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RESUMO

A expressao dos receptores da melatonina tipo 1 (MT1) e do hormdnio foliculo
estimulante (FSHR) em ovarios caprinos e os efeitos destes horménios, em um meio
sequencial, sobre o desenvolvimento in vitro de foliculos pré-antrais isolados foram
avaliados. A expressdo do MT1 e FSHR foi realizada utilizando a técnica de
imunohistoquimica e a marcacdo foi considerada positiva quando observada a
coloragdo marrom sob microscopia 6ptica. Para o cultivo in vitro, foliculos (diametro
entre 150 e 200 ym) foram cultivados durante 12 dias em a-MEM® (controle) ou
concentragcbes fixas de melatonina (100 ou 1000 pg/mL) ou meio sequencial
contendo melatonina (100 pg/mL: do dia 0 a 6; 1000 pg/mL: dia 6 a 12) (Experimento
1), ou ainda, no controle ou FSH sequencial (100 ng/mL dia 0 a 6; 500 ng/mL dia 6 a
12) ou melatonina sequencial adicionada de FSH sequencial (Experimento 2).
Parametros como sobrevivéncia, formacéo de antro, crescimento folicular e taxa de
recuperacao de odcitos completamente crescidos in vitro foram avaliados. As células
da granulosa de foliculos secundarios apresentaram uma fraca marcacédo para o
MT1. As ceélulas da granulosa murais e células do cumulus de foliculos antrais
iniciais e finais apresentaram uma imunocoloragdo moderada e forte,
respectivamente. Odcitos de foliculos primordiais e primarios apresentaram uma
moderada marcacao para o FSHR, assim como as células da granulosa de foliculos
secundarios. Além disso, as células da granulosa murais e células do cumulus de
foliculos antrais iniciais e avancados demonstraram uma imunorrea¢cdo moderada e
forte, respectivamente. A melatonina sequencial aumentou a sobrevivéncia e a taxa
de recuperacdo de odcitos em comparacdo ao controle ou a melatonina (1000
pg/mL) no dia 12. No experimento 2, todos o0s tratamentos aumentaram a
sobrevivéncia folicular, formacédo de antro e taxa de recuperacdo de odcitos em
comparacao ao controle, no entanto ndo houve diferencas entres os tratamentos.
Este estudo demonstrou a presenca do MT1 e FSHR em ovarios caprinos. Além
disso, a utilizacdo de concentragfes definidas de melatonina, adicionadas em
momentos especificos do cultivo e de um modo progressivo, pode ser utilizada com
sucesso para preservar a sobrevivéncia folicular e promover o crescimento in vitro

de odcitos caprinos.

Palavras-chave: Ovério. Odcitos. Horménios. Imunohistoquimica.
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ABSTRACT

The expression of melatonin type 1 (MT1) and follicle stimulating hormone receptors
(FSHR) in caprine ovaries and the effects of these hormones, in a sequential
medium, on in vitro development of isolated preantral follicles were evaluated. The
expression of MT1 and FSHR were performed using immunohistochemistry
technique and was considered positive when a brown staining was observed under
light microscopy. For in vitro culture, follicles (diameter between 150 and 200 pm)
were cultured during 12 days in a-MEM™ (control) or in fixed concentrations of
melatonin (100 or 1000 pg/mL) or in sequential medium containing melatonin (100
pg/mL: from day O to 6; 1000 pg/mL: from day 6 to 12) (Experiment 1), or in the
control or in sequential FSH (100 ng/mL from day O to 6; 500 ng/mL from day 6 to
12) or sequential melatonin plus sequential FSH medium (Experiment 2). Parameters
such as survival, antrum formation, follicular growth and rate of fully in vitro grown
oocyte recovery were evaluated. The granulosa cells of secondary follicles showed a
weak immunostaining for MT1. Mural granulosa and cumulus cells from early and
late antral follicles showed a moderate and strong immunostaining, respectively.
Oocytes from primordial and primary follicles showed a moderate reaction for FSHR,
as well as granulosa cells of secondary follicles. In addition, mural and cumulus cells
of early and late antral follicles expressed a moderate and strong reaction,
respectively. The sequential melatonin medium increased the survival and the rate of
oocyte recovery compared with the control or melatonin (1000 pg/mL) in day 12. In
Experiment 2, all treatments increased follicular survival, antrum formation and the
rate of oocyte recovery compared with the control, however, there were no
differences between the treatments. This study showed the presence of MT1 and
FSHR in caprine ovaries. Furthermore, the use of defined concentrations of
melatonin, added in specific periods of the culture and in a progressive way, can be
used to maintain follicular survival and to promote the growth of caprine oocyte in

vitro.

Keywords: Ovary, oocyte, hormone, immunohistochemistry, culture
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Adaptado de Rocha et al., 2011.
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antral follicle (F). O: oocyte; GC: granulosa cell; CC:
cumulus cell; TC: theca cell; Arrow: MGC: mural

granulosa cell.
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1. INTRODUCAO

Atualmente, a caprinocultura apresenta um ciclo de crescimento mundial o
qual se intensificou nas ultimas décadas, sobretudo em paises em desenvolvimento,
como o Brasil. Esse quadro representa uma evolugdo em relacdo ao passado, pois
esta espécie desempenha importante papel econémico e social em todo territério
nacional, especialmente na regido do Vale do Séao Francisco. Dessa forma, ha uma
ampla necessidade de incremento na assisténcia desses animais, tanto para permitir
0 aumento da eficiéncia reprodutiva e/ou produtiva dos rebanhos, como para a
multiplicacdo mais eficiente dos genétipos, que pode ser alcancada a partir do
desenvolvimento de biotécnicas da reproducédo (FONSECA, 2005).

E conhecido que os ovarios das diferentes espécies mamiferas, como a
espécie caprina, contém milhares de foliculos em estadios iniciais, chamados de
foliculos pré-antrais, os quais sdo considerados o estoque de gametas femininos. No
entanto, a grande maioria dos foliculos (cerca dede 99%) ndo conseguem alcancar
as fases mais avancadas de desenvolvimento, morrendo por um processo chamado
atresia (MATSUDA et al.,, 2012). Devido a esta grande perda do potencial
reprodutivo das fémeas, vem sendo aprimorada a biotécnica de Manipulagédo de
Odocitos Inclusos em Foliculos Ovarianos Pré-antrais (MOIFOPA), também
denominada como Ovario Artificial. O objetivo desta biotécnica é o resgate dos
foliculos pré-antrais dos ovarios e 0 seu posterior desenvolvimento in vitro, evitando
assim, a atresia folicular. Para isso, sistemas de cultivo in vitro de foliculos pré-
antrais caprinos vem sendo desenvolvidos. Porém, apesar de manter a
sobrevivéncia folicular, o principal desafio para os pesquisadores ainda € aumentar
as taxas de maturacdo e de producdo in vitro de embrides a partir de odcitos
caprinos inclusos em foliculos pré-antrais, a fim de produzir no futuro um grande
namero de descendentes viaveis (FIGUEIREDO et al., 2011).

Estudos tém demonstrado que o desenvolvimento folicular é regulado por
horménios e fatores de crescimento que agem de forma enddcrina, paracrina e/ou
autocrina (MATSUDA et al., 2012). Dentre os hormdnios envolvidos na reproducao
destacam-se a melatonina e o FSH.

A melatonina é produzida, principalmente, na glandula pineal e é sintetizada e
secretada durante a noite (CLAUSTRAT et al., 2005). A presenca de receptores para

melatonina em ovarios de camundongos fémeas, ratas, humanos e suinos ja foi
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demonstrada (LEE et al., 2001; SOARES Jr. et al., 2003; NILES et al., 1999; KANG
et al., 2009). Alguns estudos mostraram que a melatonina pode agir como
antioxidante, diminuindo os danos causados pelas espécies reativas de oxigénio nos
foliculos ovarianos (TAMURA et al., 2012). Além disso, estudos evidenciaram que a
melatonina pode diminuir as taxas de atresia folicular apds cultivo de foliculos preé-
antrais in vitro (ADRIAENS et al., 2006).

Outra substancia bastante estudada em diversos grupos de pesquisa € 0
Horménio Foliculo Estimulante (FSH). Estudos in vitro demonstraram que este
horménio mantém a integridade folicular e promove a ativacdo e o crescimento de
foliculos pré-antrais caprinos (MATOS et al., 2007a; ROSSETO et al., 2009) e além
disso, pode aumentar o diametro folicular e inibir a apoptose em outras espécies
(ITOH et al., 2002; MATOS et al., 2007b; MAGALHAES et al., 2009) ap6s cultivo in
vitro.

Para uma melhor compreensédo desta dissertacdo seré realizada uma revisao
de literatura abordando os temas: morfofisiologia ovariana, formacdo e
desenvolvimento de foliculos ovarianos, populacdo ovariana e atresia, biotécnica de
MOIFOPA, cultivo e sistemas de cultivo in vitro de foliculos pré-antrais, a
composicdo do meio e o desenvolvimento folicular in vitro, a técnica de

imunohistoquimica e os horménios utilizados no presente estudo.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Morfofisiologia ovariana

O ovério caprino é constituido por muitos tipos de células diferenciadas, que
trabalham em conjunto para promover um ambiente ideal para o desempenho de
suas funcdes endocrinas e gametogénicas (BRISTOL-GOULD & WOODRUFF,
2006). Este 6rgédo é constituido pelas regides cortical e medular. Na primeira regiao,
localizada mais externamente, estdo presentes os foliculos ovarianos, que podem
ser encontrados em distintos estadios de desenvolvimento. No coértex, ainda s&o
observados corpos lateos, hemorragicos e albicans (LIU et al., 2006; RICHARDS;
PANGAS, 2010). Por outro lado, a regido medular é constituida por tecido conjuntivo
frouxo, algumas células musculares lisas, nervos, vasos linfaticos, artérias e veias
que se estendem para o coértex ovariano, nutrindo e sustentando o ovario
(CORMACK, 1991).

Apds o nascimento, nota-se no ovario caprino, um pool de foliculos em fase
de repouso ou quiescentes, que constitui a reserva ovariana. Essa reserva inclui os
foliculos classificados como primordiais, além de pequenos foliculos primarios. Estes
foliculos representam entre 91 e 98% do total da populagdo folicular ovariana. Em
todas as espécies de mamiferos, os foliculos deixam o estoque de foliculos
quiescentes em um fluxo continuo, seja por apoptose ou por entrada para a fase de
crescimento (GOUGEON, 2010).

2.2 Formacao e desenvolvimento dos foliculos ovarianos

Nas fémeas mamiferas, a oogénese consiste na formacdo e diferenciacao
das células germinativas primordiais (CGP) até a formacdo do odcito hapléide
fecundado. Um complexo mecanismo intercelular est4 envolvido na regulacdo da
oogénese (BRISTOL-GOULD & WOODRUFF, 2006).

Resumidamente, os odécitos sdo originados a partir das CGP do endoderma
do saco vitelinico, que migram por movimento amebodide até a regido das gbnadas
primitivas (CORTVRINDT & SMITZ, 2001). Ap6s um processo marcado pelo

crescimento celular e pela redistribuicdo de organelas citoplasmaticas, as CGP,
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dentro do ovério, multiplicam-se ativamente e transformam-se em oogénias, as quais
possuem alta atividade mitotica e transcricional (EPPIG et al., 2001). Em seguida, as
ooglnias sofrem meiose e se transformam em odcitos primarios, apresentando um
nacleo em profase |, estadio de vesicula germinativa (SUH et al.,, 2002). A
progressdo da divisdo meidtica ocorre somente na puberdade, com a liberagdo do
pico pré ovulatorio de LH, formacdo dos odcitos secundéarios e outra parada da
meiose na fase de metafase Il (HUTT; ALBERTINI, 2007). A meiose sera retomada
novamente somente apos a fecundacao do odcito pelo espermatozoide, originando o
oocito hapléide fecundado, e marcando assim, o fim do desenvolvimento oocitério
(FIGUEIREDO et al., 2008).

O foliculo é considerado como a unidade morfofuncional do ovario e é
constituido de um odcito circundado por células somaticas (granulosa e/ou tecais)
(MATSUDA et al., 2012). O processo em que ocorre a formagéo, o desenvolvimento
e a maturacdo do foliculo € chamado de foliculogénese. Durante a foliculogénese,
ocorrem alteracbes na morfologia folicular, caracterizadas pelo crescimento
oocitario, pela diferenciacdo e proliferacdo das células da granulosa e pelo
aparecimento das células tecais (SILVA, 2005; BRISTOL-GOULD; WOODRUFF,
2006). Com base nessas alteracbes morfoldgicas, os foliculos podem ser
classificados de acordo com o grau de evolugdo em foliculo pré antral (primordial,
primario e secundario) e antral (terciario e pré ovulatorio) (Figura 1) (SILVA et al.,
2004).



Figura 1. Classificacdo dos foliculos pré-antrais e antrais. Foliculo primordial (A),

primario (B), secundario (C), terciario (D) e pré-ovulatorio (E). N: Nucleo, O: odcito,
CG: células da granulosa, zp: zona pellcida, CT: células da teca, A: antro. Fonte:
Silva et al., 2004

Para a formacdo do foliculo ovariano mais precoce, o 00cito primario é
circundado por uma camada de células sométicas pavimentosas, conhecidas como
células da pré-granulosa, formando assim, o foliculo primordial (OKTEN e URMA,
2010). Em geral, na espécie caprina, os foliculos primordiais possuem diametros
oocitario e folicular de 28 e 36 um, respectivamente (BEZERRA et al., 1998). O inicio
do desenvolvimento dos foliculos primordiais pode ocorrer dias, meses ou anos apés
a sua formacgéo (VAN DEN HURK; ZHAO, 2005), sendo considerado o maior evento
biolégico que controla o potencial reprodutivo das fémeas (MCLAUGHLIN; MCIVER,
2009). Esse crescimento dos foliculos primordiais € também conhecido como
ativacdo e as caracteristicas morfoldgicas observadas sdo o aumento do diametro
oocitario e a alteragdo na morfologia das células da pré-granulosa, que passam de
pavimentosa para cubica. Alguns fatores multidirecionais de comunicagdo entre os
odcitos e as células sométicas, determinados componentes da matriz extracelular e
fatores de crescimento, atuam de forma autécrina e paracrina, desempenhando um
papel na transicdo e subsequente crescimento destes foliculos (OKTAY et al.,
1997:2000; EPPIG, 2001; SKINNER, 2005). Entre os conhecidos fatores que
auxiliam na ativacao folicular, pode-se citar o Kit ligand (KL), produzido pelas células
da granulosa e seu receptor c-kit, expresso no o0cito e células da teca (KEZELE;
NILSSON; SKINNER, 2002; NILSSON; SKINNER, 2004). O KL promove o
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crescimento do olcito, bem como o recrutamento e a proliferacdo das células da
teca do estroma circundante (NILSSON; SKINNER, 2004). Além disso, fatores como
o Foxo3a (Forkhead transcription factor) (LIU et al, 2007) e o FoxI2 (Forkhead box
L2) sdo importantes para a diferenciacdo de células da pré-granulosa em células da
granulosa, durante a ativacao folicular (REDDY; ZHENG,; LIU, 2010).

Com a ativacao dos foliculos primordiais, o 00cito passa a ser circundado por
uma camada completa de células da granulosa com morfologia cubica, sendo entdo
denominados de foliculos primarios (GOUGEON e BUSSO, 2000). Em geral, esses
foliculos possuem diametro oocitario e folicular de 38 e 49 um, respectivamente
(BEZERRA et al., 1998). Nesta fase de crescimento, uma rede de gap junctions, que
sao canais intercelulares da membrana, comecam a aparecer na camada granulosa.
Esses canais permitem que nutrientes, ions inorganicos, segundos mensageiros e
pequenos metabdlitos passem de célula para célula (GOUGEON, 2010). Cada um
desses canais é composto de proteinas chamadas de conexinas (CX), que estao
dispostas numa configuragdo hexamérica (OKTEN e URMAN, 2010) (Figura 2). A
CX43 é a mais abundante no ovario e € expressa nas CGs no inicio da
foliculogénese (GOUGEON, 2010; ACKERT et al., 2001).
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Figura 2. Organizacdo de conexinas em conexons, canais intercelulares e placas de
Gap junctions. Adaptado de Kidder e Winterhager (2001), com a permissao de

Fronteiras em Biociéncias: http://www.bioscience.orq).

Ao longo do desenvolvimento, as CGs se multiplicam em diversas camadas

ao redor do odcito e as células da teca se formam, caracterizando os foliculos
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secundarios. Com o desenvolvimento do foliculo secundéario, também aumenta o
namero de microvilos e inicia-se a formacao da zona peltcida (LUCCI et al., 2001).
As células da teca desempenham um importante papel no crescimento do foliculo
ovariano por serem a principal fonte de sintese de andrégenos no ovario, fornecendo
precursores para a esteroidogénese e sintese de estrébgeno nas células da
granulosa (OKTEN e URMAN, 2010). Além disso, as proteinas morfogenéticas do
osso (BMPs)-4 e -7, de origem tecal, sdo capazes de promover o crescimento do
foliculo primario em ambos os modelos in vivo e in vitro em roedores (NILSSON e
SKINNER, 2003; LEE et al, 2004). As células da teca também se comunicam
bidirecionalmente com as células da granulosa através da producdo do fator de
crescimento do hepatocito (HGF) e o fator de crescimento do queratindcito (KGF),
gue induzem as CGs a producao de KL. O KL por sua vez, promove a expressao de
HGF e KGF nas células da teca (OKTEN e URMAN, 2010).

Com maior crescimento, os foliculos atingem um diametro de 200 pm e
entram na fase antral. E também nesta fase que o foliculo comeca a exibir alguns
espacos cheios de fluido no interior das camadas das células da granulosa, que ira
coalescer para formar a cavidade antral, juntamente com o aumento da
vascularizacdo da camada de teca, a continuacdo do crescimento do odcito e a
proliferacdo das células da granulosa e da teca (OKTEN e URMAN, 2010). O fluido
folicular que preenche a cavidade antral contém agua, eletrélitos, proteinas séricas e
alta concentracdo de hormdnios esterdides, secretados pelas células da granulosa
(BARNETT et al.,, 2006). Ainda nesta fase, as células da teca sofrem alteractes
morfolégicas e funcionais e aquelas células localizadas préximas a membrana basal
passam a ser denominadas teca interna, enquanto as localizadas perifericamente
sdo chamadas de teca externa.

Na fase final do desenvolvimento folicular, observa-se a formacgéo do foliculo
pré ovulatério, o qual é caracterizado por um odcito circundado por células da
granulosa especializadas, denominadas de células do cumulus. As células da
granulosa produzem inibina, enquanto as células da teca produzem andrégenos,
que sédo utilizados pelas células da granulosa para sintetizar o 173-estradiol
(estradiol). A acdo do estradiol e da inibina no sistema hipotalamo-hipofisario &
diminuir a secrecdo de FSH (conhecido como feedback negativo) e suprimir o
crescimento de foliculos subordinados. Durante esse tempo, o foliculo dominante

adquire receptores de LH nas células da granulosa e aumenta a sua dependéncia e
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entdo, finalmente, resulta na ovulacdo induzida por um pico de LH (MATSUDA et al.,
2012). Em todas as espécies mamiferas, a formacao de foliculos pré ovulatorios
ocorre geralmente a partir da puberdade (DRIANCOURT, 2001).

2.3 Populagéo ovariana e atresia

A populacéo folicular difere entre as espécies, além de ser observada uma
grande variacdo individual (KATSKA-KSIAZKIEWICZ et al., 2006), sendo de
aproximadamente 1.500 em camundongo fémea (SHAW; ORANRATNACHAI,
TROUNSON, 2000), 20.000 na cabra (BEZERRA et al., 1998); 33.000 na ovelha
(AMORIM et al., 2000) e aproximadamente 2.000.000 na mulher (ERICKSON, 1986).
Apesar desta grande populacdo folicular presente no ovario dos mamiferos, a
maioria destes (cerca de 99,9%) ndo chega a ovulagao, morrendo por um processo
denominado atresia (MATSUDA et al.,, 2012). Embora a perda dos foliculos
ovarianos através deste processo seja muito alta, este € um evento crucial para a
manutencdo da homeostase do ovario mamifero, o que assegura ciclicidade animal
(AMSTERDAM et al., 2003).

O processo de atresia, usualmente, ocorre de forma diferenciada entre
foliculos pré-antrais e antrais. Em foliculos pré-antrais, os primeiros sinais de morte
folicular surgem no oécito, onde se pode observar a retracdo da cromatina nuclear e
a fragmentacdo oocitéaria (SILVA et al., 2002). Apés a formagdo do foliculo antral
ocorre uma alteracdo na sensibilidade do oécito e das células da granulosa. A partir
deste estagio, o 00cito torna-se altamente resistente e as primeiras alteracées
indicativas de atresia sdo observadas nas células da granulosa (JORIO et al., 1991).
Independente do tipo folicular, a atresia pode ocorrer pela via apoptética ou pela via
degenerativa, a necrose (CHEN et al., 2005; VALDEZ et al., 2005).

Na via degenerativa, a isquemia pode ser uma das principais causas do
desencadeamento da morte folicular (FARBER et al.,, 1982), resultando em
alteracdes na permeabilidade da membrana celular, aumento de agua intracelular,
vacuolizacdo citoplasmatica e, consequentemente, degeneracdo (BARROS et al.,
2001). Jennings et al. (1975) demonstraram que mudancas na permeabilidade da

membrana celular causam alteragdes nos niveis intracelulares de Na*, K" e CI', os
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quais estdo associados com modificagbes no volume e aumento no liquido
intracelular. Além da isquemia, outros fatores que podem levar a degeneracao séo
estimulos toxicos e imunologicos, que também podem induzir a apoptose.

No gue concerne a via apoptoética, € amplamente aceito que o processo de
apoptose € controlado por um numero de proteinas intracelulares e é o principal
responsavel pela perda da reserva ovariana (GOUGEON, 2010). Sabe-se que se
trata de um evento geneticamente determinado, ou seja, depende da expressao de
genes pré e anti apoptoéticos, sendo caracterizado por uma série de alteracdes
bioguimicas e morfolégicas, com a extensiva perda de volume celular, a
condensacao da cromatina, a fragmentacdo do DNA e a formac&o de corpos
apoptoticos (RACHID et al., 2000). Dentre estes fatores, as proteinas Bcl-2 e bax,
provavelmente, desempenham um papel fundamental neste processo (GOUGEON,
2010). Estudos demonstraram que em ratos deficientes de Bcl-2 houve uma
diminuicdo no numero de foliculos presentes no ovario apés o nascimento (RATTS
et al., 1995), enquanto que a superexpressdo de Bcl-2 levou a uma diminuicdo na
apoptose folicular (HSU et al., 1997). Por outro lado, a deficiéncia da proteina Bax

leva a um prolongamento da vida do ovéario (PEREZ et al., 1999).

2.4. Biotécnica de MOIFOPA

Considerando-se o fato de que a quase totalidade dos odcitos sera eliminada
pelo processo de atresia, caso eles permanecam no interior dos ovarios, a
biotécnica de Manipulacdo de Odcitos Inclusos em Foliculos Ovarianos (MOIFOPA)
tem como objetivos: (1) resgatar ou isolar os foliculos pré-antrais a partir dos ovarios
antes que eles sofram o processo de atresia, (2) conservar estes foliculos visando a
estocagem por um curto (resfriamento) ou longo (congelacdo) periodo, (3) cultivar os
foliculos pré-antrais e, consequentemente, os odcitos imaturos neles inclusos, até
sua completa maturacéo, prevenindo-os da atresia e (4) proporcionar a producao de
embrides em larga escala (FIGUEIREDO et al., 2007). Para que esses objetivos
sejam alcancados, ainda se faz necessario o desenvolvimento de um sistema de
cultivo in vitro ideal para cada etapa do desenvolvimento folicular, considerando o

sistema de cultivo a ser empregado, o método utilizado para o isolamento folicular, a
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espécie animal selecionada para o estudo, bem como a composicdo do meio
(FIGUEIREDO et al., 2008).

2.5. Cultivo in vitro de foliculos pré-antrais

O cultivo in vitro de foliculos pré-antrais € uma importante etapa da biotécnica
de MOIFOPA. O cultivo € uma técnica de grande importancia, uma vez que podera
fornecer um grande numero de o00citos, 0s quais poderdo ser utilizados para
diversas biotecnologias, como a producdo in vitro de embrides, transferéncia
nuclear, producdo de animais transgénicos, desenvolvimento de células-tronco
embrionarias, dentre outras, podendo ainda ser utilizada para auxiliar na
preservacao da fertilidade de mulheres jovens sujeitas a quimioterapia. Além disso,
o cultivo in vitro de foliculos pré-antrais € uma ferramenta que permite aperfeicoar o
conhecimento basico sobre os mecanismos envolvidos na foliculogénese ovariana
(ARUNAKUMARI; SHANMUGASUNDARAM; RAO, 2010). Este sistema tem sido
utilizado para avaliar também a importancia de horménios (ROCHA et al., 2013) e
fatores de crescimento (SILVA et al., 2012), bem como da vascularizacéo
(FORTUNE et al., 2000) e da apoptose (FLAWS et al., 2001; O'BRIEN et al., 2003) a
fim de se descobrir as condicdbes de cultivo ideais para cada fase do

desenvolvimento folicular.

2.6. Sistemas de cultivo in vitro de foliculos pré-antrais

O desenvolvimento de um sistema de cultivo in vitro para foliculos pré-antrais
pode ser muito Gtil para a compreensao do complexo mecanismo da foliculogénese
nos seus estagios iniciais de desenvolvimento (FIGUEIREDO et al., 2011). Os
foliculos pré-antrais podem ser cultivados inclusos em tecido ovariano (cultivo in
situ), seja em ovarios inteiros (roedores: FORTUNE et al., 2003) ou em fragmentos
de ovarios (caprinos: ROCHA et al., 2013; ovinos: LIMA et al.,, 2013; bovinos:
ANDRADE et al., 2012; humanos: FABBRI et al., 2012). Esse tipo de cultivo tem a
vantagem de manter a integridade estrutural folicular e as interagdes entre as células
foliculares e do estroma (LIMA et al., 2013), possibilitar uma maior praticidade de

execucao do trabalho, além de permitir estudar com mais facilidade a ativacdo de
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foliculos primordiais. Entretanto, o tecido cortical pode agir como uma barreira a
perfusdo do meio de cultivo, resultando em um crescimento de foliculos primordiais
somente até o estagio de foliculo secundario (FORTUNE, 2003; MARTINS et al.,
2008).

Ja o sistema de cultivo folicular envolvendo o isolamento mecéanico e/ou
enzimatico dos foliculos ovarianos pré-antrais, permite o monitoramento individual
do crescimento folicular, bem como verificar o efeito in vitro de diferentes
substancias sobre cada etapa do seu desenvolvimento (ABIR et al.,, 2001). Este
sistema pode ser realizado de forma bidimensional (camundongo: LORET DE MOLA
et al., 2004), na qual o foliculo pode ser cultivado diretamente sobre o suporte de
plastico, sobre uma matriz ou pode ser realizado em microgotas de meio de cultivo
sob 6leo mineral, utilizando placas de Petri ou em placas de multipogcos que
requerem maior volume de meio, porém dispensam o uso de 6leo. Ja o cultivo
tridimensional, na qual o foliculo é incluso em uma matriz, como por exemplo, o
colageno (HIRAO et al., 1994) ou hidrogel de alginato (HORNICK et al., 2012), deve
assegurar a manutencdo da arquitetura tridimensional do foliculo durante seu
desenvolvimento in vitro, ser permeavel ao meio permitindo o acesso dos hormdnios
e fatores de crescimento as células foliculares e ainda, permitir o crescimento
folicular sem prejudicar sua forma (SMITZ et al., 2010).

Para realizacdo do sistema de cultivo isolado, métodos mecéanicos de
isolamento tém sido mais comumente adotados, em relagdo ao enzimatico, por
proporcionar a recuperacao de um grande numero de foliculos pré-antrais a partir de
ovarios de vacas (ITOH et al., 2002), cabras (ARUNAKUMARI et al., 2007), ovelhas
(AMORIM et al., 2000), ratas (ZHAO, 2000) e camundongos fémeas (LENIE et al.,
2004), além de manter a integridade da estrutura folicular, na qual a membrana
basal permanece intacta e as interacfes entre odcito, células da granulosa e células
da teca sdo mantidas (DEMEESTERE et al., 2005). Dentre os métodos mecanicos,
os mais utilizados sdo a microdissec¢ao, para foliculos acima de 150 uym de
diametro (SILVA et al., 2012) e o isolamento com tissue chopper para foliculos com
didmetro inferior a 150 ym (MARTINEZ-MADRID et al.,, 2004), ou ainda, a

associacdo de ambas as técnicas (GUPTA et al., 2008).

2.7. A composicdo do meio e o desenvolvimento folicular in vitro
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Além das diferencas dos sistemas de cultivo in vitro de foliculos pré-antrais,
existem também muitas diferencas espécies-especificas, como: i) o periodo para a
conclusao da foliculogénese e oogénese; ii) o tamanho dos foliculos ovulatérios e
oocitos maduros, e iii) as diferencas na natureza, concentracdes e efeitos dos
fatores de crescimento, que influenciam o foliculo e producédo de odcitos in vivo.
Essas diferencas séo altamente relevantes no desenvolvimento de sistemas que
suportam o completo crescimento in vitro e a maturacdo do odécito. No entanto, em
todos os protocolos, algumas caracteristicas sdo vitais para otimizar o crescimento in
vitro: o fornecimento de nutrientes, eletrolitos, antioxidantes, aminoacidos, substratos
energeéticos, vitaminas, hormonios e fatores de crescimento (PICTON et al., 2008).

Meios de cultivo comerciais foram desenvolvidos com o intuito de promover
um adequado crescimento in vitro de células. Dentre eles podemos ressaltar o Meio
Essencial Minimo (MEM), que tem sido utilizado em diferentes espécies, permitindo
a manutencédo da viabilidade folicular (GAO et al., 2007; SILVA et al., 2010). Esse
meio é rico em componentes importantes para manutencdo da viabilidade e o
crescimento folicular in vitro, como eletrélitos, antioxidantes, aminoacidos, substratos
energéticos e vitaminas (PICTON et al.,, 2008). Apesar disso, diversas pesquisas
demonstraram a necessidade de se incrementar o meio de cultivo com a adicao de
outros componentes.

Alguns estudos tém mostrado que a adicdo de antioxidantes, como o selenito
de sodio, aumenta a taxa de crescimento in vitro e a maturacdo de foliculos pré-
antrais de camundongos fémeas (ABEDELAHI et al., 2008; 2010). Além disso, a
transferrina é relatada como uma importante substancia a ser adicionada ao meio,
pois alguns autores sugerem que o0 processo de maturacao folicular esta relacionado
aos altos niveis de transferrina e seus receptores na célula (DEMESTERE et al.,
2005). O acido ascorbico também é um importante antioxidante utilizado no meio de
cultivo in vitro. Trabalhos demonstram que esta substancia promove a manutencao
da viabilidade e o desenvolvimento folicular em caprinos (ROSSETTO et al., 2009;
SILVA et al., 2011) e também, auxilia na ativacéo folicular em bovinos (ANDRADE et
al., 2012). Alem desses componentes antioxidantes, substratos energéticos como a
glutamina e a hipoxantina, quando adicionados ao meio de cultivo de base, mantém
a porcentagem de foliculos morfologicamente normais durante o cultivo
(FIGUEIREDO et al., 1994; SILVA et al., 2004b).
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Outras substancias, como hormoénios e fatores de crescimento também vém
sendo adicionadas ao meio de cultivo in vitro. A insulina tem sido normalmente
adicionada ao meio de cultivo como fator de sobrevivéncia, permitindo um melhor
aproveitamento das fontes de energia do meio e aumentando 0S precursores
metabdlicos como aminoacidos e glicose (LIU et al., 2002). Recentemente, Chaves
et al. (2012) demonstraram que a insulina, na concentracdo de 10 ng/mL,
apresentou melhores taxas de retomada da meiose, bem como a presenca de
oocitos em metafase Il a partir do cultivo de foliculos pré-antrais caprinos. Dentre
outros hormonios, podemos citar a melatonina e o FSH, os quais serao descritos nos

topicos a sequir.

2.8 Melatonina

A melatonina (N-acetil-5-metoxitriptamina) € uma indolamina produzida a
partir do aminoacido triptofano, principalmente na glandula pineal, como também
em outros locais: retina, glandula lacrimal extra-orbitaria, trato gastrointestinal, pele
e ovario (HARDELAND et al., 1993; HUETHER, 1993; ITOH et al., 1999).

Este hormbnio é sintetizado e secretado durante a noite (ciclo escuro).
Conforme os dias comecam a ficar mais curtos, a exposicdo dos animais a
melatonina aumenta, informando ao organismo a duracdo da noite e
consequentemente, o periodo do ano correspondente (SRINIVASAN et al., 2009).
A melatonina auxilia na organizacdo da sazonalidade, especialmente em espécies
com fotoperiodo negativo, como os caprinos (ARENDT, 1998). O fotoperiodo
negativo, periodo de dias curtos, estimula a producdo de melatonina, que sinaliza
0s nucleos supraquiasmaticos do hipotalamo, estimulando a liberacdo do horménio
liberador de gonadotrofinas (GnRH) e a adeno-hipéfise para liberacdo das
gonadotrofinas FSH e LH (SCHAEFFER E SIROTKIN, 1997). Em cabras,
observou-se um perfil sérico de secrecdo da melatonina de acordo com as
estacdes anuais: picos sericos no outono e inverno e queda na primavera e verao
(ALILA-JOHANSSON et al., 2001).

A sintese da melatonina ocorre na glandula pineal e a via biossintética da
melatonina inicia com a conversdo do triptofano em 5-hidroxitriptofano por

intermédio da acdo da triptofano-5-hidroxilase (T-5-H). Seguindo a rota, a enzima
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5-hidroxitriptofano  descarboxilase (5-HTD) catalisa a oxidacdo do 5-
hidroxitriptofano em serotonina. Sequencialmente, a serotonina € convertida em N-
acetilserotonina através de uma reacdo de acetilacdo da enzima N-
acetiltransferase (NAT) e, por fim, a enzima acetilserotonina O-metiltransferase
(ASOMT) (REITER et al., 2009) catalisa a reacao de metilagdo para a formagéo da
melatonina (Figura 3). Uma vez sintetizada, a melatonina ndo € armazenada nas
células da pineal, mas €é rapidamente liberada para a corrente sanguinea e em
seguida, para outros fluidos corporais, tais como a bile (KOPPISETTI et al., 2008),
liquido céfaloraquidiano (ROUSSEAU et al., 1999), saliva (VAKKURI et al., 1985),
sémen (BORNMAN et al., 1989) e liquido amniético (KIVELA et al., 1989).

T-5-H Triptofano

YV Meio

— 5-Hidroxi- Triptofano Extracelular

5-HTD
AV 4
Serotonina
NAT
AV
. N-Acetilserotonina Meio
ASOMT Intracelular
AV
Melatonina

Figura 3. Esquema representativo das etapas envolvidas na biossintese da
melatonina na célula, mostrando os precursores e as enzimas participantes do

processo. Adaptado de Rocha et al., 2011.

Apesar de sua acgao central na reproducéo, sugere-se que a melatonina tenha
uma acao periférica no ovario, uma vez que foi demonstrada a sua presenca no
fluido folicular de humanos (RONNBERG et al., 1990) e de seus receptores em
células da granulosa de foliculos antrais (ratas:NILES et al., 1999 ; humanos: YIE
et al., 1995; SOARES et al., 2003).
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A acdo da melatonina € mediada por trés tipos de receptores: MT1, MT2 e
MT3 (NILES et al., 1999; WITT-ENDERBY et al.,, 2003), destacando-se, em
mamiferos, a acdo do MT1 e do MT2, ambos pertencentes a familia de receptores
ligados a proteina G (REPPERT et al., 1996). A ativacdo destes receptores
promove a dissociagdo das proteinas G em dimeros a e By, que interagem com
varias moléculas efetoras envolvidas na transmissdo da sinalizacdo celular
(MASANA e DUBOCOVICH 2001), que incluem a adenilil ciclase, fosfolipase C,
fosfolipase A2, canais de potassio e célcio e guanilil ciclase (DUBOCOVICH &
MARKOWSKA, 2005). Por intermédio desses receptores, a melatonina pode
exercer diferentes papéis na fisiologia animal, como a regulacdo do sono e da
temperatura, ritimicidade circadiana e sazonal, como também na fisiologia
reprodutiva, no eixo hipotalamico-hipofisario-gonadal (WEHR et al., 2001) (Figura
4). Ja foi relatado que a melatonina desempenha um papel no metabolismo lipidico,
pois influencia no metabolismo do colesterol (TAMURA et al., 2008a), e na funcéo

do corpo lateo para producédo de progesterona (TAMURA et al., 1998).
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Figura 4. Esquema representativo dos receptores da melatonina, MT1 e MT2
(receptores de membrana acoplados a proteina G) e MT3 (quinona redutase 2).
Adaptado de Tamura (2009).

De acordo com Pandi-Pemural et al. (2008), os receptores MT1 e MT2 sao

expressos em diversas partes do Sistema Nervoso Central (hipocampo e cortex
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cerebelar, por exemplo) e em 6rgéos periféricos (ovario, glandula mamaéaria, trato
gastrointestinal, etc). A presenca de receptores para melatonina ja foi detectada,
através da técnica de PCR, em ovarios de fémeas de camundongos, ratas,
humanos, bovinos e suinos (LEE et al., 2001; SOARES Jr. et al., 2003; NILES et al.,
1999; EL-RAEY, 2011; KANG et al., 2009)

Embora a melatonina exerca efeito através de seus receptores, esta também
pode atuar como um potente sequestrador direto de espécies reativas de oxigénio
(EROs) (POEGGELER et al., 1993; SCHINDLER et al., 2006). Alguns estudos tém
demonstrado que a melatonina possui a capacidade de reagir com as EROs, tais
como o radical superoxido (O,-), radical hidroxila (OH"), peréxido de hidrogénio
(H20,), &cido hipocloroso (HOCI) e 6xido nitrico (NO) (HARDELAND, 2005). Além do
efeito antioxidante da melatonina, os metabdlitos que sdo formados durante suas
interacdes também possuem essa capacidade, como por exemplo, N1-acetil-N2-
formil-5-metoxiquinuramina  (AFMK) e  N-acetil-5-metoxiquinuramina  (AMK)
(HARDELAN, 2005;TAN et al., 2007). Gao et al. (2012) demonstraram que a
melatonina possui um potente efeito antioxidante suprimindo a producdo de EROs e
promovendo o0 desenvolvimento embrionario de embrides vitrificados. Os
mecanismos envolvidos na acéo antioxidante da melatonina estdo no fato de tratar-
se de uma molécula altamente eletrorreativa. Ela age primariamente como um
poderoso doador de elétrons e detoxifica EROs eletrodeficientes (VIJAYALAXMI et
al., 2002). Além deste mecanismo de acdo, a melatonina estimula a atividade de
outras enzimas antioxidantes como a superdoxido dismutase (SOD), glutationa
peroxidase, glutationa redutase e catalase (TAMURA et al.,, 2008b). Kim e Lee
(2000) demonstraram que a melatonina também tem efeito radioprotetor em foliculos
pré-antrais de camundongos fémeas, diminuindo a porcentagem de degeneracao
folicular quando estas fémeas foram irradiadas com uma dose letal de um
radioterapico. Outro estudo utilizando modelos in vivo, observou que a
suplementacdo em longo prazo com melatonina retarda o envelhecimento
reprodutivo de ratas sem qualquer efeito sobre o nimero de foliculos primordiais
(MEREDITH et al., 2000).

Ja4 em relacdo a presenca da melatonina em meios de cultivo in vitro de
células, Woo et al. (2001) ao testarem diferentes concentra¢cées de melatonina (10
pM — 100 nM), mostraram que esse horménio é capaz de atuar na maturacdo e

diferenciacdo das células da granulosa, conforme observado pelo aumento da
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expressdo de receptores de LH nessas células em humanos. Adriaens et al. (2006)
observaram que a concentracido de 100 pM de melatonina aumentou
significativamente a producdo de progesterona e androstenediona em foliculos preé-
antrais de fémeas de camundongos cultivados in vitro. O mesmo resultado foi obtido
com foliculos antrais suinos cultivados in vitro com 100 ng/mL de melatonina,
embora ndo tenham sido observados efeitos na producao de estradiol (TANAVDE e
MAITRA, 2003).

Um estudo demonstrou que diferentes concentracfes (0,01 — 10 ug/mL) de
melatonina, utilizadas no cultivo in vitro de células da granulosa de humanos, podem
modular a expressdao de outros fatores de crescimento, como o Fator de
Crescimento Semelhante a Insulina-l (IGF-1) (SCHAEFFER e SIROTKIN, 1997).
Além disso, essa indolamina também esta envolvida com a maturacéo oocitaria e a
formacdo do hormdnio indutor de maturacdo que promove a quebra da vesicula
germinal (CHATTORAJ et al., 2005). Manjunatha et al. (2009) utilizaram 20 e 50 yM
de melatonina no meio de maturacéo in vitro e obtiveram maiores percentuais de
maturacdo e producdo embrionaria. Mais recentemente, Rocha et al. (2013) ao
associarem a melatonina (1000 pg/mL) ao FSH (50 ng/mL), observaram um aumento

do didametro folicular, ap6s 7 dias de cultivo in vitro de tecido ovariano caprino.

2.9. Horménio Foliculo Estimulante (FSH)

O FSH é uma glicoproteina sintetizada e secretada pelas células
gonadotroficas localizadas na hipoéfise anterior, contendo uma subunidade a em
comum e uma subunidade B horménio especifica (BROWN e McNEILLY, 1999).
Este horménio é liberado de forma constitutiva, isto é, grande parte do hormdnio é
liberada na velocidade em que € produzida, embora uma pequena parcela possa ser
armazenada para ser liberada em resposta ao GnRH (FARNWORTH, 1995).

O receptor do horménio hipofisario FSH (FSHR) é composto de um grande
dominio extracelular N-terminal, sete dominios transmembranarios e um dominio C-
terminal intracelular acoplado a proteina G (SALESSE et al., 1991). A ligacao desta
gonadotrofina ao seu receptor ativa as proteinas G associadas, promovendo a
conversao de guanosina difosfato (GDP) em guanosina trifosfato (GTP), que se liga

a subunidade a da proteina G, estimulando a adenilciclase (AC) a gerar AMP ciclico
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(CAMP). Este, por sua vez, aciona uma cascata de fosforilagdo nas proteinas
quinases dependentes de cAMP (PK-A). Desta forma, a ativagdo da PK-A controla
multiplos aspectos da funcdo celular por meio da fosforilacdo de substratos
proteicos. Uma vez que a interacdo receptor-ligante tenha se estabelecido, o
complexo é internalizado por endocitose e degradado pelos lisossomos, sendo o
receptor reciclado de volta a membrana celular por exocitose (HILLIER et al., 1996)
(Figura 5).

A interacdo do FSH com seu receptor inicia uma cadeia de reacdes
intracelulares que incluem a ativacdo de mais de 100 genes que codificam diferentes
respostas (HUNZICKER-DUNN e MAIZELS, 2006), tais como a estimulagdo da
proliferacédo celular, a sintese de esteroides e a expressao de receptores para Fator
de Crescimento Epidermal (EGF), IGF-1 e LH (VAN DEN HURK e ZHAOQO, 2005).

extracelular

@ ligante

intracelular

Figura 5. Esquema ilustrativo da atuacdo dos receptores para FSH. Fonte: Saraiva
et al., 2010.

Diversos estudos ja demonstraram a presenca do RNAm para o FSHR, a
partir de foliculos primarios, nas células da granulosa em humanos, bufalos e
caprinos (OKTAY et al., 1997; SARAIVA et al., 2011; SHARMA et al., 2011) e em
oocitos, células da granulosa e epitélio superficial de ovarios suinos (DURLEJ et al.,
2011). Estes estudos reforcam a ideia da acdo do FSH sobre o crescimento dos

foliculos pré-antrais.
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Esse horménio pode agir indiretamente estimulando a sintese e secrecao de
fatores paracrinos nos grandes foliculos (O'SHAUGHNESSY; DUDLEY;
RAJAPAKSHA, 1996; SARAIVA et al.,, 2011) auxiliando assim o crescimento de
pequenos foliculos. Alguns trabalhos demonstraram que o FSH regula a expressao
de varios fatores de crescimento, tais como Kit Ligand (KL), Fator de Crescimento e
Diferenciacdo-9 (GDF-9), Fator de Crescimento de Fibroblasto Basico (bFGF) e
Proteina Morfogenética do Osso-15 (BMP-15), que tém um papel importante na
ativacdo e no posterior crescimento folicular (THOMAS et al., 2005; TANG et al.,
2012).

O FSH tem sido utilizado no cultivo in vitro de foliculos pré-antrais,
promovendo o desenvolvimento, a manutencdo da viabilidade e a sobrevivéncia
folicular em fémeas de camundongos (SPEARS et al., 1998), ratas (McGEE et al.,
1997), mulheres (WRIGHT et al., 1999), vacas (GUTIERREZ et al., 2000), cabras
ZHOU & ZHANG, 2005; MAGALHAES et al., 2009; RODRIGUES et al., 2010),
ovelhas (CECCONI et al., 1999) e porcas (MAO et al., 2002) e até a obtencéo de
embrides (SARAIVA et al., 2010a).

2.10 Estado atual do cultivo in vitro de foliculos pré-antrais

Um grande progresso ja tem sido observado no cultivo in vitro de foliculos
pré-antrais em diferentes espécies animais. Foi observado o crescimento de
foliculos pré-antrais isolados de felinos (JEWGENOW, 1996) e marsupiais
(BUTCHER; ULLMAN, 1996), porém sem formacado de antro. Nas espécies humana
(TELFER et al., 2008), bovina (McLAUGHLIN et al., 2010) e canina (SERAFIN et al.,
2010), grandes foliculos secundéarios isolados foram cultivados in vitro por diferentes
periodos e se desenvolveram até a fase antral. Resultados mais satisfatérios foram
obtidos com suinos, bubalinos, ovinos e caprinos, em que se alcancou a producao
de embrides apos cultivo in vitro de grandes foliculos secundarios (WU; TIAN, 2007;
GUPTA et al.,, 2008; ARUNAKUMARI; SHANMUGASUNDARAM; RAO, 2010;
SARAIVA et al., 2010b; MAGALHAES et al., 2011). Embora importantes conquistas
tenham sido obtidas com o cultivo in vitro de foliculos pré-antrais nas referidas
espécies, os resultados mais satisfatorios tém sido observados em animais de

laboratério. Em camundongos, o cultivo de foliculos primordiais também resultou no
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nascimento de um filhote apds crescimento, maturacdo e fecundacéo in vitro dos
odcitos inclusos nos foliculos cultivados (EPPIG e O’'BRIEN, 1996). Ja no inicio da
década atual, O’'Brien et al. (2003), utilizando um sistema de cultivo em dois passos
(cultivo de ovario inteiro seguido de cultivo de foliculos secundarios isolados)
relataram ainda a producdo de embrides e o nascimento de camundongos viaveis
(59 crias) a partir odcitos de foliculos primordiais cultivados in vitro. Recentemente,
Wang et al. (2011) utilizando odcitos derivados de foliculos pré-antrais secundarios
obtidos apos vitrificacdo de tecido ovariano de camundongos fémeas, também
conseguiram alcancar a producéo de embrifes e 0 nascimento de crias viaveis apos

cultivo in vitro.

2.11 Imunohistoquimica

Uma técnica que pode auxiliar no estudo da foliculogénese inicial podendo ser

7

associada ao cultivo in vitro de foliculos pré-antrais € a imunohistoquimica. O
conceito fundamental de imunohistoquimica é a demonstracdo de antigenos em
seccdes de tecido através de anticorpos especificos. A ligagdo antigeno-anticorpo €
observada com uma reacgéo histoquimica visivel ao microscopio Optico (utilizando
cromoégenos) ou de fluorescéncia (utilizando marcadores fluorescentes) (RAMOS-
VARA, 2005). Esta técnica vem sendo utilizada com frequéncia para avaliar a
expressédo de fatores de crescimento e horménios, bem como seus receptores,
presentes nos ovarios, além de ser utilizada também para verificar a proliferacdo das
células da granulosa (ABIR et al., 2006).

Segundo Hoffman et al. (2008), o maior desafio para se realizar
adequadamente a técnica de imunohistoquimica € determinar se um antigeno tem
atividade contra um anticorpo especifico. Para isto, o uso de anticorpos para
imunocoloracdo requer que a concentracdo Otima deste seja utilizada. Essa
concentracdo e a habilidade para detectar um determinado antigeno podem ser
influenciadas por alguns fatores: (1) quantidade de antigeno presente no tecido, (2)
a afinidade dos anticorpos utilizados, (3) quantidade de produto ou substrato
insolavel que é depositada na reacao, e (4) a estratégia utilizada para visualizacéo.

Através da imunohistoquimica, varios trabalhos vém demonstrando a

presenca de receptores e/ou proteinas para varias substancias, que influenciam
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direta ou indiretamente a atividade ovariana como, por exemplo, o horménio do
crescimento (GH) (SOLORZANO et al., 2012), ativina (SILVA et al., 2004b), fator de
crescimento epidermal (EGF) (SILVA et al., 2006a), KL (SILVA et al., 2006b) e FGF-
1 (BERISHA et al. 2004). Desta forma, esta técnica torna-se importante para auxiliar
na localizacdo das diversas substancias que podem agir na foliculogénese,

contribuindo assim, para uma melhor compreenséo deste processo.
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3. Justificativa

A caprinocultura exerce um importante papel socioeconémico no Nordeste do
Brasil por se tratar de importante fonte de alimento e renda. Desta forma, o
desenvolvimento de biotécnicas que possibilitem uma rapida multiplicacdo de
animais geneticamente superiores pode melhorar significativamente a qualidade de
vida da populacédo rural da regido Nordeste. Nesse sentido, a compreensdo da
fisiologia ovariana em caprinos, associada ao desenvolvimento de biotecnologias na
area da reproducdo animal, como por exemplo, o cultivo in vitro de foliculos pré-
antrais e a fecundacao in vitro, abrem inUmeras possibilidades para proporcionar um
melhoramento genético dos rebanhos e um aumento na produtividade animal.
Assim, o estudo dos fatores que controlam o desenvolvimento folicular ovariano na
espécie caprina pode ser de grande importancia para o desenvolvimento
agropecudrio do Nordeste brasileiro.

Ao nascimento, o ovario dos caprinos contém milhares de odcitos e cerca de
90% destes estdo inclusos nos foliculos pré-antrais. Entretanto, a grande maioria
desses odécitos ndo ovula e morre por atresia durante as fases de crescimento e
maturacdo. A atresia faz com que o potencial do ovério, para producdo de odcitos
maduros, seja pouco aproveitado. Considerando-se esta alta taxa de atresia
folicular, a biotécnica de MOIFOPA visa criar artificialmente in vitro as condicdes
necessarias para que pequenos od0citos inclusos em foliculos pré-antrais
recuperados dos ovarios possam sobreviver, crescer, maturar e posteriormente
serem fecundados in vitro, reduzindo-se o0 processo de atresia que ocorre nos
ovarios. A biotécnica de MOIFOPA aliada a andlise da expressdo dos fatores que
controlam a foliculogénese € de grande importancia para a pesquisa fundamental e
para a reproducao animal.

Diante disso, uma substancia que parece exercer influéncia sobre a
foliculogénese inicial € a melatonina, cujos receptores ja foram demonstrados em
ovarios de camundongos fémeas, ratas e humanos. Além disso, estudos mostraram
que a melatonina pode diminuir as taxas de atresia folicular e promover o
crescimento apoés cultivo de foliculos pré-antrais in vitro. Outro hormonio bastante
estudado é o FSH, que também mantém a sobrevivéncia e promove o crescimento
folicular in vitro. Através da técnica de imunohistoquimica, estudos demonstraram a

presenca da proteina para o FSHR em ovarios humanos, suinos e em bufalos.
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Entretanto, em caprinos a expresséo dos receptores de melatonina e FSH ainda néao
foi verificada através da técnica de imunohistoquimica. O conhecimento acerca da
expressdo destes receptores contribuird enormemente para elucidacdo da
foliculogénese em cabras. Além disso, ainda ndo € conhecido o efeito da
melatonina, isoladamente ou associada ao FSH, sobre o desenvolvimento in vitro de

foliculos pré-antrais caprinos isolados.



42

4. OBJETIVOS

4.1. Objetivos Gerais:
e Estudar a expressdo dos receptores da melatonina e do FSH em ovarios
caprinos;
e Investigar o efeito da melatonina, isoladamente ou em associacdo com o
FSH, sobre o desenvolvimento in vitro de foliculos pré-antrais caprinos

isolados.

4.2. Objetivos Especificos
e Verificar a expressdo dos MT1 e do (FSHR) nas diferentes categorias
(foliculo primordial, primario, secundario e antral) e compartimentos foliculares
(odcito, células da granulosa e da teca) em ovarios caprinos, utilizando a
técnica de imunohistoquimica;
e Avaliar o efeito da melatonina, isoladamente ou em associagdo com o FSH,
sobre parametros como sobrevivéncia, crescimento, formagéo de antro e taxa

de recuperacgédo de odcitos.
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Abstract

The expression of melatonin type 1 (MT1) and FSH (FSHR) receptors in caprine ovaries and
the effects of these hormones on the in vitro development of isolated preantral follicles were
evaluated. Follicles (< 200 um) were cultured for 12 days in a-MEM (control) or melatonin
(100 or 1000 pg/ml) or sequential melatonin medium (100 pg/ml: from day 0 to 6; 1000
pg/ml: from day 6 to 12) (experiment 1) and in control or sequential FSH (100 ng/ml from
day 0 to 6; 500 ng/ml from day 6 to 12) or sequential melatonin or this latter plus sequential
FSH (experiment 2). MT1 and FSHR expression was observed in granulosa cells from
secondary and antral follicles. The oocytes from primordial and primary follicles also express
FSHR. Sequential melatonin increased the percentage of normal follicles and oocyte recovery
compared with the control or melatonin (1000 pg/ml) at day 12. In experiment 2, all the
treatments increased the normal follicles and growth compared with the control. In
conclusion, this study demonstrated the presence of MT1 and FSHR in caprine ovaries. The
addition of increased concentrations of melatonin (sequential medium) has a significant

impact on the in vitro development of caprine preantral follicles.

Additional keywords: Ovary, oocyte, hormone, immunohistochemistry, culture



45

Introduction

Melatonin (N-acetyl-5-methoxytryptamine) is secreted during the dark hours by pineal gland,
and it regulates a variety of important central and peripheral actions related to circadian
rhythms and reproduction (TAMURA et al., 2013). Most of the melatonin actions are
mediated through interaction with its receptors, type 1 (MT1) and type 2 (MT2), which are G-
protein coupled membrane bound receptors (REPPERT et al., 1994; REPPERT et al., 1995).
According to Pandi-Perumal et al. (2008), MT1 and MT2 receptors are widely distributed in
the body, being expressed in the central nervous system and in peripheral organs (e.g., ovary,
mammary gland, gastrointestinal tract). In the ovaries, RT-PCR analysis revealed the
expression of MT1 mRNA in mouse granulosa cells from primary follicle stage onward (LEE
et al., 2001), rat granulosa cells from secondary and antral follicles (SOARES Jr. et al., 2003),
human granulosa cells from preovulatory follicles (NILES et al., 1999), bovine cumulus
oocyte complexes (EL-RAEY et al., 2011), swine cumulus cells (KANG et al., 2009). Despite
these studies, there are no data on localization and expression of MT1 protein in the different
follicular stages in caprine ovaries.

Activation of these receptors in photoperiodic species regulates the breeding season
through the modulation of the hypothalamic-pituitary-gonadal axis by melatonin, which may
act synergically with follicle stimulating hormone (FSH) during folliculogenesis and
steroidogenesis (ROCHA et al., 2011). Recent in vitro findings have demonstrated an increase
in preantral follicle diameter after culturing caprine ovarian tissue with the association of
melatonin and FSH (ROCHA et al., 2013). Other studies have shown that melatonin reduced
the rates of mouse follicle atresia (ADRIAENS et al., 2006) and that its metabolites are
antioxidants and free radical scavengers (REITER, 2003; KANG et al., 2009; GAO et al.,
2012; REITER et al., 2000). However, it is not fully understood the role of melatonin in

modulating reproduction, especially its effects on the caprine ovarian follicles.
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FSH has been used in the in vitro culture of preantral follicles in several species,
maintaining the follicular viability and promoting the follicular growth (GUTIERREZ et al.,
2000; MATOS et al., 2007, SARAIVA et al., 2010). It is known that FSH can also have an
indirect role on preantral follicle development through the release of growth factors by the
larger antral follicles and stromal cells (BRITO et al., 2012; TANG, 2012). Some studies have
demonstrated mMRNA expression for FSH receptor (FSHR) in granulosa cells from primary
follicle stages onward, leading to a consensus that FSH would act only in those cells during
the follicular growth (human: OKTAY et al., 1997; caprine: SARAIVA et al., 2011). Using
immunohistochemical studies, some authors have found protein expression for FSHR in
oocytes from primary follicle stage onward (swine and human: MEDURI et al., 2002; swine:
DURLEJ et al., 2011), in oocytes of primordial and primary follicles as well as in granulosa
cells of primary follicles (swine: DURLEJ et al., 2011) and in granulosa cells of bubaline
growing follicles (SHARMA et al., 2011). However, the expression for FSHR protein during
folliculogenesis in caprine ovaries is still not known.

Given the important roles of melatonin and FSH during folliculogenesis, the aims of
this study were 1) to characterize protein expression for MT1 and FSHR in caprine ovaries by
immunohistochemistry and 2) to evaluate the effect of these hormones on the in vitro

development of isolated caprine secondary follicles.

Material and methods

Source of ovaries

Ovarian cortical tissues (n=10 ovaries) were collected at a local abattoir from five adult (1 - 3
years old) non-pregnant mixed-breed goats (Capra hircus). Immediately postmortem, pairs of
ovaries were washed once in 70% alcohol and then twice in Minimum Essential Medium

buffered with HEPES (MEM-HEPES) and supplemented with antibiotics (100 pg/ml
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penicillin and 100 pg/ml streptomycin). Then, ovaries were fixed in 4% buffered
paraformaldehyde (Dindmica, S&o Paulo, Brazil). Unless noted otherwise, supplements,
hormones and chemicals used in the present study were purchased from Sigma Chemical Co.

(St. Louis, MO, USA).

Immunohistochemical localization of MT1 and FSHR
After 18 h of fixation, ovarian tissue was dehydrated with increasing concentrations of
ethanol (Dinamica, Sao Paulo, Brazil), clarified in xylene (Dindmica, Sdo Paulo, Brazil) and
embedded in paraffin wax (Dindmica, Sdo Paulo, Brazil). Then, sections of 5 um from each
block were cut on a microtome (EasyPath, S&o Paulo, Brazil) and mounted in salinized glass
slides (ImmunoSlide - EasyPath, Sao Paulo, Brazil).

Immunohistochemistry was performed as described in previous studies (SILVA et al.,
2004; HOFFMAN et al., 2008) with some modifications. The slides were incubated in citrate
buffer (Dindmica, Sdo Paulo, Brazil) at 98-100°C in a microwave for 7 minutes to retrieve
antigenicity and endogenous peroxidase activity was prevented by incubation with 3% H,0,
and methilic ethanol for 10 min. Non-specific binding sites were blocked using 1% normal
mouse serum (Santa Cruz Biotechnology, USA), diluted in Phosphate Buffered Saline (PBS;
Sigma Aldrich Chemical Co., St Louis, USA). Subsequently, the sections were incubated in a
humidified chamber for 18 h at 4°C with the polyclonal rabbit anti-MT1 (1:40; Santa Cruz
Biotechnology, USA) and anti-FSHR (1:30) antibodies. Then, the sections were incubated for
45 minutes with mouse anti-IgG biotinylated secondary antibody (Santa Cruz Biotechnology,
USA), diluted 200 times in PBS, containing 1% normal mouse serum. The sections were
incubated for further 45 minutes with avidin-biotin complex (1:600; Vectastain Elite ABC
kits; Vector laboratories, USA). The protein localization was demonstrated with

diaminobenzidine (DAB; 0.05% DAB in PBS, pH 7.6, 0.03% H,0,) and the sections were
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counterstained with hematoxylin (Vetec, Sdo Paulo, Brazil) for 10 seconds. Negative controls
were performed by replacing the primary antibody with IgGs from the same species in which

the primary antibody was raised.

Follicular classification

Preantral follicles were classified as primordial (oocyte surrounded by a single layer of
squamous or squamous and cuboidal granulosa cells), primary (oocyte surrounded by a single
layer of cuboidal granulosa cells) or secondary (oocyte surrounded by two or more layers of
cuboidal granulosa cells). Antral follicles were classified as early (< 3 mm, presence of an
antral cavity) or large (presence of a cavity filled with follicular liquid and well developed
theca layers). In the different follicular compartments (oocyte, granulosa and theca cells), the
immunostaining was classified as occasionally found (-/+), absent (-), weak (+), moderate
(++) or strong (+++). The slides were examined using a microscope (Nikon, Tokyo, Japan)

under 400X magnification.

Isolation and selection of preantral follicles

For in vitro culture, additional pair of caprine ovaries (n=60) were collected and washed as
described above. The ovaries were transported within one hour to the laboratory in tubes
containing MEM-HEPES and antibiotics (100 pg/ml penicillin and 100 pg/ml streptomycin)
at 4°C (CHAVES et al., 2008).

In the laboratory, the surrounding fatty tissues and ligaments were stripped from the
ovaries. Ovarian cortical slices (1 to 2 mm thick) were cut from the ovarian surface using a
surgical blade under sterile conditions and subsequently placed in fragmentation medium
consisting of MEM-HEPES with antibiotics. Goat preantral follicles, approximately 200 um

in diameter without antral cavities, were visualized under a stereomicroscope (SMZ 645
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Nikon, Tokyo, Japan) and mechanically isolated by microdissection using 26-gauge (26 G)
needles. These follicles were then transferred to 100 ul droplets containing basic culture
medium for evaluation of quality. Only secondary follicles that displayed the following
characteristics were selected for culture: an intact basement membrane, two or more layers of
granulosa cells and a visible and healthy oocyte that was round and centrally located within
the follicle, without any dark cytoplasm. Isolated follicles were pooled and then randomly
allocated to the treatment groups, with approximately 30-60 follicles per group, depending on

the experiment.

In vitro culture of preantral follicles

After selection, the follicles were individually cultured (one follicle per droplet) in 100 ul
droplets of culture medium under mineral oil in petri dishes (60 x 15 mm, Corning, USA).
Incubation was conducted at 39°C and 5% CO; in air for 12 days. The basic control medium
was consisted of o-MEM (Gibco, Invitrogen, Karlsruhe, Germany, pH 7.2 - 7.4)
supplemented with 3.0 mg/ml bovine serum albumin (BSA), ITS (10 pg/mL of insulin, 5.5
pg/ml transferrin, 5.0 ng/ml selenium), 2 mM glutamine, 2 mM hypoxanthine and 50 pg/mi
ascorbic acid and then referred as a-MEM".

This work was divided into two experiments that occurred at different times. In the
first experiment (n=24 ovaries; about 30 follicles per treatment group), preantral follicles
obtained from each animal were randomly distributed in the following treatments: a-MEM”
alone (control) or associated with fixed concentrations of melatonin (MEL 100 or 1000 pg/ml;
according to ROCHA et al., 2013) or in a-MEM™ that was supplemented with increased
concentrations of melatonin throughout culture periods, corresponding to sequential

melatonin: melatonin 100 pg/ml (from day 0 to day 6) and melatonin 1000 pg/ml (from day 6

to day 12). In the second experiment (n=36 ovaries; approximately 60 follicles per treatment
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group), secondary follicles were randomly distributed in the following treatments: a-MEM”
alone (control) or using recombinant FSH (Nanocore, Sdo Paulo, Brazil) in increasing
concentrations (Sequential FSH: from day 0 to day 6 = 100 ng/ml; from day 6 to day 12 = 500
ng/ml; according to SARAIVA et al., 2011) or in the presence of sequential melatonin (best
results in the first experiment) or this latter group associated with sequential FSH medium.
Every other day, 60 ul of the culture media was replaced with fresh media in each droplet. In
all the FSH treatments and in the sequential medium with melatonin, a change of the complete

volume (100 pl) of the medium was performed every 6 days.

Morphological evaluation of follicle development
The morphological aspects of all preantral follicles were assessed every 6 days using a pre-
calibrated ocular micrometer in a stereomicroscope (SMZ 645 Nikon, Tokyo, Japan) at 100x
magnification. Only those follicles showing an intact basement membrane, with bright and
homogeneous granulosa cells and an absence of morphological signs of degeneration, were
classified as morphologically normal follicles. Follicular atresia was recognized when a
darkening of the oocytes and surrounding cumulus cells, misshapen oocytes or decreased
follicle diameter was noted. The rupture of the basement membrane was also observed and
characterized as oocyte extrusion.

The following characteristics were analyzed in the morphologically normal follicles:
(1) antral cavity formation, defined as the emergence of a visible translucent cavity within the
granulosa cell layers, (ii) the diameter of healthy follicles, measured from the basement
membrane, which included two perpendicular measures of each follicle, and (iii) the growth
rate, calculated as the diameter variation during the culture period.

Previous studies demonstrated that caprine oocytes smaller than 100 um were not able

to resume meiosis (CROZET et al., 2000). Based on that finding, we analyzed the recovery
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percentage of acceptable quality oocytes (=110 um) at the end of the 12-day culture period.
For this purpose, oocytes were dissected out from follicles with fine needles (26G) under a
stereomicroscope from all of the surviving follicles. The recovery percentage of oocytes was
calculated as the number of acceptable quality oocytes (>110 um) recovered out of the total

number of cultured follicles.

Statistical analysis

Data from follicle survival, extruded follicles, antrum formation and retrieval of grown
oocytes after in vitro culture were expressed as percentages and compared by the chi-squared
test. Follicular diameter and growth rates were submitted to the Shapiro-Wilk test to verify
normal distribution of residues and homogeneity of variances using PROC UNIVARIATE do
SAS 9.0 procedure. The residues that did not show a normal distribution were logarithmically
transformed (log10(X + 1)) for normal distribution adjustment. Since requirements underlying
the Analysis of Variance were present, ANOVA was executed using PROC MIXED of SAS
(2002) with REPEATED statement to account for autocorrelation between sequential
measurements. The model included the effects of treatment (melatonin and FSH
concentrations), time of culture (Days 0, 6 and 12) and their interactions. When main effects
or interactions were significant, means were compared by Tukey’s test. Data from follicular
growth in the experiment 1 were analyzed in the same way, however using PROC GLM
procedure. In experiment 2, data from follicular diameter and growth rate were analyzed as
shown in experiment 1, but because of the heterogeneity of variances, the Kruskal-Wallis
non-parametric test was used through PROC NPAR1IWAY do SAS 9.0. These results were
expressed as the means + standard error mean (SEM), and differences were considered

significant when P<0.05.
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Results

Immunohistochemical localization of MT1 and FSHR in caprine ovarian follicles

Table 1 and Figure 1 show the expression pattern of immunohistochemical staining for MT1
in caprine ovaries. Oocytes from all developmental stages did not show any positive reaction
for MTL1. It also was not observed in granulosa cells of primordial and primary follicles.
However, a weak immunostaining for MT1 was observed in granulosa cells of secondary
follicles. In addition, cumulus and mural granulosa cells from early and large antral follicles
showed a moderate and strong reaction for MT1, respectively. Theca cells occasionally
showed a positive reaction for the MT1 protein. No staining was observed in stromal cells
neither in negative controls.

The results demonstrated a moderate reaction for FSHR protein in oocytes of
primordial and primary follicles, respectively (Table 2; Fig. 2). Nevertheless, oocytes of
secondary and antral follicles did not show a positive reaction for FSHR. Protein expression
for FSHR was occasionally found in granulosa cells of primordial and primary follicles, while
in granulosa cells of secondary follicle it showed a moderate reaction. In addition, cumulus
and mural granulosa cells from early antral follicles showed a moderate reaction for FSHR,
while the expression was strong in large antral follicles. Caprine theca cells occasionally
showed a positive reaction for the FSHR protein. No staining was observed in stromal cells

neither in negative controls.

Follicle development after in vitro culture
Experiment 1
The preantral follicles showed centrally located oocytes and granulosa cells surrounded by

normal intact basement membranes (Fig. 3A). After 6 and 12 days of culture, antral cavity in
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caprine ovarian follicles could be observed in all the treatments (Fig. 3B-C), as well extruded
(Fig. 3D) and degenerated follicles (Fig. 3E).

The Figure 4A shows the percentage of morphologically normal follicles in
experiment 1. The follicular survival decreased significantly from day 0 to 6 and from day 6
to 12 in all the treatments, except in sequential melatonin group, which maintained the
percentage of morphologically normal follicles from day 6 to 12 of culture. Considering the
same culture period, sequential melatonin treatment significantly increased the percentage of
morphologically normal follicles at day 12 compared with the control group or melatonin at
the concentration of 1000 pg/ml. Moreover, some follicles in culture ruptured their basal cell
membrane and the addition of melatonin to the culture medium significantly reduced the
precocious extrusion of oocytes compared with the control after 12 days of culture (Fig. 4B).
The presence of melatonin did not influence antrum formation (P>0.05; Fig. 4C).

All the treatments induced a progressive and significant increase of the follicular
diameter throughout the period of culture (Fig. 4D). However, there were no significant
differences in follicular diameter (Fig. 4D) or in the daily growth rate (20.6% for the control x
19.8% for MEL 100 x 22.6% for MEL 1000 and 21.9% for sequential melatonin) among
treatments. Notably, in comparison with the control or melatonin at the concentration of 1000
pg/ml, the sequential melatonin treatment significantly increased the percentage of oocytes

larger than 100 um at the end of culture (Table 3).

Experiment 2

Based on the results of survival and on the percentage of oocyte recovery at the end of culture
described above (experiment 1), we verify the effects of sequential melatonin medium plus a
sequential FSH medium on follicle development after in vitro culture. Figure 3 shows caprine

ovarian follicles before (Fig. 3F) and after in vitro culture in experiment 2. As early as day 6
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of culture, antral cavity could be observed in all the treatments (Fig. 3G-H), as well as
extruded (Fig. 31) and atretic follicles (Fig. 3J).

The percentage of morphologically normal follicles in experiment 2 decreased
significantly from day 0 to 6 and from day 6 to 12 in all the treatments containing melatonin
and/or FSH (Fig. 5A). Nevertheless, the rates of follicle extrusion did not differ among the
treatments after 12 days of culture (Fig. 5B). In addition, all the sequential medium containing
melatonin and/or FSH induced higher (P<0.05) percentage of normal follicles, antral cavity
formation (Fig. 5C), follicular diameter (Fig. 5D) and daily growth rate (15.7% for the
control; 22.5% for sequential FSH; 23.7% for sequential melatonin and 24.1% for sequential
melatonin + FSH) when compared with the control treatment. Despite that sequential media
did not show differences on follicular growth, the follicles cultured in medium containing
FSH showed more visible antral cavity than those cultured in medium containing only
melatonin. At the end of culture, all the treatments significantly increased the percentage of

oocytes larger than 100 um compared with the control (Table 4).

Discussion

This study demonstrated for the first time a variable pattern of intensity and distribution of the
MT1 and FSHR expression in caprine ovarian follicles using immunohistochemical analysis.
Besides that, this study verifies the effect of melatonin and FSH alone or in association on in
vitro development of isolated caprine secondary follicles for 12 days. We observed that
addition of melatonin or FSH in the culture medium maintains follicular integrity and
stimulates in vitro follicular development of caprine secondary follicles. These results are
according to previous studies, which show the importance of melatonin pathways in
mammalian folliculogenesis (TAMURA et al. 2009; ROCHA et al. 2013). In the current

study, immunostaining for MT1 was observed in granulosa cells from secondary follicle
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stage, and its expression increased in antral follicles. Some RT-PCR studies have localized
MRNA for MT1 in granulosa cells of other species (human: NILES et al., 1999; mouse: LEE
et al., 2001; rat: SOARES Jr. et al., 2003; swine: KANG et al., 2009; bovine: EL-RAEY et al.,
2011). Therefore, the physiologic involvement of melatonin during granulosa cell
proliferation and follicular maturation may be due to the expression of its receptors.

The gonadotrophin agent binding on FSHR induces granulosa cell proliferation in
both preantral and antral follicles (CAI et al., 2007; SARAIVA et al. 2011). Similar to swine
follicles (DURLEJ et al. 2011), the expression pattern of the protein for FSHR, in our study,
was observed in oocytes from primordial and primary follicles in caprine ovaries. Some
authors have demonstrated the immunoreactivity of FSHR in both swine and human oocytes
from all developmental stage follicles, except in primordial follicles (MEDURI et al., 2002).
In contrast, other study did not observe the immunoreactivity of FSHR in bubaline oocytes
(SHARMA et al., 2011). Similar to our study, DURLEJ et al. (2011) used an avidin-biotin-
complex (ABC) peroxidase method, which is a more sensitive method since enzyme product
further amplifies the signal (HOFFMAN, 2008). This method may explain the differences
observed between our results and those from Sharma et al. (2011). Therefore, our
immunohistochemical results indicate that FSHR may be directly involved in the initial
growth of primordial follicles in caprine, adversely to the accepted dogma. FSHR protein was
localized in granulosa cells, especially from secondary follicle stage onward. Similar results
were observed in granulosa cells of growing follicles in different species (human and swine:
MEDURI et al., 2002; swine: DURLEJ et al., 2011; bubaline: SHARMA et al., 2011).
Moreover, using PCR some authors have reported mRNA expression for FSHR in granulosa
cells from primary follicle stage onward (rat: CAMP et al., 1991; human: OKTAY et al.,
1997; caprine: SARAIVA et al., 2011). The different findings according to follicle stage may

be due to the used tests. In caprine, the difficult to isolate oocytes and granulosa cells from
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primordial follicles may not allowed to the quantification of mRNA for FSHR in this
follicular stage (Saraiva et al., 2011).

Based on our immunohistochemistry findings, in which there was an increase of MT1
immunoexpression according to follicular development, we performed an in vitro culture of
isolated secondary follicles using fixed concentrations of melatonin or increasing
concentrations in a sequential way (experiment 1). The percentage of morphologically normal
follicles decreased significantly in the control group and 1000 pg/ml of melatonin compared
with the sequential melatonin medium after 12 days of culture. Although we did not evaluate
MT1 immunostaining after in vitro culture, it is likely that these results are associated with an
increased MT1 receptor levels and consequently increased responsiveness to melatonin. The
antioxidant effects of melatonin (TAKASAKI et al., 2003; TAKADA et al., 2012) may also
explain the maintenance of survival and the decrease in precocious oocyte extrusion when
melatonin was added to the culture medium, compared with the control after 12 days.

In experiment 1, the sequential melatonin treatment (63.6%) positively influenced the
increase of oocytes larger than 100 um compared with the control (33.3%) and 1000 pg/ml
melatonin group (26.7%). Previous studies have demonstrated that caprine oocytes smaller
than 100 um were not able to resume meiosis (CROZET et al., 2000). Thus, the gradual
increase of melatonin concentration in the culture of caprine follicles is a crucial point for
oocyte development, contributing to the higher rates of fully grown oocytes to in vitro
maturation (IVM). Recent findings have shown that melatonin may be added to an IVM
media, improving the oocyte cytoplasmic maturation and subsequent clinical outcomes in
woman (KIM et al., 2013). Therefore, besides a long-term culture, an examination of oocyte
maturation certainly should be performed in future experiments.

Considering the positive effect of FSH supplementation on caprine follicle

development in vitro (SARAIVA et al. 2011; ARAUJO et al. 2011) and the present pattern of
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FSHR expression in follicles, we performed the experiment 2. At the end of the culture
period, all sequential medium containing melatonin and/or FSH increased the percentage of
morphologically normal follicles, antral cavity formation, follicular growth and the
percentage of oocytes larger than 100 um when compared with the control (a-MEM). Rocha
et al (2013) have also demonstrated that caprine tissues cultured for 7 days in medium
containing both FSH (50 ng/ml) and melatonin (1,000 pM) increased follicular and oocyte
diameters compared to the control medium (a-MEM). Therefore, we suggest that both
hormones act positively for oocyte growth, thus obtaining structures with convenient diameter
to be destined to IVM. These findings encourage future studies of follicle culture since
melatonin is cheaper than FSH.

In conclusion, this study demonstrated the presence of MT1 and FSHR protein in
caprine ovaries, indicating the involvement of these hormones in the early stages of
folliculogenesis. The presence of FSHR in oocyte of primordial and primary follicles suggests
additional sites of FSH action in caprine ovaries. Furthermore, the use of defined
concentrations of melatonin, added in specific moments of the culture and in a progressive
way, can be successfully used to preserve follicle survival and promote caprine follicle and
oocyte growth. New studies focused on the role of melatonin in in vitro maturation of caprine

oocytes are important to better understand its mechanisms of action.
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Table 1. Relative intensity of immunohistochemical staining for MT1 in the ovaries of goats.

Primordial Primary Secondary Early Large

Structure follicle follicle follicle antral antral
follicle follicle

Oocyte - - - - -
Granulosa cell - - +
Cumulus cell ++ F++
Mural granulosa - ++ 4+
cell
Theca cell +/- +/-

Immunostaining: (+/-) occasionally found; (-) absent; (+) weak; (++) moderate; (+++) strong.
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Table 2. Relative intensity of immunohistochemical staining for FSHR in the ovaries of

goats.
Primordial Primary  Secondary Early Large
Structure follicle follicle follicle antral antral
follicle follicle
Oocyte ++ ++ - - -
Granulosa cell +/- +/- ++
Cumulus cell -+ 4+
Mural granulosa
++ +++
cell
Theca cell - +/- +/-

Immunostaining: (+/-) occasionally found; (-) absent; (+) weak; (++) moderate; (+++) strong.
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Table 3. Percentage of oocyte recovery rate after 12 days of culture of caprine preantral

follicles in the control or different melatonin treatment (experiment 1).

Treatments Oocyte recovery (n)
Control 26,6 (7/30)°
MEL 100 50,0 (16/32)®
MEL 1000 33,3 (11/32)°
Sequential MEL 63,6 (21/32)*

MEL: melatonin.

2P Differ among treatments.
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Table 4. Percentage of oocyte recovery rate after 12 days of culture of caprine preantral

follicles in the control or different melatonin and/or FSH treatment (experiment 2).

Tratamentos Oocyte recovery (n)
Control 20,0 (13/60)°
Seq FSH 71,66 (43/60)°
Seq MEL 58,33 (35/60)°
Seq MEL + FSH 65,0 (39/60)°

MEL: melatonin.

2P Differ among treatments.
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Figure captions

Figure 1. Immunolocalization of MT1 protein in caprine ovarian follicles. Negative control
(A and F), primordial and primary (B), secondary (C), early antral (D) and large antral follicle
(E). O: oocyte; GC: granulosa cell; CC: cumulus cell; TC: theca cell; Arrow: MGC: mural

granulosa cell.

Figure 2. Immunolocalization of FSHR protein in caprine ovarian follicles. Negative control
(A and G), primordial (B), primary (C), secondary (D), early antral (E) and large antral
follicle (F). O: oocyte; GC: granulosa cell; CC: cumulus cell; TC: theca cell; Arrow: MGC:

mural granulosa cell.

Figure 3. Secondary follicles at day 0 (A: Control; F: Sequential FSH), antral follicles after 6
(Fig. 3B; G) and 12 days (Fig. 3C; H) of culture, extruded (Fig. 3D; I) and degenerated
follicles (Fig. 3E; J). Experiment 1: A-E and Experiment 2: F-J. 0: oocyte; white arrow:

antrum cavity; GC: granulosa cells. Scale bar: 100 pm.

Figure 4. Experiment 1: Percentage of normal (A) and extruded follicles (B), antrum
formation (C) and follicular diameter (D) in the control and different treatments using
melatonin during 12 days of culture.

AB Comparison among treatments within the same day of culture; **¢ Comparison between

days of the same treatment (P<0.05).
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Figure 5. Experiment 2: Percentage of normal (A) and extruded follicles (B), antrum
formation (C) and follicular diameter (D) in the control and different sequential media during
12 days of culture.

AB Comparison among treatments within the same day of culture; **¢ Comparison between

days of the same treatment (P<0.05).
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6. CONSIDERACOES FINAIS

Este trabalho demonstrou a presenca dos receptores da melatonina (MT1) e
horménio foliculo estimulante (FSHR) em ovarios caprinos, bem como a importancia
da adicdo de forma sequencial destes hormonios no meio de cultivo durante o
desenvolvimento in vitro de foliculos pré-antrais caprinos isolados. Apés o0s
resultados obtidos, pode-se inferir que a melatonina desempenha um papel tao
eficiente quanto o FSH, na obtencédo de foliculos saudaveis e o0citos com tamanhos

apropriados para serem destinados a MIV.
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