4 — Concentragdo de hormonios esterdides no meio de cultura para matura¢do in vitro

suplementado com BSA e hormonios esteroides em varias concentragoes.

Muito embora neste experimento tenha-se retirado as células granulosa da
cultura, dosou-se os horménios esterdides do meio para se verificar a capacidade de
sintese e secrecdo de hormonios esterdides pelas cdlulas do cumulus dos COCs. Ao se
analisar os dados aplicando-se regressdo polinomial, verificou-se que estas células
também so capazes de secretar a progesterona e o estradiol durante a cultura para M1V
de odcitos bovinos.

Observou-se que as células do cumulus produziram progesterona (p<0,05)
guando cultivadas durante 24 horas em meio de cultura suplementado com BSA ou SFB
(Tabela 17). Porém, quando este meio recebeu suplementacdo de progesterona, houve
bloqueio desta secrecédo (p>0,05), parecendo que a progesterona se auto-regula. Quando
0 meio recebeu suplementacdo de testosterona (Tabela 18), ndo se observou variacéo
significativa dos niveis de progesterona no meio durante as 24 horas de cultura
(p>0,05), exceto quando a testosterona foi adicionada na concentragcéo de 2,5 ng/ml
(p<0,05). A suplementacéo do meio de cultura com estradiol nas concentragdes de 1,0
e 10,0 ng/ml estimulou a producdo de progesterona pelas células do cumulus (p<0,05),
mas Nao se observou variagdo nos outros tratamentos (Tabela 19).

Os resultados demonstraram variacdo (p<0,05) dos niveis de testosterona
durante as 24 horas de cultura quando o meio foi suplementado com BSA, SFB,
progesterona a 1,0 ng/ml (Tabela 20), testosterona a 1,0 e 5,0 ng/ml (Tabela 21) e
estradiol a 1,0, 2,5 e 10,0 ng/ml (Tabela 22). Os resultados sdo inesperados, uma vez
gue ndo haviam células da teca na cultura, as quais secretam a testosterona. Todavia, ao
se analisar as tabelas, pode-se verificar que o R? é inferior a 0,70, o que significa que
estatisticamente esta variacdo € muito baixa e biologicamente deve ser desprezada. Por
outro lado, 0 R? no meio suplementado com BSA e estradiol 10,0 ng/ml foi maior do
que 0,70. Esta resposta pode dever-se a contaminacdo do meio com testosterona
proveniente de estoques intra-celulares das células do cumulus, entretanto, isto ndo foi
determinado no presente experimento.

As células do cumulus dos COCs cultivados para MIV demonstraram ser

capazes de secretar estradiol durante as 24 horas de cultura e esta secregdo foi notavel



guando os COCs foram cultivados em meio suplementado com BSA (p<0,05). Quando
0 meio recebeu suplementacdo de SFB houve uma grande oscilacdo dos niveis de
estradiol dentre as horas estudadas. A suplementacdo do meio de cultura com
progesterona estimulou a secrecdo de estradiol (p<0,05), exceto na concentracdo de 5,0
ng/ml, cuja elevacdo ndo foi significativa (Tabela 23). Como esperado, a testosterona
estimulou a producdo de estradiol pelas cdlulas do cumulus (p<0,05), j& que é 0 seu
precursor na via esteroidogénica (Tabela 24). O estimulo foi potente quando a
testosterona foi adicionada na concentragdo de 5,0 ng/ml. Por outro lado, houve um
descréscimo dos niveis de estradiol (p<0,05) no meio de cultura suplementado com
estradiol (Tabela 25). Mais estudos s80 necessarios para se verificar se 0 estradiol tem a
capacidade de bloguear a sua proépria sintese pelas células do cumulus na cultura, ou
mesmo estimular sua degradacao.



Tabela 17 - Média dos niveis de progesterona no meio cultura suplementado com

progesterona, para cada horménio e tempo de cultura. Analise de regressao

polinomial dos dados transformados em log (y+1)

Tempo de Cultura

Hormdnio
Ohoras 8horas 16horas 24 horas F R? Regr.
BSA 2,75 6,74 37,04 31,20 16,37" 0,77 3° grau
SFB 0,48 8,10 9,15 6,92 34,01° 0,89 2° grau

P 1.0 ng/ml 10500 7550 6780 9700 2,67 ™ -
P 2.5 nmg/ml 13350 13380 9020 8917 2,25 ™ -
P 5.0 ng/ml 42083 59500 67800 50833 1,25™ -
P 10.0 ng/ml 61167 46333 82000 61200 1,34 ™ -

™ néo significativo (p>0,05)
" significativo (p<0,05)



Tabela 18 - Média dos niveis de progesterona no meio cultura suplementado com
testosterona, para cada hormoénio e tempo de cultura. Andlise de regressio

polinomial dos dados transformados em log (y+1)

Tempo de Cultura

Hormonio
Ohoras 8horas 16horas 24 horas F R? Regr.
BSA 2,75 6,74 37,04 31,20 16,37 0,77 3° grau
SFB 0,48 8,10 9,15 6,92 34,01° 0,89 2° grau

T 1.0 ng/ml 38,67 20,28 62,60 49,44 2,27™ - -
T 2.5 my/ml 59,20 170,50 55,92 40,20 460" 0,48 3° grau
T 5.0 ng/ml 105,50 182,80 117,60 128,80 1,12"™ - -
T10.0ngml 130,67 232,80 162,40 192,00 241™ - -

" néo significativo (p>0,05)
" significativo (p<0,05)



Tabela 19 - Média dos niveis de progesterona no meio cultura suplementado com

estradiol, para cada horménio e tempo de cultura. Andlise de regresséo

polinomial dos dados transformados em log (y+1)

Tempo de Cultura

Hormdnio
Ohoras 8horas 16horas 24 horas F R? Regr.
BSA 2,75 6,74 37,04 31,20 16,37 0,77 3° grau
SFB 0,48 8,10 9,15 6,92 34,01° 0,89 20 grau
E 1.0 nyml 343 1,97 15,92 14,04 741" 0,61 3° grau
E 2.5 ng/ml 5,90 2,60 5,16 4,76 0,69 ™ - -
E 5.0 ng/ml 8,36 3,02 11,87 21,10 2,55 "™ - -
E100ngml 7,06 0,88 9,37 15,87 5,05 0,50 3 grau

" néo significativo (p>0,05)
" dgnificativo (p<0,05)



Tabela 20 - Média dos niveis de testosterona no meio cultura suplementado com

polinomial dos dados transformados em log (y+1)

progesterona, para cada horménio e tempo de cultura. Analise de regressao

Tempo de Cultura

Hormonio
Ohoras 8horas 16horas 24 horas F R? Regr
BSA 1,10 0,84 9,93 3,31 18,67 0,80 3° grau
SFB 0,43 0,79 2,20 0,48 520" 0,54 2° grau
P 1.0 ng/ml 6,88 3,02 8,56 6,32 399" 0,44 3° grau
P 2.5 mg/ml 4,42 5,08 8,24 7,13 1,89 ™ - -
P 5.0 ng/ml 7,67 5,88 8,60 12,27 2,89"™ - -
P 10.0 ng/ml 14,58 11,25 16,00 23,26 1,46™ - -

" néo significativo (p>0,05)

" significativo (p<0,05)



Tabela 21 - Média dos niveis de testosterona no meio cultura suplementado com

testosterona, para cada hormoénio e tempo de cultura. Andlise de regressio

polinomial dos dados transformados em log (y+1)

Tempo de Cultura

Hormonio
Ohoras 8horas 16horas 24 horas F R? Regr.
BSA 1,10 0,84 9,93 3,31 18,67 0,80 3° grau
SFB 0,43 0,79 2,20 0,48 520" 0,54 2° grau
T 1.0 ng/ml 6833 15760 11150 15240 3,63 0,46 3° grau
T 2.5 mg/ml 18400 16000 17560 19400 0,28 ™ - -
T 5.0 mg/ml 50500 100400 546667 93000 399" 0,50 3° grau

T10.0ng/ml 90833 101400 91500 97200 0,13™

™ néo significativo (p>0,05)
" significativo (p<0,05)



Tabela 22 - Média dos niveis de testosterona no meio cultura suplementado com

estradiol, para cada hormdnio e tempo de cultura Andlise de regressdo

polinomial dos dados transformados em log (y+1)

Tempo de Cultura

Hormonio
Ohoras 8horas 16horas 24 horas F R? Regr.
BSA 1,10 0,84 9,93 3,31 18,67 0,80 3° grau
SFB 0,43 0,79 2,20 0,48 520 0,54 2° grau
E 1.0 ng/ml 2,12 570 1,69 2,66 3927 0,44 3°grau
E 2.5 ng/ml 8,17 1,33 6,58 512 6,49 0,58 3° grau
E 5.0 ng/ml 14,60 5,52 7,82 10,20 1,95 ™ - -
E 10.0 ng/ml 4,88 5,54 2,44 32,10 30,25° 0,85 3° grau

™ néo significativo (p>0,05)
" significativo (p<0,05)



Tabela 23 - Média dos niveis de estradiol no meio cultura suplementado com

progesterona, para cada horménio e tempo de cultura. Andise de

regressao polinomial dos dados transformados em log (y+1)

Tempo de Cultura

Hormonio
Ohoras 8horas 16horas 24 horas F R? Regr.

BSA 0,00 0,69 124,00 128,50 182,89 0,98 3° grau
SFB 168,00 0,02 300,00 0,65 441,33" 0,99 3° grau

P 1.0 ng/ml 99,33 11,16 151,60 165,60 19,70 ° 0,81 3° grau
P 2.5 mg/ml 0,33 9,64 1,80 6,17 14,59° 0,71 3° grau

P 5.0 ng/ml 0,87 1,81 3,64 3,78 1,58 ™ - -

P 10.0 ng/ml 0,21 10,05 22,84 27,28 931" 0,64 1° grau

™ néo significativo (p>0,05)
" significativo (p<0,05)



Tabela 24 - Média dos niveis de estradiol no meio cultura suplementado com
testosterona, para cada horménio e tempo de cultura. Andise de
regressdo polinomial dos dados transformados em log (y+1)

Tempo de Cultura
Hormonio
Ohoras 8horas 16horas 24 horas F R? Regr.
BSA 0,00 0,69 124,00 12850  182,89° 0,98 3° grau
SFB 168,00 0,02 300,00 0,65 441,33" 0,99 3° grau
T 1.0 ng/ml 0,19 0,18 0,53 0,07 4,39 0,50 3° grau
T 2.5 mg/ml 0,06 0,21 0,52 0,10 490" 0,49 2° grau
T 5.0 ng/ml 0,10 0,69 0,57 4,16 4456° 0,91 3 grau
T 10.0 ng/ml 0,11 0,45 0,85 1,04 6,53 0,54 1° grau

™ néo significativo (p>0,05)

" significativo (p<0,05)



Tabela 25 - Média dos niveis de estradiol no meio cultura suplementado com estradiol,
para cada horménio e tempo de cultura. Analise de regressdo polinomial
dos dados transformados em log (y+1)

Tempo de Cultura

Hormonio
Ohoras 8horas 16horas 24 horas F R? Regr.
BSA 0,00 0,69 124,00 128,50 182,89" 0,98 3° grau
SFB 168,00 0,02 300,00 0,65 441,33" 0,99 3° grau

E 1.0 ng/ml 2600 2130 34,25 21,40 293,80 0,99 3° grau
E 2.5 mg/ml 4100 15,56 2960 2340 737,75 0,99 3° grau
E 5.0 ng/ml 1148 1192 1228 672,50 1,46 ™ - -

E 10.0 ng/ml 9850 6400 163,33 113,20 271,83" 0,99 3° grau

" néo significativo (p>0,05)
" significativo (p<0,05)



O coeficiente da variacdo dos niveis de progesterona na cultura foi significativo
(p<0,05) para os diversos esterdides adicionados ao meio (progesterona, testosterona e
estradiol), tempo e interacdo horménio x tempo (Tabela 26). Ao se analisar os niveis de
progesterona no meio de cultura suplementado com SFB (Tabela 26a e Figura 8), notou-
se inesperadamente uma semelhanca entre padrdo de secrecéo e niveis do hormdnio
com aqueles do meio suplementado com SFB do experimento de suplementacéo do
meio com soro bovino e células da granulosa (Tabela 2), exceto no fina da cultura. A
comparacdo nos permitiu verificar que, apesar da auséncia das células da granulosa e
nimero menor de COCs na cultura, as células do cumulus se comportaram de uma
maneira semelhante no inicio da cultura, entretanto, provavelmente em decorréncia
destes fatos, a secrecdo de progesterona no final da culturafoi menor.

De acordo com os resultados, pode-se verificar que a adicdo de BSA contaminou
a cultura com progesterona (Tabela 26a e Figura 8) e que na presenca de BSA, as
células do cumulus foram estimuladas a secretar progesterona ao final da cultura,
indicando um processo de luteinizacdo. Neste caso, 0s niveis de progesterona foram
significativamente maiores do que os do meio suplementado com SFB (Tabela 26 a).
Com relagdo aos meios de cultura suplementados com progesterona, ndo se notou
grandes variagdes dos niveis deste horménio de acordo com o tempo, 0 mesmo
ocorrendo com o0 meio suplementado com testosterona. Entretanto, os niveis de
progestrona no meio suplementado com testosterona a 5,0 e 10,0 ng/ml foram
siginificativamente maiores do que o0s outros grupos (Tabela 26b e Figura 9). Com
relacdo ao meio suplementado com estradiol, notou-se variagdo significativa dos niveis
de progesterona entre os grupos, exceto para 0 meio suplementado com estradiol a 2,5
ng/ml, cujos nivels de progesterona no final da cultura foram significativamente
inferiores quando comparados com o meio suplementado com BSA (Tabela 26¢ e
Figura 10).

O coeficiente da variagdo dos niveis de testosterona na cultura foi significativo
(p<0,05) para os diversos esterdides adicionados ao meio (progesterona, testosterona e
estradiol), tempo e interagcdo horménio x tempo (Tabela 27). Verificou-se diferenca
significativa a0 se comparar os nivels de testosterona dos meios suplementados com
BSA e SFB, indicando que o BSA contaminou muito mais a cultura com testosterona do



gue o SFB (Tabela 27a e Figura 11). Houve diferenca significativa com relagcdo aos
niveis de testosterona no meio de cultura entre os grupos suplementados com 1,0 e 2,5
ng/ml de testosterona e 5,0 e 10,0 ng/ml (Tabela 27b e Figura 12). N&o houve grande
variacdo dos niveis de testosterona em meio suplementado com estradiol para os tempos
0, 8 e 16 horas de cultura, mas no tempo 24 horas, verificou-se que quanto maior a
concentracdo de estradiol adicionado ao meio de cultura, maior o nivel de testosterona
(Tabela27c e Figura 13).

Da mesma maneira do que para 0s outros esterGides, o coeficiente da variagéo
dos niveis de estradiol na cultura foi significativo (p<0,05) para progesterona,
testosterona e estradiol adicionados a0 meio, tempo e interagdo hormdnio X tempo
(Tabela 28). Pode-se verificar que o BSA n&o contaminou a cultura com estradiol
(Tabela 28d). Por outro lado, o SFB forneceu a0 meio elevadas concentragbes de
estradiol (Tabela 28a), como anteriormente notado no experimento de suplementacéo do
meio com soro bovino (Tabela 4). Verificou-se que as células do cumulus S30 capazes
de secretar estradiol quando os COCs sdo cultivados em meio suplementado com BSA,
mesmo na presencga de progesterona (Tabela 28a e Figura 14). Entretanto, notadamente
& 24 horas de cultivo, notou-se que a concentracdo de estradiol foi menor no meio
suplementado com altas doses de progesterona (Tabela 28a e Figura 14). Muito embora
as cdulas do cumulus tenham demonstrado ser estimuladas a produzir estradiol quando
o meio foi suplementado com BSA, houve blogueio quando a testosterona foi
adicionada aeste meio, apesar da testosterona ser precursora do estradiol (Tabela 28b e
Figura 15). Quando o meio recebeu suplementacdo de estradiol, a variagdo dos niveis de
estradiol entre os grupos foi muito grande, entretanto, parece que o estradiol foi
consumido e/ou degradado ao longo do tempo para todos os grupos analisados (Tabela
28c e Figura 16).

Com relacdo a andlise de secrecdo de esterdides por células da granulosa em
meio de cultura para MIV de odcitos bovinos, os resultados demonstraram uma grande
variabilidade dos niveis dos hormoénios no mesmo tratamento, apesar de se ter abolido a
co-cultura de células da granulosa e 0 soro bovino. Faz necessé&rio ressaltar que neste
experimento, as culturas ndo foram as mesmas ao longo do tempo (culturas diferentes
para os tempos 8, 16 e 24 horas), ao contrario do experimento de adi¢do de soro bovino

e céulas da granulosa a0 meio, onde os esterGides foram dosados sempre do mesmo



meio de cultura ao longo do tempo (meio de cultura aiquotado da mesma placa de
cultivo apés 6, 12 e 24 horas de cultivo). Desta maneira, os resultados indicaram que as
células do cumulus dos COCs foram capazes de secretar progesterona e estradiol em
meio de cultura suplementado com BSA, mas mesmo na auséncia de co-cultivo de
células da granulosa provenientes de diferentes foliculos ovarianos e na auséncia de
soro bovino como suplemento do meio de cultura, a repetibilidade foi ainda muito
baixa. Provavelmente, a capacidade esteroidogénica dos COCs estgja relacionada ao su
foliculo de origem, dependendo do tamanho do foliculo e status fisiol6gico (dominancia

ou subordinac&o do foliculo, dentre outros fatores).

Figura 8 - Niveis de progesterona (ng/ml) em meio de cultura para maturacao in vitro de

0dcitos bovinos suplementado com progesterona.
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Figura9 - Niveis de progesterona (ng/ml) em meio de cultura para maturagao in vitro de
o6citos bovinos suplementado com testosterona.
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Figura 10 - Niveis de progesterona (ng/ml) em meio de cultura para maturagéo in vitro
de odcitos bovinos suplementado com estradiol.
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Figura 11 - Nivels de testosterona (ng/ml) em meio de cultura para maturacao in vitro

de odcitos bovinos suplementado com progesterona
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Figura 12 - Niveis de testosterona em meio de cultura (ng/ml) para maturagdo in vitro
de odcitos bovinos suplementado com testosterona.
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Figura 13 - Nivels de testosterona em meio de cultura (ng/ml) para maturacao in vitro

de odcitos bovinos suplementado com estradiol.
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Figura 14 - Niveis de estradiol em meio de cultura (ng/ml) para maturacéo in vitro de
00citos bovinos suplementado com progesterona.
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Figura 15 - Niveis de estradiol em meio de cultura (ng/ml) para maturacéo in vitro de
o6citos bovinos suplementado com testosterona.
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Figura 16 - Niveis de estradiol em meio de cultura (ng/ml) para maturacéo in vitro de
odcitos bovinos suplementado com estradiol.
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Tabela 26 - Valores de F e Coeficiente de Variagdo (CV) obtidos na andlise de variéncia
dos niveis de progesterona avaliados nos meios de cultura

Meios de culturat

Estatisticas
Progesterona Testosterona Estradiol
Hormonio 1337.33 * 113,97 * 5,27 *
F Tempo 11,49 * 11,56 * 23,11 *
Interacdo Hormonio x Tempo 6,99 * 6,33 * 3,49 *
CV % 6,26 14,16 32,90

! dados transformados em log(x+1)
* ggnificativo ao nivel de 5% (p < 0,05)

Tabela 26a - Média e erro padréo da média dos niveis de progesterona no meio de cultura
suplementado com progesterona, para cada horménio e tempo de cultura

Tempo de Cultura (média + EPM)

Hormonio
0 horas 8 horas 16 horas 24 horas
BSA 275+0,212 6,74+ 2,982 37,04+659% 31,20+6,68°2
FCS 048+0,12° 8,10+ 1,68° 9,15+ 057" 6,92+ 115"

P1,0ngml 10500+ 500" 7550 + 538 ° 6780+ 2310° 9700+ 732°

P25nyml 13350+ 1001° 13380+1989™ 9020+ 1365° 8917 + 2008 °
P50ngml 42083+ 11385° 59500 + 13913% 67800+ 10984 50833 + 6199 °
P10,0 ng/ml 61167+ 12885° 46333+ 17648 82000+ 38477 61200 + 9541 ¢

Médias seguidas de letras diferentes, nas colunas, diferem entre si pelo teste de Tukey (p
<0,05)



Tabela 26b - Média e erro padrdo da média dos niveis de progesterona no meio de cultura
suplementado com testosterona, para cada hormoénio e tempo de cultura

Tempo de Cultura (média + EPM)

Horménio
0 horas 8 horas 16 horas 24 horas
BSA 2,75+0,21° 6,74+ 2,982 37,04+659%  31,20+6,68°
FCS 0,48+0,12° 8,10+ 1,682 9,15+ 0,57° 6,92+ 1,15°
T10ngm  38,67+4,06° 20,28+593%  62,60+16,88% 4944+ 17,592
T25nmym  5920+12,32% 17050+ 41,60° 5592+1868% 40,20+ 3,232
T50nmym  10550+2825% 18280+40,83° 117,60+29,36° 128,80+ 27,32°
T100myml 130,67 +1349° 232,80+27,20° 162,40+3395° 192,00+ 26,50 °

Médias seguidas de letras diferentes, nas colunas, diferem entre si pelo teste de Tukey (p
<0,05)

Tabela 26c - Média e erro padrdo da média dos niveis de progesterona no meio de
cultura suplementado com estradiol, para cada horménio e tempo de
cultura

Tempo de Cultura (média + EPM)
Hormbnio
0 horas 8 horas 16 horas 24 horas

BSA 275+021%® 674+298% 3704+659°  31,20+6,68°

FCS 048+0,12° 810+168% 915+057® 6,92+ 1,15%®
E10ngm 343+096%® 197+111° 1592+426%®  1404+371%
E25nmym 590+195% 260+076®  516+154°" 476+1,92°
E50ngm 836+145% 302+027® 1187+445%® 2110+7,65%
E100mym 7,06+239% 088+0,10°  937+4,01° 15,87 + 6,17 ®

Médias seguidas de letras diferentes, nas colunas, diferem entre si pelo teste de Tukey (p

< 0,05)



Tabela 27 - Valores de F e Coeficiente de Variagdo (CV) obtidos na andlise de variancia

dos niveis de testosterona avaliados nos meios de cultura

Meios de culturat

Estatisticas
Progesterona Testosterona Estradiol
Hormonio 52,67 * 2174,25 * 26,42 *
F Tempo 15,75 * 6,43 * 7,41 *
Interacdo Hormonio x Tempo 2,83* 4,52 * 10,01 *
CV % 21,76 5,31 29,18

! dados transformados em log(x+1)
* significativo ao nivel de 5% (p < 0,05)

Tabela 27a - Média e erro padréo da média dos nivels de testosterona no meio de cultura

suplementado com progesterona, para cada horménio e tempo de cultura

Tempo de Cultura (média + EPM)

Hormbnio
0 horas 8 horas 16 horas 24 horas
BSA 1,10+0,23* 084+0,16% 993+201% 331+105°
FCS 043+0,13% 0,79+017% 220+087°  048+0,06°"
P1LOnmym 688+224% 302+031° 856+164% 632+070%
P25nmym 442+135° 508+046™ 824+174%  713+157%
P50nmym  7,67+094% 588+104° 860+136% 1227+227%
P10,0ngm 1458+318% 1125+0489 1600+520% 2326+516¢

Médias seguidas de letras diferentes, nas colunas, diferem entre si pelo teste de Tukey (p

< 0,05)



Tabela 27b - Média e erro padréo da média dos niveis de testosterona no meio de cultura

suplementado com testosterona, para cada hormoénio e tempo de cultura

Tempo de Cultura (média + EPM)

Horménio
0 horas 8 horas 16 horas 24 horas
BSA 1,10+ 0,232 0,84+ 0,162 9,93+2,01° 331+1,05°
FCS 0,43+0,13° 0,79+ 0,172 2,20+ 0,87° 0,48+ 0,06°
T10nmym  6833+2085° 15760+ 1832° 11150+ 3025° 15240 + 2073 °
T25mym  18400+2821™ 16000+ 2273°  17560+2996° 19400 + 1939 °
T50nmyml 50500+ 13219% 100400 + 5115°¢ 546667 + 13860 ¢ 93000 + 14457 ¢
T 10,0 ng/m 90833 +17893¢ 101400+ 17116° 91500+ 11295% 97200 + 16427 ¢

Médias seguidas de letras diferentes, nas colunas, diferem entre si pelo teste de Tukey (p

< 0,05)

Tabela27c - Média e erro padréo da média dos niveis de testosterona no meio de cultura

suplementado com estradiol, para cada hormonio e tempo de cultura

Tempo de Cultura (média + EPM)

Horménio
0 horas 8 horas 16 horas 24 horas
BSA 1,10+0,23% 0,84+0,16% 993+201% 331+1,05°
FCS 043+0,13% 0,79+017% 220+087° 048+0,06°
E10ngm 212+114% 570+095° 169+064° 266+076%
E25nyml 817+458% 133+032% 658+109% 512+091%
E50nym 1460+448° 552+129° 782+168% 1020+291°
E100ngm 488+141% 554+106° 244+043> 32,10+3389¢

Médias seguidas de letras diferentes, nas colunas, diferem entre si pelo teste de Tukey (p

< 0,05)



Tabela 28 - Valores de F e Coeficiente de Variagdo (CV) obtidos na andlise de variancia

dos niveis de estradiol avaliados nos meios de cultura

Meios de culturat

Estatisticas
Progesterona Testosterona Estradiol
Hormonio 58,11 * 364,98 * 612,86 *
F Tempo 49,72 * 24411 * 155,07 *
Interacdo Hormonio x Tempo 29,26 * 171,16 * 238,14 *
CV % 30,48 23,12 6,35

! dados transformados em log(x+1)
* significativo ao nivel de 5% (p < 0,05)

Tabela 28a - Média e erro padrdo da média dos nivels de estradiol no meio de cultura

suplementado com progesterona, para cada horménio e tempo de cultura

Tempo de Cultura (média + EPM)

Hormonio

0 horas 8 horas

24 horas

BSA 000+0,00% 069+0402% 124,00+ 24,402 12850+ 20,922
FCS 168,00+ 0,00° 002+0,012 30000+32,71%* 065+0,35"
P10Onym 99,33+1683" 11,16+4,15° 151,60+32,61% 165,60+ 22,442

P25nmym  033+029% 964+284°
P50mym  087+055% 1,81+048°2

1,80+ 1,13" 6,17+ 1,07 ™
3,64+153° 3,78+ 0,98 ™

P10,0ngm 021+021% 10,05+244° 2284+1218" 27,28+1283¢

Médias seguidas de letras diferentes, nas colunas, diferem entre si pelo teste de Tukey (p

< 0,05)



Tabela 28b - Média e erro padrdo da média dos niveis de estradiol no meio de cultura
suplementado com testosterona, para cada hormoénio e tempo de cultura

Tempo de Cultura (média + EPM)
Horménio

0 horas 8 horas 16 horas 24 horas

BSA 0,00£0,00% 069+040% 12400+2440% 12850+ 20,922

FCS 168,00+ 0,00° 002+0,01% 30000+3271° 0,65+0,35™
T10mym  019+001°¢ 0,18+0,04% 0,53+0,23°¢ 0,07 +0,02°
T25mym 006+004% 0,21+0,06 0,52+ 0,20 ¢ 0,10+0,01°
T50mym 010+004* 0,69+0,19° 0,57 +0,17 ¢ 4,16 +0,43°
T100ngml 011+004%* 045+0,14% 0,85+ 0,28°¢ 1,04+ 0,23 ¢

Médias seguidas de letras diferentes, nas colunas, diferem entre si pelo teste de Tukey (p
<0,05)

Tabela 28c - Média e erro padréo da média dos niveis de estradiol no meio de cultura

suplementado com estradiol, para cada hormonio e tempo de cultura

Tempo de Cultura (média + EPM)

Hormonio

0 horas 8 horas 16 horas 24 horas
BSA 0,00 + 0,00 2 069+0,402  124,00+2440% 12850 + 20,922
FCS 168,00+ 0,00® 0,02+001® 30000+3271° 065+0,35°

E 1,0 ng/ml 2600+ 1200 2130+ 182,76°  3425+477° 21,40+ 2,01°
E25nmym 4100+ 300,00¢ 1556+1,99° 2960+ 14353°¢ 2340+ 27313°
E50mym  1148+14596¢ 1192+23922¢ 1228+321,97° 67250+ 92,32°
E10,0myml  9850+2650° 6400+ 456,07° 163,33+24,04% 11320+ 16,832

Médias seguidas de letras diferentes, nas colunas, diferem entre si pelo teste de Tukey (p
<0,05)



Discussao

1 — Maturacdo in vitro de oocitos bovinos.

Odcitos utilizados para estudos de maturacéo in vitro sdo geralmente colhidos de
foliculos antrais de 2-8 mm de didmetro e sdo capazes de completar o crescimento e
adquirir competéncia para maturacdo, fertilizacdo e posterior desenvolvimento. A
dindmica da maturacdo oocité&ria pode ser afetada pelas condicbes de cultura e,
normalmente, a progressdo nuclear ocorre mais rapidamente em condi¢des sub-6timas
de cultura (Yang, 1997). O meio de cultura mais amplamente utilizado para cultura de
embrides € o0 TCM199 suplementado com soro bovino e horménios e uma grande
variedade de sistemas de cultura também utiliza co-cultivo de células epiteliais do
oviduto €/ou células da granulosa (Aoyagi et al., 1990). Quando incluso no foliculo
ovariano, 0 odcito é acoplado metabolicamente & células foliculares através das gap
junctions (Anderson & Albertini, 1976), que permitem a transferéncia direta de
mensageiros das células somaticas para 0 oocito. Quando removidos dos foliculos e
cultivados em meio simples de cultura, os odcitos podem retomar a primeira divisdo
meidtica (Edwards, 1965), pois a perda de contato fisico entre COCs e células da
granulosa murais retira o sind inibitério que mantém o bloqueio da meiose (Racowsky
& Badwin, 1989). Este contato fisico tem um papel importante no controle da
maturacdo do odcito, pois a adicdo de células do cumulus ndo afeta a capacidade de
desenvolvimento de odécitos desnudos, mesmo quando adicionadas na mesma densidade
daguelas presentes nos COCs (Hashimoto et a., 1998). No presente experimento, a
remocao dos COCs dos foliculos permitiu a retomada da meiose apés cultivo in vitro e,
de acordo com Hashimoto et a. (1998), a adicdo de células da granulosa na
concentracéo de 2,5 a 3,0 x 10° por placa de cultura (0,6 x 10° / ml) ndo afetou a
progressdo da meiose, uma vez que as comunicagdes celulares entre as céulas da
granulosa adicionadas e as células do cumulus dos COCs ja haviam sido quebradas.
Além de controlar 0 blogueio da meiose, as comunicacBes intercelulares sdo
importantes para a maturacdo do odcito, pois a eliminacdo de células da corona radiata e
do cumulus de COCs anteriormente a maturacdo, diminui a taxa de penetracdo do
espermatozdide (Zhang et a., 1995). A adicdo de células do cumulus numa densidade



de 1,6 23,2 x 10° células/ml durante a maturaco do odcito é essencia para a aguisicdo
da competéncia de desenvolvimento de odcitos inclusos na corona, sugerindo que as
células do cumulus secretam fatores sollvels e/lou removem fatores inibitdrios que
suprimem o desenvolvimento do odcito (Hashimoto et al., 1998). Por outro lado, a
presenca de células da granulosa na cultura ndo afeta a taxa de odcitos que atingem M 11
(Hashimoto et al., 1998). O efeito das cdlulas do cumulus na maturagdo oocitaria é
semelhante ao efeito das células da granulosa (Mochizuki et al., 1991; Hashimoto et al.,
1998), muito embora diferencas entre ambas tenham sido reportadas baseadas em
observacdes morfoldgicas (Zoller, 1984), padréo de secrecdo de proteinas (Haghigat et
al., 1990) e aromatase imunoreativa (Zhong et al., 1989).

A suplementacdo do meio de cultura com soro bovino melhora as condigdes da
cultura, proporcionando um ambiente superior para a maturagdo de odcitos bovinos
(Sanbuissho & Threlfall, 1988). O soro € um produto bioldgico indefinido composto de
substancias ativas como aminoacidos, substratos energéticos, vitaminas, peptideos,
proteinas, hormonios, fatores de crescimento e outros (Keskintepe et al., 1995;
Pinyopummintr & Bavister, 1994). A suplementacdo do meio de cultura com fatores de
crescimento, na auséncia de soro, ndo melhora o desenvolvimento in vitro de embrides
bovinos ( Wang et al., 1997), indicando que as substancias presentes no soro agem de
uma maneira integrada e sinergistica. E possivel que os hormonios presentes no soro
tenham um papel importante na maturagdo nuclear e citoplasmética, uma vez que meios
de maturagdo contendo hormonios, com ou sem soro fetal bovino, aumentam a
frequéncia de fertilizacdo e desenvolvimento até o estadio de blastocisto (Saeki et al.,
1991). Entretanto, o mecanismo preciso dos efeitos de esterGides na maturacdo
oocitéria, tanto in vivo quanto in vitro, permanece desconhecido.

No presente estudo, verificou-se que a adicdo de soro ab meio de cultura para
MIV ndo influenciou a conclusdo da maturagdo nuclear, que ocorreu normalmente
inclusive na auséncia de soro bovino. A Unica diferenca observada foi entre os grupos
SFB+SVP e SFB+SVE, sendo que este Ultimo proporcionou a maior taxa de oécitos que
atingiram M Il. Desta maneira, verificou-se que a variagdo dos componentes séricos, de
acordo com o status fisioldgico da vaca, influenciou a MIV de odcitos bovinos e o soro
de vaca no estro demonstrou ser 0 melhor como suplemento do meio de cultura. De
acordo com Wang et a. (1997), ndo se verifica diferenca significativa entre a



suplementacdo do meio com SFB ou BSA antes da clivagem, mas o SFB atua
melhorando 0 desenvolvimento do embrido poOs-clivagem, estimulando o
desenvolvimento de blastocistos e a eclosdo. Desta maneira, contrariamente aos dados
de literatura, este trabalho demonstrou que o efeito benéfico do soro pode ser
evidenciado inclusive no processo de na maturacao.

As substancias presentes no soro que permitem a aquisicdo da competéncia de
desenvolvimento do odcito ndo foram identificadas neste trabalho, mas pOde-se
verificar que atuaram no processo de maturagdo. N&o foi verificada diferenca entre a
maturacdo para 0s odcitos cultivados em meio suplementado com soro bovino ou em
melo sem suplementacdo sérica, mas verificou-se que a maturacdo de odcitos cultivados
em meo suplementado com SFB+SVE foi melhor, diferindo significativamente
dagueles cultivados em meio suplementado com SFB+SVP. Assim sendo, parece que a
adicdo de soro de vaca no estro proporcionou um ambiente melhor para a aquisicdo da
capacidade de desenvolvimento do odcito.

Apesar deste estudo ter demonstrado que a adi¢cdo de soro de vaca ao meio de
cultura e a presenca de células da granulosa durante a MIV sdo benéficas para o
desenvolvimento maturacional adequado do odcito, pouco se pode assegurar sobre o
aspecto sanitério dos embrides produzidos nestes sistemas e sobre a repetibilidade dos
resultados (Keskintepe & Brackett, 1996). Estudos prévios em nosso laboratério
demonstraram que a utilizacdo de células da granulosa para co-cultura de odcitos
bovinos implicou numa perda de repetibilidade dos resultados bastante acentuada, pois
apesar do foliculo doador de células da granulosa ter sido classificado de acordo com a
coloracdo, tamanho e aspecto do odcito, nada se sabia a respeito do status deste foliculo
no ovario (foliculo dominante ou subordinado) e nem arespeito dos horménios e outros
vérios fatores presentes na composicéo do fluido folicular (Mingoti et al., 1995). Desta
maneira, tem sido crescente o desenvolvimento de sistemas de cultivo para producéo de
embribes em meio definido. Com o objetivo de se retirar tais varidveis do sistema de
cultivo, foram conduzidos outros experimentos onde se excluiu o co-cultivo com células
da granulosa e o soro bovino, substituindo-o por BSA como fonte de proteina. Para se
verificar as agBes sobre a MIV dos horménios esterides que estdo normamente
presentes no soro, a progesterona, a testosterona e o estradiol foram adicionados ao

meio em doses crescente e conhecidas.



O BSA é um suplemento protéico do meio de cultura amplamente utilizado.
Muito embora tenha sido verificado que a albumina na cultura de embrides pode
promover aguns efeitos indesgados (Bavister, 1995), ela tem ata capacidade de
reservar certos componentes benéficos, como esteréides, vitaminas, acidos graxos,
colesterol e também transportar ions e pequenas moléculas (Maurer, 1992).
Contrariamente ao demonstrado por Leibfried-Rutledge et al. (1986), o presente estudo
demonstrou que a substitui¢cdo do SFB pelo BSA como suplemento protéico do meio de
cultura ndo influenciou a maturacdo nuclear de odécitos bovinos cultivados in vitro,
indicando que o BSA e/ou os componentes por ele transportados proporcionaram um
ambiente adequado onde a progressdo meidtica pode transcorrer normalmente.
Entretanto, de acordo com a literatura (Maurer, 1992), foi verificado que o BSA
contaminou a cultura com baixos niveis de progesterona, testosterona e estradiol, como
demonstrado a seguir. Assim sendo, 0 BSA deve ser substituido por macromoléculas
sintéticas, como dcool polivinil (PVA) ou polivinilpirrolidona (PVP) quando se desgja
trabalhar com meio quimicamente definido, muito embora se sabe que a obtencdo de
embriBes produzidos em tais meios € substancialmente menor do que aquela em meio
suplementado com BSA e, principamente, soro bovino (Thompson, 1999). A abumina
€ a proteina prevalecente no trato reprodutivo de mamiferos e evidéncias em
camundongos sugerem que a abumina pode exercer funcdo intracelular, além das
fungBes exdgenas que ja acredita-se exercer (Dunglison et a., 1995). Foi verificado que
o volume total de proteina foi menor em blastocistos provenientes de culturas em meios
contendo PVA do que os cultivados em meios contendo BSA ou SFB (Thompson,
1999). Desta maneira, os embrifes derivados de meios com PVA estdo mais suscetiveis
adivergir do perfil de metabolismo in vivo que embrides cultivados in vitro na presenca
da albumina (Thompson, 1999). Porém, deve-se considerar a importancia de um meio
guimicamente definido para se estudar o papel das substancias, inclusive horménios
esterGides, sobre a maturacdo in vitro de odécitos bovinos. Estes experimentos
encontram-se em andamento em nosso |aboratorio.

A Unica diferenca verificada entre a maturacdo de odcitos bovinos em meo
suplementado com SFB ou BSA foi com relacgo aexpansdo do cumulus apds o periodo
de 24 horas de cultivo in vitro, 0 que vai de acordo com Leibfried-Rutledge et al.
(1986). O BSA ndo proporcionou condigcdes de cultura para uma expansdo acentuada



como a verificada em odcitos maturados na presenca de soro bovino e também ndo se
observou aderéncia entre os COCs cultivados numa mesma placa, como se observa em
culturas onde o soro esté presente. Por outro lado, ndo se notou diferenca entre ambos
os suplementos com relacdo a progressdo da maturacdo nuclear, indicando que a
expansdo do cumulus Ndo € essencia para a conclusdo da maturacdo meiética, como se
acreditava recentemente. A menor expansdo do cumulus em meio suplementado com
BSA ocorreu mesmo na presenca de FSH e hCG. A funcéo do FSH consiste em induzir
as células do cumulus a secretar uma substancia que atua paracrinamente, ativando a
meiose, mesmo em odcitos desnudos (Byskov et al., 1997). O contato intimo entre
células do cumulus e 00cito ndo é essencia para a retomada da meiose, mas € necessario
para a producdo inicial desta substancia ativadora da meiose pelas células do cumulus
(Byskov et a., 1997).

A acdo da progesterona na maturacdo do odécito ndo esta bem estabelecida
(Vanderhyden et al., 1993). No foliculo in vivo, h& elevacdo dos nivels de progesterona
nos momentos proximos a ovulacdo, quando a maturacdo do odcito esta completa ou
guase completa. Assm sendo, estima-se que a progesterona ndo interfere com a
retomada da meiose (Smith & Tenney, 1980). Quando presente na cultura para
maturacdo in vitro de 06citos bovinos, a progesterona, nas concentrages utilizadas
neste experimento, atrasou a progressdo da meiose do estagio de M | para T | as 16
horas de cultivo, mas ndo impediu a conclusdo da mesma ao final da cultura, exceto
guando presente na concentracdo de 2,5 ng/ml, que foi potenciamente inibitoria
Resultados de Kgji et a. (1987) demonstraram que a maturacdo de odcitos incubados
em meio contendo progesterona a 2,0 ng/ml foi similar ado grupo controle, mas foi
verificado um significante atraso durante as primeiras horas de cultura, como
demonstrado por este trabalho. De acordo com os autores, a inibicdo da maturacéo
oocitaria pela progesterona é resultado de sua acdo inibitéria sobre a atividade da
fosfodiesterase (PDE) no oécito. O cAMP mantém o blogueio da meiose ao ativar uma
proteina-quinase dependente de CAMP (Bornslaeger et al., 1986) e a PDE é responsavel,
pelo menos em parte, pela diminuicdo dos niveis de CAMP do odcito que precede a
maturacao.

A testosterona também atua inibindo a atividade PDE no odcito, causando
inibicdo da maturacdo meidtica de uma maneira dose-dependente (Kgji et al., 1987), ta



como observado neste trabalho. Além de ocasionar um atraso da progressao da meiose
do estagio de M | para T | as 16 horas de cultivo, a testosterona também atuou
impedindo a conclusdo da meiose no fina da cultura, especialmente quando presente na
concentragdo de 10 ng/ml. De acordo com nossos resultados e com a literatura
consultada, a presenca da testosterona na cultura in vitro permite a GVBD, mas aumenta
a porcentagem de odcitos que ndo concluem a maturacdo meidtica, sem entretanto
aumentar aincidéncia de degeneracdo (Smith & Tenney, 1980).

A presenca do estradiol na cultura para MIV de odcitos bovinos, a semelhanga
da progesterona e testosterona, dificultou a progressdo da meiose de uma maneira dose-
dependente. Quanto maior a concentracéo de estradiol na cultura, menor a porcentagem
de odcitos que atingiram M | apds 8 horas de cultura e menor a porcentagem de oécitos
que atingiram T | apds 16 horas de cultura. O efeito dose-resposta foi verificado apenas
guando a concentragcdo de estradiol no meio foi de 1,0, 2,5 e 5,0 ng/ml, mas ndo se
pronunciou na concentragdo de 10,0 ng/ml. De acordo com Kagji et a. (1987), o
estradiol também atua inibindo a atividade PDE no odcito, causando inibicdo da
maturacdo meidtica de uma maneira dose-dependente. O efeito do estradiol consiste em
reduzir a incidéncia de extrusdo do corpusculo polar (M Il), causando bloqueio da
maturacdo apds a GVBD (Smith & Tenney, 1980).

Muito embora nossos resultados tenham demonstrado que o estradiol causou um
retardo no inicio da cultura sobre a progressdo da maturacdo meidtica de uma maneira
dose-dependente, inesperadamente observou-se 0 oposto apos 24 horas de cultivo, ou
sgja, quanto maior a concentracdo de estradiol no meio de cultura, maior a tendéncia dos
odcitos a atingirem a fase de M Il. Da mesma maneira, o efeito dose-resposta foi
verificado apenas quando a concentragdo de estradiol no meio foi de 1,0, 25 e 5,0
ng/ml, mas ndo se pronunciou na concentragdo de 10,0 ng/ml. Os resultados indicaram
gue a acdo do estradiol consistiu em retardar a progressdo da maturacdo meiética no
inicio da cultura, mas parece que este retardo foi benéfico, permitindo que um ndimero
maior de odcitos concluisse a maturacdo nuclear. Provavelmente, este retardo na
maturacdo nuclear provocado pelo estradiol facilitou a sincronia entre a maturacéo
nuclear e citoplasmatica, 0 que permitiu a0 odcito adquirir a competéncia para seu
desenvolvimento. A habilidade de desenvolvimento adquirida pelo oécito durante o
processo de crescimento e maturacéo deve-se em grande parte asintese de proteinas que



ocorre nestas ocasiOes (Sirard et al., 1992; Tatemoto et al., 1994; Sirard et al., 1998). A
MIV de odcitos bovinos depende da sintese de vérias proteinas distintas que sdo
expressas em diferentes tempos de cultura e que tem papel de ordenar a sequéncia de
eventos que culmina com a maturacdo do odcito (Khatir et a., 1998; Wu et al., 1996).
Portanto, a progressdo nuclear durante a MIV de odcitos bovinos relaciona-se a
alteracOes da sintese protéica do préprio odcito, sendo anteriormente demonstrado que
COCs imaturos possuem 4 fases de sintese de proteinas durante o periodo de 24 horas
de maturacdo: proteinas necess&rias para GVBD, para progressdo para M |, para
progressdo paraM Il e, finalmente, para manutencdo em M Il (Sirard et al., 1989).

Os resultados demonstraram que a agdo do estradiol consistiu em beneficiar a
conclusdo da maturacdo meidtica no final do cultivo para MIV de odcitos bovinos, de
uma maneira dose-dependente. Entretanto, faz-se necess&rio afirmar que ndo se
verificou diferenca estatistica quando comparou-se a conclusdo da maturacéo nuclear de
oo6citos maturados em meio suplementado com estradiol ou de odcitos maturados em
meio suplementado com BSA ou SFB. Assm sendo, os resultados nos levam a
guestionar a necessidade da suplementacdo do meio de cultura com estradiol, como vem
sendo amplamente utilizado nos sistemas de cultivo para MIV de odcitos de bovinos,
ainda porgue as cdlulas do cumulus dos COCs sdo capazes de secretar estradiol na
cultura, como mostrado a seguir.

2 — Atividade esteroidogénica das células da granulosa e das células do cumulus em

cultura para matura¢do in vitro de oocitos bovinos.

As células foliculares contribuem de vérias maneiras para 0 desenvolvimento do
odcito. Providenciam nutrientes para o seu crescimento e, mais tardiamente, controlam a
maturacdo nuclear e citoplasmatica do odcito incluso no foliculo selecionado para
ovulacdo e contribuem para a atresia e degeneracéo do odcito incluso em foliculo ndo
ovulatério. Estas agdes ocorrem via alteracdo do microambiente do foliculo, provocado
pela secrecdo de produtos das células foliculares no fluido folicular. Em adicdo, células
foliculares especiaizadas (células do cumulus) acoplam-se metabolicamente ao odcito
através das gap junctions e, desta maneira, fornecem nutrientes e moléculas
regulatérias diretamente ao ooplasma.



Os produtos secretdrios das células foliculares mais bem caracterizados sdo os
hormbnios esterdides. Os dois tipos celulares envolvidos na esteroidogénese folicular
sd0: (1) céulas secretoras responsivas ao LH, compreendendo as células da teca interna
do envelope folicular e as cdulas intersticiais do estroma ovariano e (2) células
responsivas a0 FSH, compreendendo exclusivamente as células da granulosa, as quais
também adquirem a habilidade de responder ao LH tardiamente na maturacéo folicular.

Os horménios esterdides sdo classificados com base em sua principa funcéo
biol6gica em 3 classes maiores. progestdgenos, androgenos e  estrégenos.
Fisiologicamente, os estrogenos (estrona e 17b-estradiol) sdo os esterGides foliculares
mais importantes. A androstenediona e a testosterona sdo encontradas no fluido folicular
(Short, 1960) e sdo os precursores aromatizaveis imediatos dos estrégenos (estrona e
17b-estradiol, respectivamente). O produto C,; mais abundante produzido no foliculo é
a progesterona (pregn-4-ene-3,20-dione), produzida como intermediario biossintético
por foliculos em todos os estagios do desenvolvimento e como produto secretério final
nos periodos peri e pés-ovulatério (Gore-Langton & Armstrong, 1988).

A fungdo esteroidogénica das células da granulosa consiste da metabolizacéo
dos andrégenos em estrégenos e da sintese de novo de progesterona e seus Cp;
metabdlitos. A regulacdo da aromatizacdo de andrégenos nas células da granulosa
parece estar sob controle do FSH (Dorrington et a., 1975), porém a biossintese de
estrégenos requer o substrato andrégeno para a reacéo.

De acordo com os resultados do presente trabalho e de resultados prévios em
nosso laboratério (Mingoti et a., 1995), verificou-se que as células da granulosa co-
cultivadas com odcitos bovinos maturados in vitro S80 capazes de secretar progesterona.
Entretanto, esta secrecdo depende de estimulos, pois ndo se observou variagdo nos
niveis de progesterona no meio de cultura que ndo recebeu suplementacdo sérica. A
adicdo de soro bovino a0 meio de cultura estimulou estas células, que passaram a
secretar progesterona no fina do cultivo, quando as céulas provavelmente tenham se
luteinizado. Muito embora a luteinizacdo ocorra normalmente apenas no estagio pré-
ovulatério de desenvolvimento folicular, foi demonstrado que as células da granulosa
removidas do foliculo anteriormente ao pico de LH podem espontaneamente adquirir as
caracteristicas das células diferenciadas pelo LH, incluindo um aumento da expressao
de receptores de LH e habilidade de secretar progesterona (Hillengo et al., 1981). A



origem da substancia inibidora da luteinizacdo no fluido folicular é incerta, mas
inmeros estudos sugerem que 0 odcito secreta um fator que tem atividade similar
(Vanderhyden et al., 1993).

A biossintese de progesterona in vivo ocorre inicidmente em resposta ao
estimulo por FSH, sendo posteriormente elevada pelo estimulo por LH, obviamente,
apos a diferenciacdo dos receptores. Em diversas espécies estudadas, 0 maior estimulo a
secrecao de progesterona segue-se ao pico de LH, havendo apenas uma queda transiente
na sua producdo no momento em que as células da granulosa se diferenciam, formando
células granulosa luteinizadas (Gore-Langton & Armstrong, 1988). Apesar de ndo ter
sido determinado no presente estudo, parece que o soro sanguineo forneceu tanto
precursores da via esteroidogénica, como alguns fatores estimulatérios & células da
granulosa. Estes fatores podem ser as gonadotrofinas (FSH e LH), ja que a biossintese
de progesterona possui uma reacdo limitante regulada pela acdo do LH nas células da
granulosa e que consiste da quebra da cadeia lateral do colesterol (Jones & Hsueh,
1982). Ainda, outros horménios presentes no soro sanguineo, tais como insulina,
horménio do crescimento (GH), fator de crescimento da insulina (IGF-1), tém
demonstrado ser fundamentais como suplementos da cultura de células da granulosa in
vitro, a medida que ativam a proliferacdo das células da granulosa, assm como
estimulam sua atividade biossintética, passando a secretar progesterona e estradiol
(Spicer et d., 1993).

Uma vez que a testosterona é um produto biossintetizado pelas células da teca,
as quais ndo estavam presentes na cultura, ndo se verificou alteracdo dos seus niveis
durante o co-cultivo de células da granulosa com odcitos bovinos. Entretanto, notou-se
gue o soro bovino adicionado acultura foi capaz de fornecer testosterona ao meio, que
serviu de substrato para aromatizacdo em estradiol pelas células da granulosa, a partir de
seis horas de cultura. A atividade esteroidogénica das células da granulosa requer o
fornecimento de precursores (andrégenos) e a aromatizagdo parece estar sob controle do
FSH (Dorrington et a., 1975). Assm sendo, pode-se supor que a suplementacdo da
cultura com soro de vaca nos diferentes estagios do ciclo estral € importante ao fornecer
precursores para a reagdo de aromatizacdo e também fatores e/ou hormdnios
estimuladores da atividade esteroidogénica pelas células da granulosa. Entre os
hormonios estimuladores da biossintese de estradiol pelas células da granulosa incluem-



se a insulina e 0 IGFI, que estimulam células derivadas de foliculos pequenos e de
foliculos grandes, respectivamente (Spicer et al., 1993). Entretanto, a despeito de
diferentes respostas celulares ao estimulo hormonal, os autores comprovaram que as
células originarias de foliculos grandes apresentam uma maior capacidade de produzir
estradiol do que células originérias de foliculos pequenos e que, para ambas as células, a
esteroidogénese sO ocorre na presenca de FSH. Desta maneira, este trabalho vai de
acordo com os autores, pois verificou-se que as células da granulosa necessitam de
estimulo para secrecdo de 17b-estradiol, o que foi conseguido pela suplementacdo do
meio com soros de vaca nas diferentes fases do ciclo estral.

Por outro lado, apesar do SFB e SFB+SVE fornecerem a cultura os maiores
niveis de 17b-estradiol determinado por este trabalho, ndo se demonstraram ser
eficientes em estimular a biossintese adicional de 17b-estradiol, apesar do fato de que as
concentragdes de testosterona mantiveram-se elevadas na cultura, independentemente
do soro sanguineo utilizado como suplemento. Assim sendo, este trabalho demonstrou
gue para a secrecao de estradiol em cultivo in vitro, as células da granulosa necessitam
de outros fatores estimuladores da esteroidogénese em concentracGes adequadas, além
do precursor aromatizavel.

Um experimento classico da literatura € a demonstragdo da biossintese de
esterdides pelas células ovarianas, que segue 0 modelo duas células - dois hormonios,
onde as células da teca estimuladas por LH produzem andrégenos aromatizaveis e as
células da granulosa, em resposta a0 estimulo por FSH, possuindo intensa atividade
aromatase, sintetizam estrogenos sem uma producdo de novo de substratos Cio-
esterGides (Gore-Langton & Armstrong, 1988). Desta maneira, ndo se observou sintese
de testosterona neste experimento, uma vez que ndo se cultivou células da teca
juntamente com os COCs. A adicdo de testosterona ao meio de cultura objetivou
analisar seu efeito sobre a MIV e FIV de odcitos bovinos e seu efeito sobre a producéo
de progesterona e estradiol pelas células do cumulus.

Muito embora a esteroidogénese sgja predominantemente uma funcdo das
cBlulas granulosas murais, a habilidade das células do cumulus em produzir
progesterona foi demonstrada em algumas espécies, incluindo ratos (Sherizly et a.,
1980), suinos (Channing et a., 1981), humanos (Hillengo et a., 1985) e bovinos
(presente trabalho). A secrecdo de progesterona pelas células do cumulus dos COCs



cultivados para MIV foi estimulada principalmente pela suplementacdo do meio de
cultura com BSA, SFB e estradiol. Nossos resultados corroboram com dados de
Rodway et al. (1999), que verificaram estimulacgo a sintese de progesterona por uma
linhagem de células da granulosa de suino (JC-410) cultivada na presenca de 17b-
estradiol. De acordo com Rodway et a. (1999), a progesterona tem um efeito regulador
autocrino, controlando sua prépria sintese pelas células da granulosa, mas neste traba ho
se observou que este efeito foi inibitério, uma vez que houve blogueio de sua propria
sintese. O efeito estimulatério da testosterona também ndo foi observado, pois apesar de
ter havido uma elevacdo dos niveis de progesterona apds 24 horas de cultura, ndo foi
estatisticamente significativo. Segundo Rodway et al. (1999), o efeito dos andrégenos
parece ser mediado pela expressdo do gene P450scc, enquanto 0s progestagenos
estimulam a expressao tanto do gene P450scc quanto do 3b-HSD.

A secrecdo de progesterona por céulas granulosa em estimulo ao estradiol ja
havia sido anteriormente reportada, mas este trabalho demonstrou que as células do
cumulus também possuem esta habilidade. Estudos de Schomberg et a. (1976)
demonstraram um aumento no acumulo de progestrona em células da granulosa de
suinos cultivadas com 5-a-dihidrotestosterona e também Armstrong & Dorrington
(1976) reportaram o efeito sinergistico dos andrégenos na acéo esteroidogénica do FSH
sobre células da granulosa de ratos. O papel do estradiol no controle da producéo de
progesterona difere daguele da androstenediona. Goldenberg et al. (1972) observaram
um efeito estimulatério do 17b-estradiol na sintese de progesterona por células da
granulosa de ratos, provavelmente atuando junto com o FSH na inducdo de receptores
de LH (Gengenbach & Hansel, 1975).

Nossos resultados demonstraram que quando o meio de cultura foi suplementado
com estradiol, houve secrecdo de progesterona pelas células do cumulus a partir de 16
horas de cultura (10 COCs cultivados por placa), em contraste com 0s experimentos de
esteroidogénese por células da granulosa em meio suplementado com soro bovino, onde
o nivel de progesterona aumentou apenas no final do cultivo (45 COCs cultivados por
placa). Muito embora ndo sgjam possivels comparacdes entre ambos 0s experimentos,
face a diferente metodologia empregada, os resultados sdo interessantes no sentido de
gue quanto menor € o nimero de COCs em cultura, mais rapidamente as células da
granulosa e/ou cumulus passam a secretar progesterona. De acordo com Vanderhyden &



MacDonald (1998), a producdo de esterdides pelas células da granulosa é modulada
pelo odcito, que produz um fator inibitorio que dtera a atividade da enzima 3b-HSD,
capaz de de reduzir a habilidade destas células em produzir e/ou acumular progesterona,
mesmo em abundancia de substrato. Porém, a responsividade das células do cumulus a
este fator declina durante a luteinizacdo. Desta maneira, 0 nimero maior de odcitos em
cultura parece ter inibido a producdo precoce de progesterona pelas células da
granulosa e/ou cumulus. Obviamente neste caso, devido a0 nimero maior de COCs
cultivados e adicdo de células da granulosa murais, a producdo final de progesterona foi
muito maior.

Nossos resultados demonstraram que as células do cumulus dos COCs sdo
capazes de secretar estradiol quando cultivadas em meio suplementado com BSA,
progesterona e testosterona e foi possivel verificar o aumento dos niveis de estradiol a
partir de 8 horas de cultura. De acordo com Vanderhyden & MacDonad (1998), a
secrecao de estradiol pelas células da granulosa é regulada por fatores secretados pelo
odcito, que agem aterando a abundancia ou a atividade de enzimas da via
esteroidogénica, tal como aromatase. Nos experimentos onde se adicionou soro bovino
a0 meio de cultura, poderia-se atribuir o estimulo a secrecéo de estradiol pelas vérias
substéncias encontradas no soro, como gonadotrofinas, fatores de crescimento,
precursores, dentre outras. Todavia, na auséncia de soro bovino neste experimento, os
resultados parecem estar de acordo com os dados de Vanderhyden & MacDonald
(1998), atribuindo-se o efeito estimulador da secrecdo de estradiol ao proprio odcito.
Entretanto, novos estudos serdo necessarios para se atribuir este efeito a alteracdo na
abundéancia das enzimas envolvidas na via esteroidogénica.

De acordo com nossos resultados, verificou-se que o0 BSA estimulou fortemente
a producédo de estradiol pelas células do cumulus. Quando estas células foram cultivadas
em meio suplementado com BSA mais progesterona ou testosterona, também se
verificou uma producéo significativa de estradiol, mas o acimulo de estradiol foi muito
maior no meio suplementado apenas com BSA. Portanto, a adicéo de progesterona ou
testosterona a0 meio de cultura diminuiu a producéo de estradiol pelas células do
cumulus em resposta a0 BSA. Assim sendo, este trabalho demonstrou que o BSA
estimulou a esteroidogénese das células do cumulus dos COCs em cultura para M1V, as

guais se demonstraram capazes de secretar progesterona e estradiol. Com relacéo ao



efeito do estradiol, verificou-se que ele regulou sua prépria secregdo pelas células do
cumulus cultivadas in vitro, inibindo sua producdo e/ou estimulando sua degradacéo,
pois houve um decréscimo significativo deste horménio no meio ap6s 24 horas de
cultura.

Em conclusdo, nossos resultados demonstraram que as células da granulosa séo
estimuladas a produzir progesterona e estradiol quando cultivadas em meio de cultura
suplementado com soro bovino, o0 qual provavelmente lhes forneceu fatores
estimuladores da via esteroidogénica e/ou precursores. Verificou-se que as células do
cumulus também  s30 capazes de secretar progesterona e estradiol em meio
suplementado com soro bovino e ainda na auséncia de soro bovino, mas na presenca de
BSA. A porcentagem de odcitos que concluiu a maturagdo nuclear (atingiu a fase de M
I1) apds 24 horas de cultivo in vitro em melo suplementado com BSA ou SFB foi
similar. Desta maneira, este tabalho demonstrou ser possivel a substituicdo do soro
bovino pelo BSA, como fonte de macromoléculas para 0 meio de cultura de COCs
bovinos. Também se demonstrou ser desnecessaria a adicdo de células da granulosa
para co-cultivo com COCs, uma vez que as células do cumulus também sdo capazes de
secretar esterdides, 0s quais parecem atuar no processo de maturagdo nuclear dos

od6citos bovinos.



Conclusoes

Maturacdo in vitro de oocitos bovinos

1 — A adicdo de células da granulosa na concentragdo de 0,6 x 10 ® / ml acultura de

MIV de COCs bovinos néo afetou a progressao da meiose.

2 — A adicéo de soro ao meio de cultura para M1V n&o influenciou a progressdo da
maturacdo nuclear até a fase de M 1, que ocorreu normalmente mesmo na auséncia de

soro bovino.

3 — A substituicdo do SFB pelo BSA como suplemento protéico do meio de cultura ndo

influenciou a maturag&o nuclear de odcitos bovinos maturados in vitro.

4 - A substituicdo do SFB pelo BSA como suplemento protéico do meio de cultura
diminuiu a expansdo das cdlulas do cumulus durante o periodo de 24 horas de cultivo,
assim como a aderéncia entre os COCs cultivados. Uma vez que ndo se verificou
diferenca entre ambos os suplementos com relagéo a maturacéo nuclear, postula-se que
a expansdo do cumulus Nd0 seja essencial para que a maturacdo progrida até afase de M

I, como se acredita hatualmente.

5 — Quando presente na cultura para M1V de odcitos bovinos, a progesterona promoveu
um atraso da progressdo da meiose do estégiode M | para T | as 16 horas de cultivo,
mas ndo impediu que os o0dcitos atingissem o estégio de M 1l ao final do cultivo, exceto

guando na concentracdo de 2,5 ng/ml, que foi potencialmente inibitoria.

6 — Além de ocasionar um atraso na progressdo da meiose do estdgiodeM | para T
| as 16 horas de cultivo, a testosterona também atuou impedindo que os odcitos
atingissem o estagio de M 1l ao final do cultivo, especialmente quando presente na

concentracgdo de 10,0 ng/ml.



7 — Quando comparou-se a progressao da maturacdo nuclear de odcitos maturados em
concentragdes crescentes de estradiol, verificou-se que o0 mesmo dificultou a progressdo
da meiose, promovendo um atraso da progressao do estagio de GV para o estagio de M
| apos 8 horas de cultura e dai para o estagio de T | apds 16 horas de cultura. Este efeito
foi revertido no final da cultura, quando se verificou que quanto maior a concentragcao
de estradiol no meio, maior a tendéncia dos odcitos atingirem afase de M 1.

8 — Né&o se verificou diferenca significativa quando comparou-se a progressdo da
maturacdo nuclear até o estégio de M Il de odcitos cultivados em meio suplementado
com BSA e edtradiol em concentragdes crescentes e de odcitos cultivados em meio
suplementado com BSA ou SFB. Devido a este resultado, questionamos a necessidade
da suplementacdo do meio de cultura com estradiol da maneira como € feita
hatualmente, ainda por que este trabalho demonstrou que as células do cumulus S80
capazes de secretar estradiol no meio durante as 24 horas de cultura

Esteroidogénese por células da granulosa e/ou do cumulus oophorus

9 — A adicdo de células da granulosa a0 meio de cultura promoveu imediatamente a
elevacdo dos niveis de progesterona, testosterona e estradiol a0 meio de cultura,
indicando que estas células possivelmente possuem estoques endégenos destes
horménios, liberando-os para 0 meio.

10 — As cdulas da granulosa co-cultivadas com COCs bovinos foram capazes de
secretar progesterona quando devidamente estimuladas por soro bovino. A secrecéo
ocorreu tardiamente na cultura (observada as 24 horas de cultivo), quando as células

provavelmente se luteinizaram.

11 — A adicdo de soro bovino a0 meio de cultura forneceu a testosterona, que foi
utilizada como precursor para a aromatizacéo em estradiol pelas células da granulosa

co-cultivadas com COCs bovinos. A secrecdo se deu apés 6 horas de cultura.



12 — Foi demonstrado neste trabalho que, além das células da granulosa, as células do
cumulus dos COCs também foram capazes de secretar progesterona e estradiol. A
secrecdo de progesterona pelas células do cumulus foi estimulada principalmente pela
suplementagcdo do meio de cultura com BSA, SFB e estradiol. A secregdo iniciou-se a
partir de 16 horas de cultura.

13 — Quanto menos odcitos estdo presentes na cultura para MIV, mais rapidamente as
células do cumulus €/ou granulosa se luteinizaram, passando a secretar progesterona.

14 — As células do cumulus foram estimuladas a secretar estradiol quando cultivadas na
presenca de BSA, progesterona e testosterona. Porém, o estradiol pareceu agir inibindo
sua propria producdo pelas células do cumulus ou mesmo estimulando sua degradacéo.



Abstract

This study has demonstrated that culture medium supplementation with cycling
cow serum and/or FCS, granulosa cells or BSA did not affect meiosis progression from
GV to M Il stage of bovine oocytes matured in vitro. Progesterone impaired meiosis
resumption, but it was reverted after 24 hours of culture, except in the concentration of
2,5 ng/ml. Testosterone impaired meiosis resumption and meiosis progression to M 1.
Estradiol impaired meiosis progression, but it was reverted at the end of the culture,
when it was observed that the higher the estradiol concentration in the medium, the
higher the number of oocytes reaching M Il. However, when IVM of bovine oocytes
matured in medium supplemented with only BSA was compared to IVM of bovine
oocytes matured in medium supplemented with BSA plus estradiol, no datistical
difference was found. Data showed that granulosa cells and/or cumulus cells were able
to produce progesterone and estradiol in the culture medium, when stimulated by bovine
serum. Cumulus cells were able to produce progesterone when stimulated by BSA, FCS
and estradiol and were till able to produce estradiol when stimulated by BSA,
progesterone and testosterone. This study has demonstrated that VM of bovine oocytes
can proceed normally in the absence of bovine serum and granulosa cells, and has
additionally demonstrated that the medium supplementation with estradiol did not affect
nuclear maturation and it is still not necessary, once cumulus cells are able to produce it

during the 24 hours of culture.
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