2004; SUN et al., 2003). As vias pelas quais o
FSHR ativo fosforila a AKT ndo estdo completamente elucidadas. Exitem indicios de
que possa ser via ativagdo da cascata Rap/Raf ou da via da PI3K pela ativagdo das
subunidades By da proteina G (ZELEZNIK et al., 2003).

O IGF-1R ¢ um membro da familia dos receptores tirosina quinase que uma vez
ativados, estimulam tanto a MAPK quanto a ERK1/2 além da via da PI3K/AKT
(BAUMGARTEN et al., 2014). Alguns autores sugerem que a atividade da AKT ¢
necessaria para a indu¢do pelo FSH da expressio da CYP19A1 em humanos,
considerando-se que a AKT ¢ o ponto chave da cooperagdo entre o FSH e o sistema
IGF para a diferenciacdo de células da granulosa humanas. Interessantemente, o FSH
ndo foi capaz de estimular a AKT na presenca de um inibidor do receptor do IGF-1,
sugerindo que o FSH ndo fosforila a AKT diretamente e sim que o IGF-1R media a
ativagdo da AKT (BAUMGARTEN et al., 2014). Em contrapartida, o bloqueio do
IGF-1R nao teve efeito na fosforilagdo da ERK1/2 estimulada pelo FSH. Segundo
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Baumgarten et al. (2014) h4a uma pequena taxa de fosforilagdo da AKT em células do
cumulus em cultivo, e esta fosforilagdo aumenta significativamente apos o tratamento
com FSH por uma hora. Mais estudos sdo necessarios para determinar a comunicagao
molecular entre o FSH e o IGF-1R que leva a fosforilagdo da AKT em humanos e
roedores.

Sabe-se que o IGF-1 estimula a via da PI3K/AKT em células da granulosa
bovinas (HU et al. 2004; MANI et al., 2010) e que possivelmente esta ativacdo se da
via PI3K, uma vez que a adi¢cdo de um bloqueador desta proteina reduz a expressao dos
genes envolvidos na esteroidogénese, reduzindo a produgdo de 17B-estradiol (MANI et
al., 2010). Entretanto, em bovinos, o FSH aumentou a expressio de IGF-1R e
CYPI9A1, porém ndo foi capaz de aumentar estatisticamente o estimulo da AKT
comparado ao efeito do IGF-1 sozinho em células da granulosa (MANI et al., 2010).
Da mesma forma, em células de Sertoli, o efeito estimulador do FSH na expressao da
CYP19 foi inibido com o bloqueio do IGF-1R (ZHOU et al, 2013). Embora o IGF-1
estimule a AKT, a ativagdo desta enzima nao ¢ suficiente para estimular a expressdo da
CYP19A1 (ZELEZNIK et al., 2003), levando a acreditar que ¢ necessario que ambas
as vias de sinalizagdo estejam ativas simultaneamente.

Assim como na esteroidogénese, as acdes do FSH sobre o transporte de
['*C]MeAIB sio bloqueados por verapamil, toxina pertassica (PTX) e wortmanin (um
bloqueador de PI3K) (JACOBUS et al., 2010). Desta forma, possivelmente a interagao
entre 0 FSH e o IGF-1 nesta via seria observada de maneira sinérgica, pois conforme
descritas acima, ambas as vias de sinalizacdo convergem para esta proteina. Entretanto,
¢ preciso mensurar a expressao dos receptores do FSH e IGF-1, uma vez que ndo ha
descricdes na literatura sobre o efeito do cultivo prévio com o IGF-1 na expressao dos
receptores de FSH. Mais estudos sdo necessarios para explicar como ocorre a acao
destes hormonios em células do cumulus humanas.

Desta forma podemos concluir que o sistema A de transporte de aminoacidos
estd presente em células do cumulus humanas, sendo que a taxa basal ¢ inversamente
proporcional ao nimero de odcitos MII coletados. Este achado sugere que hd um
controle exercido pelo odcito maturo neste sistema, diminuindo o transporte de
substratos necessarios para a sintese protéica. Os resultados nos sugerem que as células
do cumulus estavam luteinizadas no momento da estimulagdo pelo FSH em ambos
experimentos, € provavelmente apresentavam uma expressao reduzida de FSHR sendo

este 0 motivo de ndo ser observado um estimulo no transporte de aminoacido nem a
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producdo de 17B-estradiol pelo FSH. Porém para esta conclusdo, sdo necessarios
experimentos que quantifiquem este receptor, assegurando que o estimulo tenha sido
realizado no momento ideal da expressdo deste receptor. A mensuragdo da
progesterona também seria importante, para melhor caracterizar o estado de
diferenciagdo destas células. Provavelmente, o IGF-1 ndo ocasiona um aumento direto
na expressdo do FSHR, uma vez que quando adicionado ao meio de cutivo ndo alterou
os parametros analizados comparados aos grupos que continham somente FSH. Além
disso, quando adicionado IGF-1 sozinho ao meio de cultura das células do cumulus,
nenhuma alteracdao na producao de 178B-estradiol foi observada, sugerindo que o IGF-1
ndo exerce um efeito direto na esteroidogénese destas células. Portanto, embora
existam diversos trabalhos que tem auxiliado na compreensdo da interacdo entre o
IGF-1 e o FSH na diferenciacao celular durante a foliculogénese, ainda faltam pontos
cruciais a serem esclarecidos neste processo em células humanas. Da mesma forma,
s30 necessarios mais estudos que caracterizem as células do cumulus, bem como a sua
interacdo com o odcito, para que possamos aplicar estes conhecimentos com a

finalidade de melhorar as taxas de MIV oocitaria.

8 PERSPECTIVAS
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Para melhor esclarecer os resultados deste trabalho, pretendemos avaliar a
expressao dos receptores de FSH, a fim de observar se o IGF-1 atuaria modulando esta
expressdo. Além disso, a avaliacdo da expressdo da fosforilagdo de proteinas
envolvidas nas principais vias metabdlicas que estes hormonios interagem, seria de

extrema importancia.
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ANEXO 1 - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE)

Projeto: ACAO DO IGF-1 NO TRANSPORTE DE AMINOACIDO ESTIMULADO PELO
FSH E NA MORFOLOGIA DOS PROCESSOS TRANS-ZONAIS NO CULTIVO DE COMPLEXOS
CUMULUS-OOCITOS HUMANOS IMATUROS

Pesquisador responsavel: Profa. Dra. Eloisa da Silveira Loss, Departamento

de Fisiologia, UFRGS.

Demais pesquisadores: Adriana Bos-Mikich, Carlos Link, Noeli Sartori, Milvo

Pozzer, Laura Ayres, Leticia Schmidt Arruda.

Telefones para contato com pesquisadores: (51) 3308.4085- Comité de Etica em
Pesquisa (CEP) da Universidade Federal do Rio Grande do Sul; (51) 33083302- Eloisa
Loss pelo Laboratorio de Endocrinologia experimental e eletrofisiologia; (51)
33337397- Adriana Bos-Mikich; (51) 33984980- Clinica Proser- Fertilidade e
Reproducdo Assistida.

A fecundacao de 6vulos no laboratorio ¢ um procedimento que diversos casais
procuram para ter um filho. Normalmente, os 6vulos sdo coletados j& maturos do
ovario, uma vez que a técnica de maturacio no laboratorio (fora dos ovarios) ainda nao
apresenta taxas satisfatorias de sucesso. A introdu¢do da técnica de maturacdo de
6vulos em laboratorio (in vitro), representa uma importante alternativa para diversos
casos, como a preservagdo da fertilidade de criancas com cancer.

Diversos trabalhos anteriores mostraram que dentre os hormodnios envolvidos
neste processo de maturacao esta o IGF-1. Apesar do IGF-1 ter sido reportado como
regulador dos estagios iniciais da maturacdo, ndo se conhece completamente como este
processo ocorre. Em vista disto, este projeto visa ampliar o conhecimento do
amadurecimento do 6vulo, tentando entender o mecanismo de agdo do hormoénio IGF-
1. Com o advento de novas descobertas, a maturacdo in vitro de 6vulos podera ser
aperfeicoda, e posteriormente aplicada em beneficio de diversas pacientes que por

algum motivo nao teriam sucesso no procedimento convencional.

Prezada paciente, antes de concordar em participar deste estudo de pesquisa ¢

importante que vocé leia e entenda a explicacdo que se segue sobre os procedimentos

Rubrica (Paciente / Pesquisador): / 1/4




propostos. Se depois de ler este Termo de Consentimento Livre e Esclarecido existir
alguma coisa que vocé ndo compreenda sobre o estudo ou sobre os procedimentos, por

favor, pergunte ao responsavel que esta aplicando este termo.

Vocé estd sendo convidada para participar do estudo que estamos realizando
sobre avaliagdo do efeito de um hormonio (chamado de IGF-1) sobre os ovulos
imaturos e as células que estdo proximas ao 6évulo (chamadas de células do cumulus
oophorus). O objetivo do nosso estudo ¢ ampliar o conhecimento do amadurecimento
do 6vulo, tentando entender a importancia deste hormonio neste processo e para que
posteriormente, podendo ser futuramente utilizado nas técnicas de Reproducio

Assistida em beneficio de diversas pacientes.

Estamos convidando a senhora para fazer parte deste experimento, pois quando a
senhora realizar o seu procedimento de Reprodugdo Assistida, ¢ possivel que sejam
coletados dOvulos imaturos juntamente com os Ovulos vidveis. Caso forem coletados
cinco ou mais 6vulos maturos aptos para a fecundagdo, os dvulos imaturos ndo sao

utilizados na rotina clinica, pois apresentam uma chance remota de fecundagao.

As células que circundam os 6vulos também sdo coletadas, naturalmente. No
entanto, essas células ndo sdo utilizadas nos procedimentos de laboratorio, elas sdo
rotineiramente descartadas, pois ndo apresentam utilidade para as técnicas de

Reproducdo Assistida.

Desta forma, estamos solicitando permissdo para utilizar somente os 6vulos
imaturos (caso seja recuperado algum no seu ciclo) e as células que os circundam,
que seriam descartados, em nossa pesquisa. Além disso, caso seja coletado um
numero inferior a cinco évulos maturos, os seus 6vulos imaturos nio serao utilizados

para esta pesquisa.

Nao ha risco adicional aos existentes pela pungdo folicular para as pacientes
incluidas neste estudo, tampouco a participagdo ndo implicard em nenhum prejuizo
para a paciente. As informag¢des das pacientes serdo mantidas em sigilo, conforme
consta na legislacdo vigente (Resolugdo 466/12). O procedimento ocorrerd
normalmente independente da participagdo no estudo. A sua participagdo no estudo ¢
isenta de despesas (ndo trara custos a voc€) e a senhora ndo receberd nenhum

pagamento (ndo serd remunerada) pela sua participagao.

Rubrica (Paciente / Pesquisador): / 2/4



Todas as pacientes, entre 20 a 45 anos, ao iniciarem o procedimento de
fertilizagdo na PROSER estdo sendo convidadas a participar desta pesquisa, sendo que
somente serdo incluidas aquelas que, primeiramente, concordem em participar e
assinem o presente termo de consentimento. Caso vocé venha a aceitar, vocé somente
serd incluida nesta pesquisa se no seu procedimento:

1) For recuperados no minimo cinco 6vulos maturos; e

2) For recuperado pelo menos um 6vulo imaturo (que seria descartado).

Os resultados deste estudo ndo trardo beneficios nem prejuizos diretos para a
senhora. Se houver algum dano diretamente decorrente de sua participagdo no estudo,
vocé tera direito a indenizagdo conforme previsto em lei. Vocé ¢ livre para decidir para
participar ou ndo do estudo, assim como, retirar-se dele em qualquer momento sem

prejuizo ou alteragdo na rotina de seu tratamento ou relacionamento com seu médico.

Todas as informagdes obtidas estardo a sua disposi¢do se assim desejar. Todos os
resultados referentes a pesquisa serdo utilizados para fins exclusivos de pesquisa,
sendo resguardada sua total confidencialidade. Da mesma forma, a amostra de seu
material ndo serd utilizada para nenhuma outra finalidade, ap6s o cultivo dessas células

0 material sera descartado de forma correta.

Caso a Sra. fique com alguma davida em relagdo ao projeto poderd entrar em
contato com os pesquisadores, Eloisa Loss e Adriana Bos-Mikich, ou com o Comité de
Etica em Pesquisa (CEP) da Universidade Federal do Rio Grande do Sul, através dos

telefones informados no topo da pagina 1, para esclarecer suas dividas.

Eu, , i e entendi o propdsito

do estudo, bem como os potenciais beneficios e riscos da participagdo no estudo e
concordo em participar. Afirmo que fui adequadamente informada sobre o protocolo
em questdo e tive a oportunidade de fazer perguntas e minhas perguntas foram
respondidas. Declaro que recebi copia do presente Termo de Consentimento e que
entendi os objetivos, riscos e beneficios de minha participa¢do na pesquisa e concordo
em participar. Dou por meio deste documento meu consentimento informado para ser

uma participante desse estudo.

Paciente:

Rubrica (Paciente / Pesquisador): / 3/4
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Nome (em letra de forma) Assinatura

Porto Alegre, de de

Pesquisador:

Eu, abaixo assinado, expliquei completamente todos os detalhes relevantes deste

estudo ao sujeito mencionado acima.

Nome (em letra de forma) Assinatura

Porto Alegre, de de

Rubrica (Paciente / Pesquisador): / 4/4




ANEXO 2: Composi¢ao HBSS

Concentracio das

Concentracao Final da

Solu¢des Estoque (mM) Solucdo Hank's (mM)
NaCl 145 0,0029
Cloreto de Sodio
KCl1 34,3 4,6
Cloreto de Potassio
NaHCO3 100 5
Bicarbonato de Sodio
MgClI2 32 1,6
Cloreto de Magnésio
CaCl2 .2H20 32 1,6
Cloreto de Calcio
hidratado
C6H1206 110 5,5
Glicose
Hepes - 10
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