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INFORMAQ@ES SOBRE O ARTIGO RESUMO
Historico do artigo: Estd bem descrito na literatura o padrdo de cultivo de células da granulosa (CG) humanas
Recebido em 19 de novembro de que perpetua a luteinizac¢éo, simulando a fase litea do ciclo. Nesse sistema, ha redugéo na
2012 secrecao de estradiol (E2) e aumento na sintese de progesterona (P4) e relaxina (RLN). Obje-
Aceito em 14 de dezembro de 2012 tivamos padronizar um sistema de cultura livre de soro, com o intuito de reverter o processo
On-line em 5 de dezembro de 2013 de luteinizacdo de CG obtidas em ciclos de fertilizagao in vitro (FIV), pré-luteinizadas pela
gonadotrofina coriénica humana (hCG), para aplicagdo na maturacao in vitro de foliculos
Palavras-chave: ovarianos pré-antrais. Foi feito estudo experimental com GC obtidas de 10 mulheres em
Células da granulosa tratamento de reproducao assistida. As CG foram cultivadas em a-MEM contendo IGF-I, ITS,
Sistema quimicamente definido androstenediona, PVP-40 (meio quimicamente definido) ou TCM-199 contendo FSH/soro.
Luteinizacéo Apbs 48, 96 e 144 horas, foram avaliados: morfologia das culturas, produgao de E2, P4 (Qui-
Ultraestrutura mioluminescéncia/Immulite), RLN (Elisa) e ultraestrutura (Microscopia Eletrénica). Os dados
Esteroides foram analisados por Anova e regressdo linear com efeitos mistos (SAS versdo 9.0). Células
Relaxina cultivadas em a-MEM apresentam alta capacidade estrogénica e padrao de produg¢ao hormo-
Maturacio in vitro nal caracteristico da fase folicular, mantendo caracteristicas morfoldgicas/ultraestruturais
Técnicas de reprodugdo assistida semelhantes a células in vivo. No sistema de cultura padronizado, as CG ndo completam

in vitro o processo de luteinizacdo deflagrado pela hCG, assumindo fenédtipo de fase folicular.
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Gulture of human granulosa cells with follicular phase phenotype:
influence of chemically defined system on morphology, ultrastructure,
secretion of steroids and relaxin

ABSTRACT

It is well described in the literature the granulosa cells (GC) culture pattern that perpetuates
human luteinizing simulating the luteal phase of the cycle. In this system, there is a reduc-
tion in the secretion of estradiol (E2) and increased synthesis of progesterone (P4) and relaxin
(RLN). We aim to standardize a serum-free culture system, in order to reverse the luteiniza-
tion process of GC obtained in IVF cycles, pre-luteinized by hCG, for use in in vitro maturation
of preantral ovarian follicles. An experimental study was conducted with GC obtained from
10 women undergoing treatment for assisted reproduction. The GC were cultured in a-MEM
containing IGF-I, STI, androstenedione, PVP-40 (chemically defined medium) or TCM-199
containing FSH/serum. After 48, 96 and 144 h were analyzed: culture morphology, concentra-
tions of E2, P4 (Chemioluminescence/Immulite), and RLN (Elisa), and ultrastructure (Electron
Microscopy). Data were analyzed by Anova and linear mixed-effects regression (SAS version
9.0). Cells cultured in a-MEM present estrogenic capacity and pattern of hormone production
characteristic of the follicular phase, maintaining morphological/ultrastructural features
similar thatin vivo cell. In standard culture system, the CG not completes in vitro luteinization
process triggered by hCG, assuming follicular phase phenotype.

© 2012 Sociedade Brasileira de Reprodu¢do Humana. Published by Elsevier Editora Ltda.
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Introducao

As células da granulosa (CG) sofrem profundas alteracdes
morfolégicas e funcionais ao longo do desenvolvimento
folicular devido a complexa dindmica do foliculo e apre-
sentam distintos graus de diferenciacdo de acordo com sua
localizacdo folicular, estddio de crescimento do foliculo ova-
riano e também de acordo com a fase do ciclo menstrual. Os
primeiros eventos de diferenciacdo das CG durante o desen-
volvimento folicular incluem mobilizacdo de colesterol (COL),
reorganizacdo do complexo de Golgi, lisossomos, gotas lipi-
dicas e reticulo endoplasmatico liso e rugoso,? os quais
promovem o transporte e o armazenamento intracelular do
COL para sua conversdo a horménios esteroides.’

Essas mudancas ultraestruturais séo acompanhadas pela
expressdo das enzimas P450 aromatase e P450 scc.? Os dltimos
eventos associam-se diretamente ao estabelecimento do pro-
cesso de esteroidogénese e consistem em mudangas estaveis
na estrutura e na forma das CG (forma poliédrica, com baixa
razdo citoplasma/nucleo), formagédo abundante de junc¢des do
tipo Gap e formacdo de cristas trabeculares dispostas nas
mitocéndrias.>*

Apbs a ovulacdo, as CG do foliculo pré-ovulatério
transformam-se em CG luteinicas, originando o corpo luteo.
Essas células tornam-se hipertrofiadas, sofrem modificaces
ultraestruturais e secretam grandes quantidades de pro-
gesterona, tipicas da fase litea do ciclo. As CG luteinicas
apresentam ultraestrutura tipica de células esteroidogénicas,
com reticulo endoplasmadtico liso abundante, mitocondrias
com cristas tubulares, ribossomos, acimulo de numerosas
gotas lipidicas contendo ésteres de colesterol no cito-
plasma, superficie celular com numerosas expansoes e
protuberéncias.” Além de haver um rearranjo do citoesque-
leto, hd uma diminuicdo das juncdes Gap.®’

Culturas de células da granulosa tém sido rotineiramente
usadas para estudo da diferenciagdo in vitro de células ovari-
anas e para aplicacdes na tecnologia de reproducao assistida
(TRA) como suporte para a maturacéo in vitro (MIV) de odcitos
e cultivo embrionario.? Contudo, os sistemas de cultura de CG
desenvolvidos nas ultimas duas décadas tém sido caracteri-
zados por um consistente declinio na producdo de estradiol
com o tempo de cultura,®'® enquanto a sintese de progeste-
rona aumenta, sugerindo inicio de luteinizacdo. Além disso,
as CG sé respondem a concentra¢des farmacoldgicas de FSH.

Quanto a suplementacao proteica nesses sistemas de cul-
tura, a pratica usual tem sido a adi¢cdo de soro ao meio. Como
o soro promove a adesdo das CG a superficie da placa de
cultura, varios estudos usam o soro recobrindo a placa de
cultura antes de semear as células, adicionando-o ao meio
nas primeiras horas de cultivo ou durante todo o periodo
em baixas concentracdes.''"'* Células da granulosa humanas
obtidas nos ciclos de fertilizacao in vitro (FIV) e cultivadas em
meio suplementado com soro tém mostrado luteinizacdo em
cultura'® e, consequentemente, tém sido usadas como modelo
para simular células granulosas luteinicas, do corpo luteo.™
Vale ressaltar que a obtencdo dessas células é feita ap6s o uso
do hCG para simulacao do pico de LH e indug¢do da maturacao
oocitéria. A producdo enddcrina dessas culturas, portanto, é
caracteristica da segunda fase do ciclo e ndo pode ser compa-
rada a funcdo enddcrina da fase folicular.

Sistemas de cultura de CG livres de soro foram descri-
tos pela primeira vez por Campbell e Webb em 1996 com
CG ovinas'® e, posteriormente, CG bovinas.'> Nesses siste-
mas de cultura a producdo de estradiol pode ser induzida
e mantida em resposta a concentracoes fisiolégicas de FSH,
IGF-I e/ou insulina com aumento das respostas proliferativa
e estrogénica até 144 horas de cultura. Além da capacidade
estrogénica das CG e do padrdo normal de produgdo hormo-
nal caracteristico da fase folicular do ciclo, as CG mantém
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in vitro caracteristicas ultraestruturais semelhantes a células
in vivo, agregando-se em cachos (clusters) sustentados por CG
alongadas com aspecto semelhante a fibroblastos.?

O mecanismo de acdo pelo qual as células de cocultura
atuam na maturacdo e na capacitacdo do odcito in vitro e
no desenvolvimento dos embrides é ainda discutivel, mas
nos sistemas de cultivo embriondrio inclui a possibilidade
de desintoxicacdo do meio pela remocdo de ions de metais
pesados, hipoxantina ou radicais livres e pela secrecdo de
substancias embriotréficas, como fatores de crescimento.’-18

O tema central deste estudo é a aquisicdo de conhe-
cimentos sobre a diferenciacdo in vitro de CG humanas, a
caracterizacdo do perfil esteroidogénico das CG cultivadas
em meio livre de soro e proteina e o estabelecimento de
um modelo de cultura de CG suporte para a MIV de odcitos
humanos em estagio de vesicula germinativa nos procedi-
mentos de reproducdo assistida (RA) e de foliculos ovarianos
pré-antrais para aplicacdo em programas de preservacdo de
fertilidade.

Para tal, os resultados pretendidos devem ser gerados a par-
tir da comparacao de estudos in vivo e in vitro, mimetizando a
fisiologia enddcrina reprodutiva. In vivo, em resposta ao pico
ovulatdrio de LH, as células do foliculo pré-ovulatério sdo sub-
metidas a sua etapa final de diferenciacdo e luteinizam. O
comportamento de segunda fase nao é adequado para a MIV,
uma vez que até alcanc¢ar a maturidade o odcito secreta fato-
res inibidores de luteinizacdo, a fim de evitar a luteinizacdo
precoce do foliculo.??0

A recuperacdo de obcitos imaturos para subsequente
maturacdo in vitro e fertilizacdo é no momento uma opg¢ao
vidvel para as técnicas de RA. Com o uso de menores doses
de gonadotrofinas para a estimulagdo ovariana, a MIV evita os
efeitos colaterais e minimiza custos para os pacientes. Recen-
temente, foi proposta a combinacgdo entre ciclo natural de
FIV e MIV de odcitos imaturos como um enfoque em poten-
cial para o tratamento da infertilidade. Mais recentemente,
com as modalidades propostas para preservacdo de fertili-
dade em pacientes com risco de faléncia ovariana precoce ou
portadoras de doencas neoplasicas e que serdo submetidas
a quimioterapia, desenvolveu-se a técnica de congelamento
de tecido ovariano.® Nesses casos, quando da remissdo da
doenca, hd a possibilidade de se reimplantar o tecido conge-
lado (autoenxerto) ou proceder-se a extracdo de foliculos desse
tecido, os quais certamente sdo imaturos, e matura-los in vitro
para posterior procedimento de RA.

As técnicas atualmente disponiveis de MIV sdo ainda
bastante limitadas. Acreditamos que o desenvolvimento de
um sistema de cocultivo de células da granulosa e odci-
tos possa mimetizar o estado fisiolégico do microambiente
ovariano e melhorar os resultados de MIV. Os padroes de
cultivo de células da granulosa humanas atualmente des-
critos trabalham com células granuloso-luteinicas, ou seja,
que ja sofreram acgdo do LH e tém perfil de produgdo hormo-
nal desfavoravel para o crescimento de foliculos nos estagios
mais precoces do seu desenvolvimento. Assim, este estudo
propds padronizar um método de cultivar células da gra-
nulosa humanas em meio sem soro e albumina, ou seja,
meio quimicamente definido, que acreditamos ter a capaci-
dade de promover a reversiao dessa luteinizacdo, ao menos
parcialmente.

O propésito do presente estudo foi investigar a funcdo
esteroidogénica pds-hCG das CG antrais, obtidas de aspira-
dos de fluido folicular de pacientes submetidas a RA, em meio
de cultura livre de soro e proteina (quimicamente definido),
e padronizar um modelo de cultura de CG humanas cuja
producédo endécrina seja representativa da fase folicular ou
estrogénica do ciclo menstrual, com produc¢do mantida de E,
e P4 e alta relacdo E2/T ou E2/P4.

Portanto, para comprovar essa reversao, total ou parcial,
analisamos comparativamente o comportamento das células
da granulosa obtidas de mesmo pool folicular semeando-as em
dois meios de cultivo: o meio padrao (TCM-199 suplementado
com soro) e o novo meio proposto (quimicamente definido,
a-MEM), determinando a morfologia celular apés o cultivo,
as caracteristicas ultraestruturais das CG por microscopia
eletronica de transmissdo, o perfil de producdo hormonal
(proporcoes de estradiol e progesterona) e a secrecao de RLN,
um polipeptideo produzido pelo corpo liteo, como marcador
de luteinizacao.

Método
Pacientes

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica do Hospital das
Clinicas da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto da Uni-
versidade de S&@o Paulo (Processo n° 7474/2008). Foi feito um
estudo experimental com CG humanas obtidas de aspira-
dos de fluido folicular destinados ao descarte, resultantes da
captacdo de odcitos em ciclos de reproducéo assistida de paci-
entes tratadas no Servi¢o de Reproducdo Humana do hospital.

As pacientes foram incluidas neste estudo de acordo com
seguintes critérios: idade entre 18 a 40 anos; ciclos ovulatérios;
FSH menor do que 12 UI; indug¢ado de ovulacdo com FSH em
associacdo com LH ou hCG; indicagdo de reproducdo assistida
por fator de infertilidade masculino ou tubdrio e assinatura
do TCLE (Termo de Concordancia Livre e Esclarecido). Os cri-
térios de exclusdo foram: presenca de endocrinopatias, como
hiperplasia adrenal congénita, hiperprolactinemia e doencas
tireoideanas, ainda que compensadas, e pacientes com endo-
metriose ou com falhas de fertilizacao em ciclos anteriores.

Dentre outros critérios de exclusdo considerou-se o uso de
medicamentos que sabidamente afetam a fun¢do reprodutiva
ou metabdlica, como tratamento com glicocorticoides ou anti-
androgénios por um periodo minimo de 60 dias antecedentes
ao inicio da indugéo.

Hipestimulagdo ovariana controlada (HOC)

As pacientes receberam anticoncepcional oral de baixa dosa-
gem (Etinilestradiol 20+ Gestodeno 75), iniciado entre o
primeiro e o quinto dia do ciclo precedente ao ciclo de
inducdo e até cinco dias antes da data programada para
iniciar a indugdo com gonadotrofina no ciclo anterior para
programacao da menstruacao.

O bloqueio hipofisario foi feito com andlogo do Hormonio
Liberador das Gonadotrofinas (GnRHa) (Acetato de Nafarelina
- Synarel® - Pfizer) por via nasal, com uma borrifada a cada
12 horas iniciada na fase litea do ciclo anterior (10 dias antes
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Figura 1 - Células da granulosa humanas observadas durante procedimento de contagem em camara de Newbauer. Células
vivas (A e B) e célula nio vidvel corada em azul (seta). Coloragdo: azul de Trypan. Microscépio Optico Comum, aumentos A,

600X; B, 400X.

do inicio da inducdo) e mantida até o dia da administracdo da
gonadotrofina coridnica humana (hCG).

No dia programado para o inicio da indugdo da ovulagao,
a paciente foi submetida a exame de ultrassonografia, com a
finalidade de avaliar os ovdrios e a anatomia uterina. Para a
indugdo foi administrado FSH recombinante (Gonal® - Labo-
ratério Serono - ou Puregon® - Laboratério Organon) em doses
variaveis, de acordo com a resposta da paciente, por via sub-
cutédnea (SC) sempre as 18 horas. O ajuste de dose foi feito com
base no recrutamento e no crescimento folicular acompanha-
dos pela ultrassonografia transvaginal seriada. Na presenca de
pelo menos dois foliculos com didmetro superior a 17 mm, foi
administrado hCG recombinante (Ovidrel®) na dose de 250 pg
as 22 horas. Apés um intervalo de 34 a 36 horas, os odcitos
foram captados.

Coleta do fluido folicular

Todos os foliculos com didmetro superior a 14 mm foram pun-
cionados e aspirados. A aspiracdo dos foliculos foi obtida
por uma pressdo constante de 100 mm de mercurio (mm Hg)
com controle eletrénico (Labotect GmbH, modelo 3014). O
fluido aspirado foi coletado em tubos estéreis de polipropileno
(Falcon-Costar) previamente aquecidos e mantidos a tempera-
turade 37 °Ce, em seguida, identificados e enviados para a sala
em anexo (Laboratério de Fertilizacao in vitro), aos cuidados de
uma embriologista, para identificagdo e retirada dos odcitos. O
aspirado folicular contendo as CG foi enviado imediatamente
para os procedimentos preparatdérios para o cultivo celular.

Recuperagdo das células da granulosa do aspirado folicular

O aspirado folicular total de cada paciente foi transferido
para tubo Falcon de 15mL contendo 2mL de PBS acrescido
de antibiético/antimicético e mantido em gelo. Em seguida,
o conteudo folicular foi vertido para placa de Petri esté-
ril de 60mm e apds sedimentacdo das células sanguineas
recuperaram-se rapidamente os grumos de CG com auxi-
lio de micropipeta e microscépio estereoscdpio. Finalmente,
foram transferidas para tubo Falcon de 15 mL e centrifugadas a

1.500 rpm por 10 min a4 °C. Apés centrifugacao, o pellet foires-
suspendido em 1 mL de meio a-MEM, as CG foram suavemente
depositadas sobre a coluna de Histopaque e centrifugadas a
2.000rpm por 20 minutos a 4°C. A camada de CG visivel na
interface foi isolada lentamente por pipetagem e as CG foram
lavadas em 2 ml de PBS e centrifugadas a 2.000 rpm por 10 min
a 4°C. Em seguida, o pellet foi ressuspendido em 100 uL de
meio a-MEM ou TCM previamente equilibrado em incuba-
dora de CO,. Foi retirada amostra da suspensdo celular para
determinacdo da concentracdo e do numero de células viaveis.

Determinagdo da concentragdo e da viabilidade das células
da granulosa

A concentracdo celular e o indice de viabilidade foram
determinados pelo método de exclusdo do Azul de Try-
pan. Resumidamente, uma amostra da suspensao celular foi
diluida (1:10) em solugédo a 0,2% de Azul de Trypan (Trypanblau,
Merck, Alemanha) e analisada em cdmara de Newbauer. A via-
bilidade foi estimada dividindo-se o nimero de células vidveis
pelo ntimero total de células. De acordo com os principios da
técnica, as células mortas mostram-se coradas pelo Azul de
Trypan, enquanto as células vivas permanecem néo coradas,
com aspecto refringente a visualiza¢do em microscépio éptico

(fg. 1).
Cultivo das células da granulosa

Meios de cultura
Foram usados dois sistemas de cultura:

1) TCM 199 (sistema convencional - controle): meio TCM-
199 (Invitrogen-Gibco BRL), suplementado com 10% de
soro fetal bovino inativado a 56° C durante 30 minutos,
0,5 ng/mL de FSH (Folltropin-Bioniche Canadd, London, ON,
Canadd) e 2mM de glutamina (Sigma Chemical Co., St.
Louis, MO, USA).

2) o-MEM (sistema quimicamente definido): meio o-MEM
(Invitrogen-Gibco BRL) acrescido de suplementacdo especi-
fica para estimular a capacidade estrogénica das CG (Pedido



96 REPROD CLIM.2013;28(3):92-103

Figura 2 - Padrdo de crescimento de células da granulosa humanas cultivadas em sistema de cultura convencional ou
quimicamente definido. A, crescimento caracteristico em suspensio (clusters) das células da granulosa cultivadas no meio
«-MEM; B, monocamada de células da granulosa em cultivo no meio TCM-199. Microscépio Invertido acoplado a

Micromanipulador Nikon Diaphot 300. 200X.

de patente enviado a Agéncia USP de Inovacdo). As células
foram cultivadas a 37°C em atmosfera tmida com 5% de
CO, durante 144 horas. A cada 48 horas, os meios de cul-
tura foram renovados e coletados para as dosagens de E2,
P4 e RLN.

Condicées de cultura

As células foram plaqueadas nas concentrac¢des de 20.000 ou
40.000 células vidveis em cada poco da placa de cultura con-
tendo 200 pL de meio previamente equilibrado, em duplicata
para cada concentracao celular e tratamento (meio de cultura).
As células foram cultivadas em placas de cultura de 96 pocos
em meio TCM-199 ou a-MEM a 37 °C em atmosfera imida com
5% de CO, durante 144 horas. A cada 48 horas, os meios de
cultura foram renovados.?

Avaliagdo morfoldgica e ultraestrutural

Para a fixacdo das células para a microscopia eletronica de
transmissao, os meios de cultura foram substituidos por meio
recém-preparado com 120 horas de cultivo e as células fixa-
das apds 24 horas. Foram feitas primeiramente as etapas de
lavagem com PBS e tampao cacodilato 0,1 M (pH 7,4) e logo em
seguida as células foram fixadas com 2% de glutaraldeido, 2%
de formaldeido e 0,05% de CaCl2 em PBS com Ca?*/Mg?*.

Em seguida as amostras foram pés-fixadas com tetréxido
de 6smio 1% feito em tampéo cacodilato 0,1M (pH 7,4), con-
trastadas com acetato de uranila 0,5%, desidratadas em séries
crescentes de etanol P.A (Merck), incluidas em resina. Foram
montados os blocos e confeccionadas laminas com cortes de
meio micra e coradas com Azul de Toluidina. Apds exame das
células em microscopia de luz, as amostras emblocadas e bem
preservadas foram processadas. Foram feitos cortes ultrafinos
(60nm) para montagem das grades de cobre e contrastadas
com acetato de uranila 0,5% e citrato de chumbo para posterior
andlise da ultraestrutura.

Dosagens hormonais

Ap0ds 48, 96 e 144 horas de cultivo, os meios de cultura foram
coletados e mantidos a -20°C até a andlise. A concentragédo

de estradiol e progesterona nas amostras dos meios de cul-
tura foi determinada pelo método de quimioluminescéncia,
usando kit comercial (DPC, Immulite System, Los Angeles,
CA, USA), de acordo com instrugdes do fabricante. As anali-
ses foram feitas em duplicata, sem extracao, e cada esteroide
foi analisado em um Unico ensaio para evitar variagdo entre-
ensaios.

Os coeficientes de variacdo intraensaio foram menores do
que 15% para o E2 e 10% para P4. As sensibilidades analiticas
dos kits de estradiol e de progesterona foram de 15 pg/mL e
0,1 ng/mL, respectivamente. A relaxina foi dosada por Elisa,
usando kit comercial (Enzime-linked Immunosorbent Assay
Kit for Human Relaxin, USCN Life Science, USA). Os ensaios
foram feitos no Laboratério de Ginecologia e Obstetricia do
hospital.

Andlise estatistica

Os dados da concentracdo de esteroides e relaxina nos meios
de cultura foram analisados por Anova e teste de regressdo
linear de efeitos mistos usando o procedimento GLM (PROC
GLM) do software SAS® 9.0. Os dados sdo apresentados como
média e desvio-padrdo e o nivel de significancia adotado foi
de 5% («=0,05).

Resultados
Caracterizagdo morfolégica da cultura

«-MEM
Nesse sistema de cultura, as células crescem em suspensio,
formando clusters de células justapostas com fendtipo seme-
lhante as CG in vivo (fig. 2A). As CG desses agregados mantém
a forma poliédrica e apresentam-se fortemente compactadas
(fig. 2A).

TCM-199
As caracteristicas celulares nesse sistema de cultivo sdo bem
descritas na literatura. Por causa da adicdo de soro, as CG



REPROD CLIM.2013;28(3):92-103 97

Figura 3 - Eletromicrografias de GG cultivadas em meio
«-MEM (144 h). A, notar forma poliédrica da célula,
organelas e membrana nuclear bem evidente. B, observar a
presenca de niicleo bem desenvolvido e nucléolo (seta). N,
nucleo; n, nucléolo; M, mitocondria; GL, gota lipidica; RER,
reticulo endoplasmatico rugoso; G, complexo de Golgi. ME:
A, 6.700X; B, 5.000X.

crescem formando monocamadas aderentes ao fundo da
placa de cultura (fig. 2B) e apresentam aspecto de fibroblastos.

Andlise descritiva da ultraestrutura das células da
granulosa

Formato celular

Células da granulosa cultivadas em a-MEM apresentaram for-
mato predominantemente poliédrico (fig. 3). Em contraste,
as células cultivadas em TCM-199 apresentaram formato
alongado, semelhante a fibroblasto (fig. 4), caracteristica mor-
folégica sugestiva de inicio de luteinizagéo.

Figura 4 - Eletromicrografias de CG cultivadas em meio
«-MEM (144 h). D, notar a presenca de desmossomos,
regido de comunicacdo entre as células. ME: 27.000X.

Caracteristicas ultraestruturais das células cultivadas em

meio a-MEM

Por causa da caracteristica de formarem clusters de célu-
las fortemente compactadas e aderidas entre si, observamos,
na maioria das eletromicrografias, a presenca de muitas
interdigitacdes de membrana, areas de comunicacdo celular
e estruturas de juncdo celular responséaveis pela forte ade-
sdo entre as células, como, por exemplo, os desmossomos

(fig. 4).

Caracteristicas ultraestruturais das células cultivadas em
meio TCM-199

Diferentemente das CG cultivadas no meio «-MEM, as
CG cultivadas no meio TCM-199 apresentaram membrana
citoplasmatica irregular por causa de inimeras microvilosi-
dades, evaginacgoes e protrusdes pleomorficas sugestivas de
luteinizagdo (figs. 5 e 6).

Perfil hormonal: esteroides

O perfil da secrecdo de esteroides foi determinado em amos-
tras de meios obtidos de culturas das CG que apresentaram
alta viabilidade celular pré-cultivo (> 85%) e caracteristicas
morfolégicas compativeis com os dois sistemas de cultura
usados, representados pelos meios oa-MEM e TCM-199. As
células da granulosa cultivadas em o-MEM (sistema de cul-
tura quimicamente definido) secretaram progressivamente
concentracdes mais elevadas de estradiol durante o periodo
de cultura, enquanto as células cultivadas em TCM-199 (con-
trole) apresentaram uma produgdo consistentemente menor
de estradiol em todos os tempos de cultivo avaliados (fig. 7;
p<0,001). A secrecdo de P4 foi reduzida com o tempo de
cultivo no meio «-MEM e aumentou significativamente no
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Figura 5 - Eletromicrografias de GG cultivadas em meio TCM-199 (144 h). Observar o formato alongado das células e
superficie citoplasmatica irregular (setas) (A e D). N, niicleo; M, mitocondria; GL, gota lipidica. ME: A, 6.700X, B, 8.000X, C,

2.700X, D, 4000X.

TCM-199 (fig. 8; p<0,001). As concentracdes celulares testa-
das influenciaram diferencialmente apenas a secrecao de P4
no meio TCM-199, com incremento na producéo de P4 com a
concentragdo de 2 x 10° células/mL (40.000/200 p.L) nos tempos
96 e 144 horas (fig. 8; p<0,001).

Relagdio estradiol: progesterona

A relacdo E2/P4 foi significativamente maior no o-MEM
quando comparada ao TCM-199, independentemente do
tempo de cultivo (T48h=0,13+0,12 vs 0,01+0,02 (p<0,01);
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96h=0,12+0,06 vs 0,01+0,01 (p<0,01); 144h=0,90+0,87 vs
0,01+0,06 (p=0,06), respectivamente).

Secrecdo de relaxina

A secrecdo de RLN pelas CG (fig. 9) ndo diferiu no tempo 48
horas entre os dois sistemas de cultura, porém foi significati-
vamente maior no meio TCM-199 quando comparada ao meio
a-MEM apds 96 e 144 horas de cultivo (p =0,0095).

Discussao

No presente estudo, células da granulosa humanas cultivadas
em sistema quimicamente definido foram avaliadas quanto a
capacidade de reverter o processo de luteinizacdo deflagrado
pela hCG usada na HOC e de simular o perfil esteroidogénico
caracteristico da fase folicular do ciclo menstrual.

Nosso modelo experimental in vitro foi padronizado em
meio de cultura que pode ser considerado como quimica-
mente definido, j& que usa macromolécula sintética como
substituto do soro fetal e BSA.?! Foram comparados dois sis-
temas de cultivo distintos: o sistema ja descrito na literatura,
representado pelo meio TCM-199 suplementado com soro, e o
sistema proposto, representado pelo meio «-MEM acrescido de
suplementacdo especifica para estimular a capacidade estro-
génica das CG.

Nossos resultados demonstram influéncia importante do
sistema de cultivo na diferenciacéo in vitro das CG humanas.
Ao se compararem os dois sistemas testados, a morfolo-
gia das culturas foi marcadamente distinta em 100% dos
cultivos, sem variagoes entre individuos, bem como as carac-
teristicas ultraestruturais analisadas a microscopia eletrénica

Figura 6 - Eletromicrografias de CG cultivadas em meio
TCM-199 (144 h). Observar superficies citoplasmaticas
irregulares devido a presenca de microvilosidades,
evaginacées e protusdes pleomoérficas sugestivas de
luteinizacao (seta). ME: 10.000X.
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Figura 7 - Secrecéo de estradiol (pg/mL) por células da granulosa humanas (10°/mL e 2 x 10°/mL) cultivadas em sistema
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de transmissd@o. As CG cultivadas no meio a-MEM demons-
traram caracteristicas morfoldgicas similares as CG in vivo.
As células mantém a forma poliédrica e crescem em sus-
pensdo formando clusters (fig. 2), os quais aumentam em
numero, distribuindo-se por toda a 4rea de cultivo, além de
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aumentarem em didmetro e tornarem-se visivelmente mais
compactados ao longo da cultura.

Segundo Gutierrez et al. (1997),'% o padrdo de formacdo de
clusters de CG em sistemas livres de soro permite um intimo
contato fisico entre as células e isso pode ser responsavel
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Figura 9 - Secrecdo de relaxina (pg/mL) por células da granulosa humanas (2 x 10°/mL) cultivadas em sistema quimicamente
definido ou controle. Meio A =TCM-199 (controle); Meio B = «-MEM. Concentragao 40 =40.000 células/200 pL de meio de
cultura. Os desvios-padrao referem-se a variabilidade inter-individuos estimada por modelos de efeitos mistos (n =10).
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por prevenir a luteinizagdo.” Essa morfologia de crescimento
tipica também é observada em culturas de CG de outras espé-
cies, como ovinos,'® suinos?? e bovinos.?

No nosso estudo, investigamos adicionalmente a influéncia
da densidade celular (concentracgdo de células/area da placa de
cultivo) no perfil de secrecao de esteroides das culturas. Cul-
tivamos as CG nas concentragdes de 20.000 ou 40.000/200 pL
de meio e observamos que a capacidade estrogénica das CG
cultivadas em meio a-MEM néo aumenta proporcionalmente
ao aumento da densidade celular, a despeito da alta producao
de E2 até 144 horas de cultivo.

O padrao de crescimento e compactac¢do das CG em clus-
ters provavelmente exerce influéncia no aporte de hormoénios
e, consequentemente, na sua biodisponibilidade nas camadas
mais internas de CG do cluster, contribuindo para o esta-
belecimento de subpopulacdes de CG com distintos perfis
esteroidogénicos, como ocorre in vivo.”>*> Contudo, estudos
mais detalhados devem ser instituidos para confirmar esse
achado. No meio TCM-199 também nao foi verificada producao
aumentada de E2, o que provavelmente deve-se a perda de ati-
vidade da aromatase, sendo indiferente a densidade de células
em cultivo. O efeito da densidade celular sobre a capacidade
esteroidogénica das CG foi evidente apenas na secregdo de P4
no meio TCM-199 apés 96 e 144 horas de cultivo, indicando
a diferenciacdo irreversivel das CG em direcdo ao fenétipo de
fase liitea, com incremento na producéo de P4 proporcional ao
aumento da densidade celular.

O intimo contato entre as CG que crescem em clusters foi
evidenciado no presente estudo por meio da presenca das
comunicacdes celulares nas amostras analisadas por micros-
copia eletronica. Observamos a presenca de muitas junc¢oes
intercelulares, como os desmossomos (fig. 4), na maioria
das eletromicrografias das CG que foram cultivadas no meio
a-MEM, compativel com a ultraestrutura relatada na lite-
ratura de foliculos nas fases iniciais de desenvolvimento.’
A maturacdo das células da granulosa e a luteinizacdo sdo
processos que implicam mudanca na forma da célula e
diminuicdo ou até mesmo auséncia das juncoes celulares e das
regides de aderéncia celulares no foliculo.”-?? Portanto, pode-
-se inferir, considerando esses aspectos morfoldgicos, que o
sistema de cultivo proposto foi capaz de reverter ou retardar
o processo de luteinizacdo das CG.

Do ponto de vista ultraestrutural, as diferencas mais proe-
minentes observadas entre os dois sistemas estudados foram
o formato e o tamanho das células e as caracteristicas da
superficie celular. Células da granulosa cultivadas em «o-
-MEM apresentaram formato predominantemente poliédrico
e presenca de desmossomos, gap junctions e microvilosidades
interdigitadas (figs. 3 e 4). Em contraste, as células cultiva-
das em TCM-199 apresentaram formato alongado semelhante
a fibroblasto contendo microvilosidades, evaginac¢des e pro-
tusbes da membrana plasmatica (fig. 5), caracteristicas
morfolégicas compativeis com instalagdo do processo de
luteinizacgdo. Os resultados deste estudo estdo de acordo com
osrelatos da literatura sobre as diferencas ultraestruturais das
CG em relacdo aos seus diferentes estagios de proliferacédo e
luteinizacdo.?®?’

Os resultados de estudos in vitro s sdo significativos se as
células mantiverem durante a cultura caracteristicas funcio-
nais semelhantes as que mantém in vivo, para que a partir

desses resultados se facam inferéncias a respeito da fisio-
logia do processo estudado. Do ponto de vista funcional, o
padrdo de producdo hormonal de cada sistema de cultura
foi acentuadamente distinto. No sistema convencional com
soro (TCM-199), as CG foram predominante produtoras de
progesterona (caracteristica de fase litea), enquanto no sis-
tema proposto (a-MEM) as CG secretaram altas concentragdes
de estradiol, sem o incremento de progesterona, mantendo
alta relagdo estradiol/progesterona, a qual indica manutengao
da atividade da aromatase caracteristica da fase folicular.
Apesar da alta proliferacdo celular caracteristica de CG cul-
tivadas em sistema contendo soro, cujo indice pode aumentar
100% durante apenas trés dias de cultivo,’® a secrecdo de E2
apresentou consistente declinio no meio TCM-199, enquanto
a progesterona aumentou significativamente em funcdo do
tempo de cultura (figs. 6 e 7).

A adicdo do soro durante as primeiras horas de cul-
tura ou a feitura de um pré-tratamento dos pogos da placa
de cultura com soro sdo praticas usuais para melhorar a
adesdo celular.'’ Porém, a capacidade das CG de produzi-
rem esteroides in vitro pode ser potencialmente alterada. O
soro pode induzir luteinizacdo das CG e células da teca,
caracterizada pela diminui¢cdo da producdo de estradiol e
androstenediona e por um rapido aumento na secrecéo de pro-
gesterona, com producdo sustentada durante todo o periodo
de cultivo.1%1322.30 Corroborando esses achados, Gutiérrez
et al. (1997)'® demonstraram os efeitos negativos da adigéo
do soro ao meio de cultivo na producao de estradiol in vitro
por CG bovinas.

As células obtidas apés a aspiracao do fluido folicular de
pacientes submetidas a ciclos de RA sdo comumente chama-
das de células pré-luteinizadas, mas diferem entre si quanto
ao tipo de cristas mitocondriais, a proliferacao do complexo
de Golgi, ao tipo de reticulo endoplasmaético e ao numero e
tamanho das gotas lipidicas.’’ No presente estudo, as CG cul-
tivadas nos dois sistemas analisados partiram dos mesmos
pools de fluidos foliculares, ou seja, o tamanho do foliculo e a
concentracao de E2 a qual as CG estavam expostas foram os
mesmos, porém se diferenciaram in vitro, assumindo carac-
teristicas morfofuncionais distintas, demonstrando um perfil
de fase folicular no meio a-MEM e outro de fase litea no meio
TCM-199.

Adicionalmente, observamos que a secrecao de RLN pelas
CG, um polipeptideo sintetizado pelo corpo luteo, foi signifi-
cativamente maior no meio TCM-199 quando comparado ao
a-MEM, o que comprova o fenétipo de célula luteinizada no
TCM-199 e indica reversao do processo de luteinizagdo no sis-
tema quimicamente definido. De fato, CG humanas cultivadas
em sistema contendo soro secretam quantidades expressi-
vas de RLN e sdo capazes de simular o perfil de secrecao do
corpo luteo caracteristico do periodo gestacional.” Portanto, a
producdo enddcrina da cultura (esteroides ovarianos e RLN)
em meio TCM-199 foi indicativa de fase final de diferenciacédo
e de luteinizacdo das CG.>”

A secrecao in vitro de RLN tem sido detectada em culturas
de CG luteinicas a partir do sexto dia de cultivo,* enquanto
a secrecdo de RLN in vivo é detectada de cinco a sete dias
ap6s o pico de LH.**3* No nosso estudo, foi possivel detec-
tar mais precocemente (dois dias de cultivo) a producao de
RLN e em culturas de CG nao estimuladas com hCG ou LH. As
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concentracoes de RLN em culturas de CG humanas luteiniza-
das observadas por Stewart et al. (1997)'° foram indetectaveis
ou inferiores a 200 pg/mL até o sexto dia de cultivo das CG. A
menor concentracdo de RLN observada por esses autores foi
de 46 pg/mL no décimo dia de cultivo em culturas estimuladas
com 0,02 UI/mL de hCG. A baixa secrecao de RLN observada
em nosso estudo, independentemente do sistema de cultura,
provavelmente deve-se a auséncia de hCG ou LH no meio de
cultura.

Gutierrez et al.>’®> demonstram a intima relacdo entre
estrutura e funcdo em sistemas de cultura de CG livres de
soro. Nessas culturas, as concentracoes de estradiol sdo man-
tidas ao longo do cultivo e as CG apresentam caracteristicas
ultraestruturais de células normais, semelhantes as CG in vivo.
Essas células contém reticulo endoplasmatico em abundéan-
cia, mitocondrias com cristas trabeculares e uma extensiva
rede de jun¢des Gap. Ao contrario, as CG cultivadas em placas
revestidas com soro mostram caracteristicas de perda da ati-
vidade da enzima aromatase. Essa perda de aromatizagdo foi
correlacionada com a morfologia das células, que se apresen-
tavam mais alongadas, compativeis com os resultados obtidos
no presente estudo, tanto em relacéo ao formato alongado das
células quanto a reducdo na atividade da aromatase no meio
TCM-199 (fase lutea). Portanto, as caracteristicas morfolégicas
e ultraestruturais, bem como o perfil endécrino das culturas
obtido com o sistema quimicamente definido, séo similares
as CG in vivo de foliculos ovarianos em crescimento, enquanto
o sistema de cultura convencional com soro irrefutavelmente
simula o perfil morfolégico/enddcrino das células granulosas
luteinicas do corpo ldteo em diferenciacéo (fig. 9).1>3°

Conclusoes

O sistema de cultura quimicamente definido induziu a rever-
sdo do processo de luteinizacdo droga-induzida durante a
HOC, enquanto o sistema padrdo, como ja descrito na litera-
tura, tende a completar o processo de luteinizacao, servindo
como modelo in vitro de corpo liteo. A importancia deste
estudo reside no estabelecimento de um sistema de cultura
de CG humanas que, além do potencial de aplica¢do nos pro-
tocolos de preservacdo de fertilidade, torna-se um modelo
adequado para a investigacdo dos efeitos das gonadotrofi-
nas usadas nos protocolos de estimula¢do ovariana, como
o HMG, as isoformas de FSH e as associacoes FSH/LH, e na
diferenciacio e luteinizacdo das CG pés-ovulatérias e pode ser
util para estudar diferencas na resposta endécrina em CG cole-
tadas de pacientes com diferentes etiologias de infertilidade e
fornecer informacoes de relevancia clinica.
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