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A verdade encontra-se sempre na simplicidade

e ndo na multiplicidade e confus@o das coisas.

Isaac Newton
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Resumo

As técnicas de reproducdo assistida, criadas para ultrapassar o problema da
infertilidade humana que afecta cerca de 13% a 15% dos casais em idade reprodutiva em todo
o Mundo, encontram-se associadas a taxas de sucesso reduzidas (cerca de 30%). Um dos
passos cruciais nestas técnicas é a escolha dos gametas a utilizar, assim como, dos embrides a
transferir para o Utero da mulher. Actualmente, a escolha dos melhores ovdcitos recai em
aspectos meramente morfolégicos e, por isso, muito subjectivos.

No ovario ao longo do desenvolvimento folicular, os ovdcitos maturam e desenvolvem-
se com uma estreita relagdo com as suas células circundantes, as células do cumulus. Estas
células somaticas sdo essenciais no desenvolvimento do ovécito visto que auxiliam a
maturagdao do ovdcito, a sua conducdo no oviducto e participam nos mecanismos que
controlam o acesso do espermatozéide ao ovdcito.

Dado que ndo se pode estudar e avaliar o ovdcito a sua utilizar nas técnicas de
reproducdo assistida, pois iria destruir-se a célula, pretendeu-se avaliar diversos parametros
nas células do cumulus e determinar se esses parametros se relacionam com o estado do
ovécito, assim como, com parametros clinicamente relevantes. Assim neste trabalho,
avaliaram-se parametros como a densidade das células do cumulus por ovdcito, a expressdo de
receptores de progesterona (hormona que desempenha um papel importante na reproducdo
feminina), a expressdo de conexina 43 (proteina integrante das juncgbes gap, que sao
essenciais na comunicacdo entre as células do cumulus e o ovdcito) e apoptose nas células do
cumulus.

Com este trabalho foi possivel estabelecer que um ovécito humano é rodeado, em

média, por 17216 + 24227 células do cumulus. Além disso, a densidade das células do cumulus
é dependente do grau de maturidade do ovdcito, estando ovdcitos em metafase Il associados

a mais células do cumulus do que os ovdcitos em metafase I. Adicionalmente, descrevemos

também que os ovdcitos que ddo origem a embrides de melhor qualidade sdo aqueles que sdo




rodeados por células do cumulus num nimero mais elevado e com tendéncia a possuir menor
incidéncia de apoptose. Os ovécitos maduros apresentaram células do cumulus com diferentes
niveis de expressdo de receptores de progesterona, sendo o receptor gendmico nPR-A/B
expresso em mais células do que o ndo gendmico PGRMC1. O estabelecimento de gravidez
parece estar relacionado com uma expressao mais alta de conexina 43 nas células do cumulus.

No futuro, apés a validacdo destes parametros com a analise de um maior nimero de
amostras, espera-se poder seleccionar os ovocitos e/ou embrides a utilizar nas técnicas de
reprodugdo assistida com base na avaliagdo das células do cumulus. Porém, ainda ha muitos
aspectos por estudar nestas células a fim de se estabelecer totalmente a relagdo das células do
cumulus com o ovdcito. Contudo, pode-se concluir que as células do cumulus apresentam um
grande potencial como biomarcadores da qualidade do ovécito e do embrido. Idealmente,
espera-se que o estudo e andlise das células do cumulus levem a um aumento nas taxas de

gravidez, aumentando o sucesso das técnicas de reproducdo assistida.

Palavras-Chave: Células do Cumulus; Qualidade Ovocitaria; Biomarcadores Ovocitarios;

Biomarcadores Embrionarios; Fertilidade Feminina.
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Abstract

The assisted reproductive technologies, created to overcome the human infertility
issue that affects about 13-15% of couples in reproductive age worldwide, are associated to
low success rates (about 30%). One of the crucial steps on these techniques is the selection of
the gametes, as well as, embryos for transfer to women uterus. Actually, the selection of the
better oocytes resides only on morphological aspects and, consequently, it is very subjective.

In the ovary, during the follicular development, oocytes maturate and develop with a
strait relationship with their surrounding cells, the cumulus cells. These somatic cells are
essential in the oocyte development because they facilitate the oocyte maturation, the oocyte
conduction in the oviduct, as well as, the sperm access to the oocyte.

As the study and evaluation of the oocyte that will be used for assisted reproductive
technologies is not possible because we would destroy it, we pretend to evaluate several
parameters in the cumulus cells and determine if those are related to the oocyte status, as well
as, to relevant clinical parameters. In this work, we evaluate parameters like cumulus cells
density per oocyte, expression of progesterone receptors (hormone that has an important role
in female reproduction), expression of connexin 43 (gap junction protein, that is essential to
cumulus cells and oocyte communication) and apoptosis in cumulus cells.

With this work, we were able to establish that a human oocyte is surrounded by, on
average, 17216 = 24227 cumulus cells. Furthermore, the density of cumulus cells is reliable
with the oocyte maturity, where metaphase Il oocytes are associated to more cumulus cells
than metaphase | oocytes. Additionally, we describe that oocytes which originate better
quality embryos are those surrounded by more numerous cumulus cells that tend to present
minor apoptosis incidence. Mature oocytes are enclosed by cumulus cells that present
different levels of progesterone receptors expression, where genomic receptor nPR-A/B is
expressed in more cumulus cells then the non-genomic PGRMC1. The establishment of a

pregnancy seems to be related with a higher connexin 43 expression in cumulus cells.
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In the future, after the validation of these parameters using a higher number of
samples, we hope to be able to select the oocytes and/or embryos to use in assisted
reproductive technologies based on the evaluation of the cumulus cells. However, there are
many aspects to study in these cells to totally establish the cumulus cells-oocyte relationship.
Although, we can conclude that cumulus cells present a huge potential as a biomarker for
oocyte and embryo quality. Ideally, we expect that the study and analysis of cumulus cells lead
to an improvement in pregnancy rates, increasing the success of the assisted reproductive

technologies.

Keywords: Cumulus Cells; Oocyte Quality; Oocyte Biomarkers; Embrionary Biomarkers; Female

Fertility.
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1.1. Infertilidade Humana e Técnicas de Reproducao Assistida

A infertilidade humana, definida como a auséncia de procriacdo apdés um ano de
relagcbes sexuais sem contracepcdo (World Health Organization, 2012), é um problema a nivel
mundial e nos ultimos anos tem-se verificado um grande aumento nas suas taxas (Skakkebaek
et al., 2006). Apesar de a sua causa se poder dever a factores masculinos, a factores femininos,
a ambos os factores, ou a causas desconhecidas (as denominadas causas idiopaticas), a
infertilidade é sempre considerada conjugal. Este problema afecta cerca de 13-15% dos casais
em todo o Mundo (World Health Organization, 2012), sendo mais prevalente nos paises
desenvolvidos (Cates et al., 1985).

A fertilidade feminina tem como base um normal desenvolvimento do ovécito que
termina antes da ovulagdo (Jamnongjit e Hammes, 2005). A sobrevivéncia do embrido, o
estabelecimento e a manutengdao da gravidez, o desenvolvimento fetal e até doencas em
adulto sdo condi¢des afectadas pela qualidade do ovdcito (Krisher, 2004). Na mulher os
factores que podem levar a problemas de fertilidade sdo normalmente de natureza enddcrina,
vaginal, cervical, uterina, tubar ou pélvico-peritoneal (Pellati et al., 2008).

De modo a ultrapassar os problemas de procriacdo, existe, hoje em dia, um conjunto
de metodologias que possibilitam que casais inférteis possam ter filhos, denominadas técnicas
de reproducdo assistida. Com um sucesso de cerca de 30% a nivel mundial, a escolha da
técnica depende do tipo de problema de fertilidade que o casal possui. As técnicas de
reproducdo assistida mais utilizadas nos centros de procriacdo medicamente assistida em todo
o Mundo sdo trés: a inseminacao artificial ou intra-uterina (IlU), a fecundacgao in vitro (FIV) e a
injeccdo intra-citoplasmatica de um espermatozdide (ICSI) (Malter e Cohen, 2002). Na llU, ha a
deposicdo de espermatozdides na cavidade uterina e apenas tem de se proceder a recolha e
seleccdo de espermatozdides e a posterior deposicdo no momento adequado do ciclo

ovulatério feminino. Na FIV procede-se a estimulacdo hormonal da ovulagdo, recolha de
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ovocitos por puncdo, recolha e selec¢do de espermatozdides, juncdo dos gametas e formacao
do embrido in vitro e, por ultimo, transferéncia do embrido para o Utero. A ICSI é das trés a
técnica mais invasiva, em que o espermatozdide seleccionado é injectado no citoplasma do
ovocito (ooplasma), ha formagdo do embrido in vitro e a posterior transferéncia do embrido
para o Utero (figura 1). Esta técnica de reproducdo assistida é usada quando o problema de
infertilidade é essencialmente masculino, ou seja, quando o homem tem uma qualidade

seminal considerada média ou baixa (Malter e Cohen, 2002).

Figura 1- Imagem da técnica de ICSI (fotografia cedida pelo Servigo de
Reprodug¢do Humana dos Hospitais da Universidade de Coimbra (HUC)).

Quando um casal se dirige a um centro de procriagdo medicamente assistida para a
realizacdo de FIV ou ICSI, a mulher é, na maior parte das vezes, submetida a um protocolo de
estimulacdo hormonal da ovulagdo, que ird depois permitir a recolha dos seus ovdcitos,
através de puncdo folicular ecoguiada. No entanto, enquanto num ciclo menstrual normal se
obtém um ovdcito maduro aquando da ovulagdo, com este protocolo a que a mulher é
submetida, obtém-se, em geral, varios ovécitos que podem apresentar diferentes graus de
maturidade e qualidade.

Como parece légico, a probabilidade de obter embriGes com boa qualidade é maior se
se partir também de ovdcitos com boa qualidade (Xia, 1997). Deste modo, havera sempre uma
necessidade de saber quais dos ovdcitos recolhidos na puncdo folicular terdo maior qualidade
para poderem ser inseminados ou injectados e consequentemente, quais dardo origem aos

melhores embrides para serem transferidos.
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O ovécito pode ser classificado quanto ao seu grau de maturagdo em ovdcito em
metafase Il (MIl), em metafase | (Ml), em fase de vesicula germinal (VG), degenerado (DEG; em
gue o ovdcito degenerou e apenas estdo presentes as células do cumulus que o rodeiam e por
vezes a zona pelucida) ou atrésico (AT; em que esta célula sofreu atresia e estad por isso
invidvel) (Almeida et al., 2012). Para além desta classificagdo, existem técnicas usadas
rotineiramente nos centros de procriagdo medicamente assistida para avaliar a qualidade dos
ovdcitos, como a expansdo da matriz do cumulus que circunda o ovdcito (usada para a
avaliagdo da maturidade do ovécito quando se realiza FIV; figura 2; Veeck, 1990), mas também
a morfologia do complexo cumulus-ovécito (nome dado ao conjunto do ovdcito com as células
do cumulus que o rodeiam), o didmetro do ovécito ou a homogeneidade do ooplasma.
Contudo, estas técnicas morfolédgicas que avaliam a qualidade do ovdcito ndao se revelam

muito fidedignas.

Figura 2 - Ovdcitos humanos rodeados pelas células do cumulus. A esquerda, um ovdcito
imaturo com uma matriz do cumulus pouca expandida; a direita, um ovdcito maturo com
uma grande expansdo das suas células do cumulus circundantes. CC (células do cumulus); O
(ovdcito) (fotografias cedidas pelo Servigo de Reprodugdo Humana dos HUC).

Esta necessidade de saber quais os ovdcitos recolhidos na puncdo folicular que dardo
origem aos melhores embrides para serem transferidos prende-se também com o facto de ndo
se poderem transferir para o Utero da paciente todos os embrides obtidos das técnicas de

reproducdo assistida. Em Portugal por lei, apenas se podem transferir dois embriGes e em caso
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excepcionais e bem justificados podera proceder-se a transferéncia de trés embriGes (alinea b)
do n.2 2 do artigo 30.2 da Lei n.2 32/2006, de 26 de Julho). Em Fevereiro de 2010 foi criado um
documento com normas de orientagdo para a classificagdo morfoldgica da qualidade
embrionaria (ALPHA Scientists in Reprodutive Medicine e Special interest group of Embryology
da ESHRE - Consensos de Istambul, 2011; Almeida et al., 2012). Neste, os embrides obtidos das
técnicas de reprodugdo assistida sdo classificados de acordo com a dimensdo dos blastémeros,

presenca ou auséncia de multinucleagdo e grau de fragmentacgdo celular (tabela 1).

Tabela 1 - Classificagdo Morfolégica da Qualidade Embriondria (adaptado de Almeida et al., 2012).

Grau Classificacao Descri¢ao Embrido
: N
® <10% de fragmentagao celular; \
1 Boa » Tamanho das células especifico do estadio S \
Qualidade | celular; i N \
® Auséncia de multinucleagéo. ]
¢ 10%-25% de fragmentacgao celular;
) Qualidade e Tamanho das células especifico do estadio
Razoavel celular para a maioria das células;
e Auséncia de multinucleagao.
® >25% de fragmentagdo celular;
3 Ma e Tamanho das células ndao especifico do
Qualidade estadio celular;
* Presenca de multinucleagao.

Como o sucesso das técnicas de reproducdo assistida é dependente da maximiza¢do da
eficiéncia de cada passo do seu procedimento (Ebner et al., 2003), nasce a necessidade de uma
nova abordagem para a seleccdo dos melhores gametas femininos a usar nas técnicas de
reproducdo assistida ou entdo na seleccdo dos melhores embrides a transferir para o Utero da

paciente.
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1.2. A Formacao da Célula Feminina - O Ovocito Secundario

O sistema reprodutor feminino é constituido por duas génadas, os ovarios. E nestes
que ocorrem dois processos simultaneos, a foliculogénese e a ovogénese, cujo produto em
cada ciclo menstrual é um foliculo de Graaf, que ndo é mais que um ovdcito secundario
(ovécito totalmente desenvolvido e pronto a ser fecundado) rodeado por células foliculares
(Faddy et al., 1992). Tanto a ovogénese como a foliculogénese sdo altamente reguladas pelo
sistema enddcrino, mais precisamente, pelo eixo hipotalamo-hipdfise. Assim, o hipotdlamo
liberta a hormona libertadora das gonadotropinas que actua na hipdéfise anterior. Esta por sua
vez liberta as gonadotropinas: hormona foliculo-estimulante (FSH) e hormona luteinizante
(LH). No ovario, a FSH tem como principal fungdo o aumento do crescimento dos foliculos
ovdricos e a LH queo atinge a sua concentragdo maxima possibilita a ovulagdo e assim, a

libertagdo do foliculo de Graaf (Fox, 2004).

1.2.1. A Ovogénese

O desenvolvimento das génadas e das células germinais comec¢a muito cedo. De facto, é
logo no primeiro més de vida embrionaria, que uma pequena populacdo de células germinais
primordiais migra do saco vitelino até os primdrdios gonadais (onde as gdnadas se estdo a
comecar a desenvolver). Nas mulheres, as células germinais primordiais dividem-se,
transformando-se em ovogédnias (figura 3) e no segundo més de vida intra-uterina ha cerca de
600.000 ovogdnias e mais de 7 milhdes por volta do quinto més, sendo estes nimeros bem
elucidativos da intensidade da divisdo celular. E a partir do quinto més que as ovogdnias
comecam a entrar na profase da meiose |, contudo a meiose fica parada na fase de dipléteno
(Junqueira e Carneiro, 2004). Estas células constituem os ovécitos primdrios (figura 3) que sdo

ainda dipldides e permanecem nesta fase até a adolescéncia (figura 3) (Fox, 2004). Esta
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paragem na fase de dipldteno e o posterior reinicio da meiose é regulado pelos niveis de
adenosina monofosfato ciclico (AMPc), em que a inibicdo da maturagdo ovocitaria se encontra

associada a niveis elevados de AMPc (Mehlmann, 2005).

Eventos Meidticos Desenvolvimento Folicular
Antes do
Nascimento @ <€—————— Ovogbnia
Mitoses —> §

@ Ovdcito Primario G Foliculo Primordial
Crescimento —> § l

@ Ovécito Primario @ Foliculo Primordial

(em Profase )
A cada més apés [r—— @ Foliculo Primario
a puberdade
@ Ovdcito Primario 1]
{em Profase ) Foliculo em
l Crescimento
Fuso acromatico
Y D Foliculo de Graaf
Meiose | —> ) ) v
Ovécito Secundario
12 Globo polar —> . (em Metafase Il)
A Ovulagdo 5 Y Ovulagdo do
¥ ¥ Ovécito Secundario

Meiose Il do N g‘ o
globo polar Meiose Il completa
<
Globos polares O O Ovo

(todos degeneram) 22 Globo
polar

Figura 3 - Ovogénese e Foliculogénese. A esquerda, o esquema das divisdes que a ovogdnia
sofre até chegar a fase de ovdcito secundario; a direita, o desenvolvimento folicular que
ocorre no ovario (adaptado de Mehlmann, 2005).

E a partir da puberdade que alguns grupos de ovdcitos reiniciam periodicamente a
meiose, como resposta ao aparecimento pré-ovulatério da LH. E sé na altura da formagdo da
cavidade folicular que o ovécito tem a capacidade para prosseguir a meiose, ou seja, adquirir a
competéncia meidtica. Até ao aparecimento da LH, o desenvolvimento do ovdcito encontra-se
bloqueado (figura 4; Lopes, 2008).

A meiose progride até a metafase Il, e aqui permanece novamente bloqueada até a
fertilizacdo (figura 4; Mehlmann, 2005). Para completarem a meiose | os ovdcitos tém de

sofrer maturagcdo ovocitaria, que compreende tanto a maturacdo nuclear (progressdo da
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cromatina durante a meiose), como a maturacdo citoplasmatica (como a acumulagéo de acido
ribonucleico (ARN), proteinas, reorganizagdes no citoesqueleto e altera¢des no metabolismo
celular). A maturacdo ovocitaria € um processo complexo e é o culminar de um longo periodo
de crescimento e desenvolvimento dos ovécitos dentro dos foliculos (Lopes, 2008). Apesar da
maturacao nuclear ser adquirida antes da maturacdo citoplasmatica, ambos os processos tém
de estar coordenados para que seja assegurada a competéncia de desenvolvimento (Nogueira
et al., 2006), que ndo é mais do que a capacidade que o ovécito tem de completar a meiose e
suportar o desenvolvimento embriondrio pré-implantagdo apds a fertilizagdo, sendo esta
competéncia adquirida gradualmente durante a foliculogénese (Thomas e Vanderhyden,

2006).

E] Células Germinais Primordiais

[E] Ovogomas :
Mitoses
@ OVOC'“’S {” INICIO DA MEIOSE .

Leptéteno

Zigdteno
Recombinacdo ’ < ’

Paquiteno

Dipléteno
Feto \_PARAGEM MEIOTICA .

3 _________________________

Pés-Parto

Sem Crescimento

Crescimento ' {
Totalmente Desenvolvido
REINICIO DA MEIOSE
Ovulacdo ’ Metafase []

PARAGEM MEIOTICA .

. Ovécitos Nao Fecundados
REINICIO DA MEIOSE .

Activagdo '
MEIOSE COMPLETA
Embrides

Figura 4- Esquema da sequéncia e paragens que as Células
Germinais Primordiais sofrem até se desenvolverem em
EmbriGes (adaptado de Mehlmann, 2005).
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Apesar dos processos de ovogénese e foliculogénese serem bastante regulados,
muitos ovdcitos primarios sdo perdidos por atresia, durante a vida da mulher (Junqueira e
Carneiro, 2004). Este tipo de apoptose resulta de uma interaccdo complexa entre hormonas e
reguladores pardcrinos, em que as gonadotropinas e o estrogénio actuam para proteger o
foliculo da atresia e reguladores pardcrinos, tal como androgénios e ligandos do receptor Fas,
promovem o processo (Fox, 2004). Os ovarios de uma menina recém-nascida contém cerca de
2 milhdes de ovdcitos e, na altura da puberdade, ja sé possuem entre 300000 a 400000,
aproximadamente (Fox, 2004; Junqueira e Carneiro, 2004). Como em cada ciclo menstrual,
geralmente, s6 um ovdcito é libertado pelas génadas femininas e a vida reprodutiva dura de 30
a 40 anos, sao libertados por uma mulher somente cerca de 450 ovdcitos. Todos os outros
degeneram por atresia. Os foliculos em qualquer fase de desenvolvimento (primordial,
primdrio, pré-antral ou antral) podem sofrer atresia, que é o processo pelo qual as células
foliculares e ovdcitos morrem e sdo eliminados por células fagociticas (Junqueira e Carneiro,
2004). Caracteristicamente, as mitoses param nas células da granulosa, hd separagdo das
células da granulosa da lamina basal e ocorre a morte do ovdcito. Apds a morte celular, os
macréfagos invadem e fagocitam os restos foliculares. Posteriormente, os fibroblastos ocupam
a darea do foliculo e produzem uma cicatriz de colagénio que pode persistir algum tempo

(Junqueira e Carneiro, 2004). A ovogénese cessa com a menopausa (Fox, 2004).

1.2.2. AFoliculogénese

A ovogénese estd intimamente relacionada com a foliculogénese, processo pelo qual o
foliculo ovarico se forma. Este foliculo ovarico ndo é mais do que um ovdcito envolvido por
uma ou mais camadas concéntricas de células foliculares ou células da granulosa (figura 5;

Junqueira e Carneiro, 2004; Gilbert, 2006).
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— Teca Extema

Figura 5 — Esquema das mudancgas histoldgicas sofridas pelo
foliculo, ao longo da Foliculogénese (adaptado de Erickson, 1995).

A foliculogénese é regulada tanto por mecanismos inter-ovaricos como por mecanismos
enddcrinos que coordenam os processos de crescimento do ovdcito e proliferacdo e
diferenciacdo das células somdticas. Interac¢Oes pardacrinas entre o ovdcito e as células da
granulosa circundantes sdo essenciais para um normal desenvolvimento celular (Thomas e
Vanderhyden, 2006). Os foliculos formados durante a vida fetal sdo chamados foliculos
primordiais e consistem num ovdcito primario envolvido por uma Unica camada de células
foliculares achatadas (figura 5). Os ovdcitos destes foliculos encontram-se na primeira profase

da meiose (figura 6; Junqueira e Carneiro, 2004).
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Figura 6 - Ovécitos humanos ap6s puncio folicular. A esquerda, ovdcito em fase
de vesicula germinal (primeira profase da meiose); a direita, ovdcito secundario
(em metafase Il). o (ovécito); cc (células do cumulus); zp (zona peldcida)
(fotografias cedidas pelo Servigo de Reprodugdo Humana dos HUC).

A medida que o foliculo se desenvolve o ovécito primario completa a sua primeira divisdo
meiodtica. Os ovdcitos primdrios que ndo sdo estimulados a completar a primeira divisdo
meiodtica ficam contidos nos foliculos primarios e sé alguns respondem a estimulagdo com a
FSH e sofrem crescimento folicular (Fox, 2004), que compreende modificagdes do ovdcito, das
células foliculares e dos fibroblastos do estroma que envolve cada um desses foliculos
(Junqueira e Carneiro, 2004). Este crescimento da-se a cada dia num pequeno grupo de
foliculos primordiais a partir da puberdade (Nakahara et al., 1997). Na primeira parte desta
fase o crescimento do ovécito é tao rapido que a célula pode alcangar um didmetro maximo de
cerca de 120 um (Junqueira e Carneiro, 2004) e o foliculo forma mesmo uma protuberancia na
superficie do ovario (Fox, 2004). O foliculo evolui para foliculo primario unilaminar (figura 5) e
é nesta fase que as células foliculares se dividem por mitose formando uma Unica camada de
células cubdides. As células foliculares continuam a proliferar e originam um epitélio
estratificado também chamado camada granulosa, cujas células frequentemente comunicam
por jungdes gap. O foliculo é entdo chamado foliculo primario multilaminar ou foliculo pré-
antral (figura 5). Forma-se a zona peldcida (figura 5), uma camada espessa amorfa, composta
por pelo menos quatro glicoproteinas, que envolve todo o ovécito (Junqueira e Carneiro,

2004).
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Existe uma movimentacao dos foliculos a medida que estes crescem para areas mais
profundas da regido do cértex do ovario, devido principalmente ao aumento em tamanho e
numero das células da granulosa (Junqueira e Carneiro, 2004). Comegca também a haver
acumulacado de liquido, denominado liquido folicular, em vesiculas entre as células foliculares.
Estas vesiculas fundem-se e as células da granulosa reorganizam-se formando uma grande
cavidade, o antrum folicular, cavidade antral ou antro (figura 5; Fox, 2004; Junqueira e
Carneiro, 2004). O liquido folicular contém componentes do plasma e produtos secretados por
células foliculares, tais como glicosaminoglicanos, proteinas (inclusive proteinas que ligam
esterdides) e altas concentragdes de progesterona, androgénios e estrogénios (Junqueira e
Carneiro, 2004; Gilbert, 2006). O antrum divide as células da granulosa em duas
subpopulagdes: as células murais, que formam as camadas mais exteriores e permanecem no
foliculo apds ovulagao e as que acompanham o ovdcito apds ovulagao, as células do cumulus
(figura 5; Lopes, 2008). As células do cumulus formam um anel a volta do ovdcito e originam
um espessamento de células que suporta o ovdcito e podem também ser denominadas de
cumulus oophorus (Fox, 2004; Junqueira e Carneiro, 2004). A camada de células do cumulus
mais préxima do ovdcito constitui a corona radiata. A zona pelucida localiza-se, entdo, entre o
ovécito e a corona radiata (figura 5; Fox 2004). Os ovdcitos controlam o seu ambiente, através
da secrecdo de factores de sinalizacdo paracrinos ldbeis, suprimindo a diferenciaciao do
fendtipo das células murais da granulosa e promovendo a diferenciagdo do fendtipo das
células do cumulus (Eppig et al., 1997). Nesta etapa, o foliculo é chamado foliculo secundario
ou foliculo antral (figura 5; Junqueira e Carneiro, 2004) e é nesta altura da formacdo do
antrum que o ovodcito adquire a competéncia para completar a meiose (Sorensen e
Wassarman, 1976). A formac¢do do antrum e o desenvolvimento seguinte necessitam de
estimulacdo com LH e FSH (Halpin et al., 1986; Hillier, 1994), contudo sé ha producdo

suficiente destas hormonas para induzir a ovulacdo depois da puberdade, e todos os foliculos
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gue chegaram a fase antral até esta altura sdo perdidos por atresia (Hirshfield, 1991; McGee et
al., 1998).

A medida que estas modificagdes ocorrem, o estroma situado imediatamente a volta
do foliculo modifica-se para formar as tecas foliculares, com duas camadas, a teca interna e a
teca externa (figura 5). As células da teca interna sintetizam uma hormona esterdide, a
androstenediona, que é transportada para as células da camada granulosa e estas, sob
influéncia da FSH, sintetizam aromatase, uma enzima que transforma a erostenediona em
estrogénio. Esta hormona é depois distribuida pelo organismo (Junqueira e Carneiro, 2004).

Normalmente, entre o décimo e o décimo quarto dia apds o primeiro dia da
menstruagao, apenas um foliculo continuou o seu crescimento para se tornar um foliculo
pronto a ovular (Fox, 2004). Este cresceu muito mais do que os outros e tornou-se o foliculo

dominante, alcangeo assim o estadio mais desenvolvido de crescimento e denomineo-se

foliculo de Graaf, maduro ou pré-ovulatdrio (figura 5). Os outros foliculos, pertencentes ao
grupo que estava a crescer com uma certa sincronia, entram em atresia. Como resultado da
acumulagdo de liquido, a cavidade folicular aumenta de tamanho e a camada de células da
granulosa da parede do foliculo fica mais delgada, visto que, estas células ndo se multiplicam
na mesma propor¢do que o crescimento do foliculo (Junqueira e Carneiro, 2004). Sob
estimulacdo hormonal apropriada, o foliculo rompe e expulsa o ovdcito para o tubo uterino
num processo chamado ovulagdo. A célula libertada é um ovécito secunddrio (figura 6),
rodeado pela zona pellcida e pelas células do cumulus. O ovécito se nao for fertilizado
degenera em dois dias, contudo se for fertilizado pelo espermatozéide, completa a segunda
divisdo meidtica (Fox, 2004). No ovario depois da ovulagdo, sob influéncia da LH, o foliculo
vazio transforma-se em corpus luteum ou corpo amarelo que vai segregar estrogénio e

progesterona. Se o ovécito ndo for fecundado, ha regressdao do corpus luteum para se tornar

num corpus albicans ou corpo branco, ndo funcional (Fox, 2004).
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1.3. As Células do Cumulus

As células do cumulus possuem uma estreita comunicagdo com o ovdcito (figura 7),
através de juncGes gap e de factores paracrinos (Raman et al., 2001). De acordo com a
bibliografia, existe um fornecimento bidireccional de nutrientes e sinalizacdo que regulam o
crescimento e maturacdo tanto das células do cumulus como do ovdcito (Eppig et al., 1997;
Moffatt et al., 2002; Van Soom et al., 2002; Ikeda et al., 2003). Embora seja uma comunicagdo
nos dois sentidos, a grande maioria dos estudos nesta area, centra-se na direc¢ao das células
do cumulus para o ovécito. A interrup¢do da comunicagao entre os dois tipos celulares reduz a
proliferagdo das células do cumulus e induz a apoptose em ambos os tipos celulares (Luciano
et al., 2010). As células do cumulus rodeiam o ovécito durante toda a maturagdo folicular e
durante a ovulagdo (Lee et al., 2001), contudo, estas células sdo progressivamente eliminadas
apods a ovulagdo e sofrem apoptose ou morte celular programada (Kerr et al., 1972; Raman et

al., 2001).

Figura 7- Fotografia de Microscopia electrdnica de varrimento
de superficie de um ovécito humano em Mil nao fertilizado. zp
(zona peldcida); cc (células do cumulus); pm (membrana
plasmatica) do ovécito (Elder e Dale, 2003).

1.3.1. Comunicagdo entre o Ovdcito e as Células do Cumulus
Durante todo o processo de crescimento e desenvolvimento do ovdcito é evidente a
existéncia de uma estreita associacdo entre este e as células do cumulus circundantes, sendo

esta feita através de juncbes gap (Gershon et al., 2008). Este tipo de jun¢Oes aparece cedo na
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foliculogénese, antes da deposicdo da zona pellucida e da formacdo da cavidade antral
(Albertini e Anderson, 1974). De facto, as junc¢bes gap no foliculo sdo essenciais para a
coordenacdo dos processos de ovogénese e foliculogénese (Thomas e Vanderhyden, 2006) e,
consequentemente, para o desenvolvimento do ovdcito e fertilidade (Sutton et al., 2003). As
células do cumulus tém umas estruturas especificas denominadas prolongamentos
citoplasmdticos transzonais, que penetram através da zona pellcida atingindo o oolema
(citoplasma do ovdcito; figura 8; Sutton et al., 2003; Corn et al., 2005). Estes prolongamentos
foram bem caracterizados por microscopia electrénica em varios mamiferos, incluindo em

humanos (Motta et al., 1999; Albertini et al., 2001).

i /. e o = %o \ ,r; W :7 .
o oL I, - Q ,‘ ‘\’ OC

B Cx43 EEECx45 W Cx37 desconhecido

Figura 8- Comunicagdo entre as células do cumulus e entre as células
do cumulus e o ovocito através de juncbes gap constituidas por
conexina (Cx): Cx43, Cx45, Cx37, em rato. CC (células do cumulus); ZP
(zona peltcida); PCT (prolongamentos citoplasmaticos transzonais); O

(ovécito) (adaptado de Kidder e Mhawi, 2002).

As jungGes gap estdo presentes nesta regido de contacto para facilitar a transferéncia
de moléculas de baixo peso molecular (< 1 kDa) como sédio, cloreto, ides de calcio (Ca**),
mensageiros secundarios (como o cAMP) e pequenos metabolitos como adenosina trifosfato
(ATP; (Kidder e Mhawi, 2002; Sasseville et al., 2009) entre as células do cumulus e a célula

germinal, assim como entre as proprias células do cumulus (Eppig et al., 1997; Sutton et al.,
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2003). Como foi referido, esta comunicacdo que existe entre a célula germinal e as células
somaticas é bidireccional. Estes canais intercelulares sdo compostos por uma familia de
proteinas membranares integrantes, as conexinas (Cx; Goodenough et al., 1996) que se
organizam em conexdes, canais intercelulares e placas de jung¢des gap (figura 9; Kidder e

Mhawi, 2002).
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Figura 9 - Organiza¢do estrutural das placas de jungbes gap

(adaptado de Kidder e Mhawi, 2002).

As células da granulosa adjacentes contém jungdes gap homdlogas, enquanto, as
jungBes gap heterdlogas sdao encontradas entre o ovécito e as células murais da granulosa
(Albertini e Anderson, 1974; Anderson e Albertini, 1976; Valdimarsson et al., 1993).

Maioritariamente, as jungdes gap sao constituidas por Cx43, embora dependendo da
espécie, possam também ser expressas, no complexo cumulus-ovdcito, outras conexinas, tais
como Cx26, Cx30.3, Cx32, Cx37, Cx40, Cx45 e Cx57 (figura 8; Kidder e Mhawi, 2002). A
comunicagdo entre células da granulosa é levada a cabo pela Cx43, enquanto a comunicagdo
ovocito-células somaticas é da responsabilidade da Cx37 (Sasseville et al., 2009). As jun¢Ges
gap entre o ovécito e as células do cumulus suportam uma cooperacdo metabdlica ao
transferirem substratos metabdlicos e previnem a progressdo da meiose no ovdcito, ao
transferirem sinais inibitérios da meiose (Gilula et al., 1978; Dekel et al., 1981; Bornslaeger e

Schultz, 1985). Esta comunicagdo intercelular e a prépria expressdo de Cx43 sdo afectados por
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factores como mensageiros secundarios, FSH, LH, estradiol e pelo estado de desenvolvimento
folicular (Pant et al., 2005).

Durante o desenvolvimento folicular, os prolongamentos citoplasmaticos transzonais
sofrem alteracGes dinamicas na sua forma e numero, sendo mais numerosos na fase pré-
antral. Durante o pico do crescimento do ovdcito, os prolongamentos citoplasmaticos
transzonais prolongam-se como profundas invaginagdes (Motta et al., 1999).

Ainda ndo ha um completo conhecimento da natureza e diversidade dos compostos
transferidos entre as células do cumulus e o ovdcito através das jungdes gap, nem ha estudos
conclusivos se mudangas dinamicas neste tipo de comunicagao tém impacto na aquisicdo da
competéncia do desenvolvimento (Albertini et al. 2001; Thomas et al. 2004). Contudo, devido
a esta intima associacdo entre o ovdcito e as células do cumulus, é possivel que o estado das
células do cumulus influencie o desenvolvimento do ovdcito e que o estado das células do

cumulus também possa ser influenciado pelo ovécito (Perez e Tilly, 1997).

1.3.2. Fungodes das Células do Cumulus

As células do cumulus desempenham papéis importantes antes, durante e apds a
ovulagdo (Tanghe et al., 2002). A maturagdao do ovdcito, que ocorre antes da ovulacio é
apoiada pelas células do cumulus (Wassarman, 1988), que também auxiliam na condugdo do
ovdcito no interior do oviducto durante a ovulagao (Mahi-Brown e Yanagimachi, 1983) e logo
apods a ovulacdo participam nos mecanismos que controlam o acesso do espermatozdide ao

ovdcito (Tesarik, 1990).
1.3.2.1. Antes da Ovulagdo: Maturagdo do Ovdcito

A maturacdo do ovdcito corresponde a altura em que o ovdcito completa a primeira
divisdo meidtica e sofre mudancas citoplasmaticas, progredindo para a MIl (Mehlmann, 2005).

E o culminar de um periodo prolongado de crescimento e desenvolvimento, em que o ovdcito
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atinge a competéncia de desenvolvimento, ou seja, a capacidade de sustentar o
desenvolvimento precoce do embrido (Sutton et al., 2003). As células do cumulus tém um

papel importante na maturagdo do ovdcito pois mantém-no em paragem meidtica, participam

na inducdo do reinicio da meiose e suportam a sua maturacdo citoplasmatica (Tanghe et al.,

2002).

Para o crescimento do ovdcito e manutencdo da paragem meidtica é importante a

transferéncia directa de substancias entre as células do cumulus e o ovécito. Purinas (como a
hipoxantina e a adenosina) e cAMP foram identificadas como substdncias que actuam como
inibidores meioticos e sdo transferidos das células do cumulus para o ovécito (Tanghe et al.,
2002).

A indugdo da maturagao ovocitaria € mediada por componentes somaticos do foliculo
(Buccione et al., 1990; Mattioli, 1994), mais precisamente, pelas células murais da granulosa,
uma vez que o ovdcito e as células do cumulus ndao possuem receptores de LH (Tanghe et al.,

2002). O reinicio da_meiose é estimulado por gonadotropinas dentro do foliculo e ha trés

hipéteses de como este mecanismo funciona: (i) diminuindo o nivel intrafolicular de um
inibidor da maturacdo do ovdcito (Downs e Eppig, 1986); (ii) extraindo um sinal indutor da
maturacdo das células da granulosa que substitui o meio inibitério do foliculo ou (iii)
bloqueando ou alterando as jun¢Ges gap entre as células do cumulus e o ovdcito (Tanghe et
al., 2002). Na altura do reinicio da meiose, os prolongamentos citoplasmaticos transzonais
comecam a afastar-se do ovdcito e ha quase perda total de comunicacdo por juncbes gap
(Sutton et al., 2003).

A maturacdo citoplasmatica do ovécito é muito importante pois permite ao ovdcito

adquirir capacidade para estimular a formacdo do pronucleo masculino, garantir a fertilizagdo
monoespérmica e apoiar o antecipado desenvolvimento embrionario (Staigmiller e Moor,
1984; Vanderhyden e Armstrong, 1989). As células do cumulus actuam secretando factores

soltveis que induzem a competéncia de desenvolvimento ou removendo do meio do ovdcito
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um componente supressor do desenvolvimento embrionario e, por isso, é evidente que as
células do cumulus tém um papel protector e metabdlico na maturacao citoplasmdtica do
ovocito (Tanghe et al., 2002).

Os compartimentos celulares do complexo cumulus-ovdcito tém grandes diferencas no
gue toca a actividades e necessidades metabdlicas, nomeadamente em relacdo a obtencdo de
ATP (Thompson et al.,, 2007). O ovdcito totalmente desenvolvido no foliculo antral é
totalmente dependente da fosforilagdo oxidativa para a produgao de ATP e ndo é capaz de
oxidar glucose (Biggers et al., 1967). As células do cumulus tém uma grande capacidade de
absorver e utilizar glucose, via glicélise (Gardner et al., 1996; Sutton et al., 2003), fornecendo
acidos carboxilicos como substratos para a fosforilagdo oxidativa ao ovdcito (figura 10).
Enquanto, os ovécitos maduros expressam apenas uma isoforma do transportador de glucose

(GLUT-1), as células do cumulus expressam quatro isoformas (Sutton et al., 2003).

Estimulagio >  Glucose Célula do Cumulus
com FSH
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Figura 10- Modelo das interacg0es metabdlicas e actividade entre as células do cumulus e
o ovacito. A glucose pode ser utilizada de trés formas diferentes: a) Oxidagdo (combinacdo
da Glicdlise, Ciclo de Krebs e Fosforilagdo Oxidativa); b) Via das Pentoses-Fosfato (PPP); c)
convertida a intermediarios e utilizada para a expansdo da matriz extracelular. GSH
(glutationa); GSSG (GSH oxidada); ROS (espécies reactivas de oxigénio); NADPH
(Nicotinamida adenina dinucledtido fosfato, forma reduzida); PRPP

(fosforibosilpirofosfato) (adaptado de Sutton et al. 2003).
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No que respeita ao metabolismo e a factores de crescimento e diferenciacao,
normalmente, a investigacdo foca-se apenas na direccdo das células do cumulus para o
ovdcito, isto é, no suporte das células da granulosa ao ovécito em desenvolvimento (Sutton et
al., 2003). Contudo, outros estudos demonstraram a importancia da bidireccionalidade desta
comunicacdo (Albertini et al., 2001). E agora claro que os sinais paracrinos do ovdcito sdo
reguladores essenciais das células da granulosa e da funcdo ovarica (Eppig, 2001). O factor de
diferenciagdo de crescimento-9 (GDF-9) e o GDF-9B, também chamada proteina morfogenética
do osso 15 (BMP-15) sdo duas moléculas chave do ovdcito identificadas até agora (figura 11;
Sutton et al., 2003; Thomas e Vanderhyden, 2006). Estes factores de crescimento do ovdcito
sdo essenciais para varios estadios precoces da foliculogénese (Dong et al., 1996; Galloway et
al., 2000) e depois, no desenvolvimento folicular mais avancado, tém também um papel
importante na diferenciacdo das diferentes linhagens das células da granulosa (Eppig et al.,
1997; Li et al., 2000) e na regulacdo de fungbes importantes das células da granulosa. Por
exemplo, Hussein et al. (2005) demonstraram que os factores secretados pelo ovdcito,
nomeadamente BMP15 e BMP6, mantém uma baixa incidéncia de apoptose nas células do

cumulus.

Das CC para o Ovocito
exemplo: FE-MAS

Juncies tipo gap
cAMP
Purinas/Pirimidinas
Metabolitos
Aminoacidos

Do Ovacito para as CC
factores secretados pelo ovocito
exemplo: GDF-9
GDF-0B (BMP-13)

Figura 11- Representacdo esquemdtica da comunica¢do paracrina
(setas completas) e da comunicagdo por jungBes gap (seta
pontilhada) entre as células do cumulus (CC) e o ovdcito. FF-MAS
(esterol do liquido folicular activador da meiose) (adaptado de
Sutton et al. 2003).




Capitulo |

1.3.2.2. Durante a Ovulagao: Condugao do Ovécito no Oviducto

A ovulacdo é o resultado de uma cascata de eventos iniciada com um aumento da
concentracdo das gonadotropinas LH e FSH. Em resposta a esta estimulacdo ocorrem
mudancas na expressao de genes e na estrutura folicular com consequéncias para as células da
teca, murais, do cumulus e nos compartimentos do ovédcito (Russell e Robker, 2007). Na
ovulagdo, o complexo cumulus-ovécito é expelido para a cavidade peritoneal perto do
infundibulum do oviducto. Gragas as contribui¢des bioquimicas das células do cumulus é criado
um microambiente fluido (maioritariamente constituido por acido hialurénico) que favorece a
fertilizagdo. O cumulus oophorus participa na ovulagdo ao facilitar a extrusao do ovdcito, assim
como, também facilita a sua captura pelas células epiteliais ciliadas do infundibulum e o seu

transporte para o local de fertilizagdo (Tanghe et al., 2002).
1.3.2.3. Apos a Ovulacdao: Mecanismos de acesso do espermatozdide ao ovdcito

Em relacdo a ultima etapa, as células do cumulus estdo envolvidas nos mecanismos
qgue controlam o acesso do espermatozdide ao ovécito (Tanghe et al., 2002). A expansdo da
matriz do cumulus desempenha um papel essencial no normal desenvolvimento do ovdcito, da
ovulacdo e da fertilizagdo, bem como no desenvolvimento embrionario e implantacdo (Lee et
al., 2010). Para o espermatozdide fertilizar o ovécito, precisa de encontrar uma passagem
através da matriz extracelular das células do cumulus e para o conseguir tem de romper a
estrutura molecular da matriz (Tanghe et al., 2002). Na fertilizacdo, as células do cumulus

podem exercer trés funcOes principais: (1) facilitar a capacitacdo do espermatozdide,

promover a reaccao acrossomica e a penetracdo através da criagdo de um microambiente

favoravel; (2) aumentar o nimero de espermatozéides com capacidade de fertilizacdo a volta

do ovdcito; ou (3) prevenir mudancas no ovécito que sdo desfavoraveis para a fertilizacdo

(Tanghe et al., 2002).
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Papel na Capacitacdo, Reaccdo Acrossomica e Penetracdo dos Espermatozdides

O microambiente criado pelas células do cumulus consiste em certos factores que sao
secretados ou por factores fisico-quimicos que sdo modulados por estas células (como a
pressdo de oxigénio ou o pH; Van Soom et al., 2002; Tanghe et al., 2002). Estudos em hamsters
demonstraram que tanto as células do cumulus como os componentes da matriz destas células
estdo envolvidos na capacitacdo e reacgdo acrossémica do espermatozdide (Van Soom et al.,
2002). A penetragdo do espermatozdide requer a sua capacitacdo (uma série de eventos
moleculares que confere ao espermatozoide a capacidade de fertilizar o ovécito), a ligagdo a
zona peldcida, a reacgdo acrossdémica (reacgdo de fusdo da membrana do acrossoma com a
membrana plasmatica do espermatozéide, o que leva a libertagao de enzimas hidroliticas que
vao hidrolisar componentes das células do cumulus e da zona pellcida e, consequentemente,
vdo auxiliar o espermatozdéide a penetrar o ovécito), a penetragdo na zona peltcida, a ligagdo e
a fusdo com o oolema e a descondensacdo da cabeca do espermatozéide para formar o
pronucleo masculino (Tanghe et al., 2002).

Para além de proteinas, as células do cumulus produzem também progesterona
(Tanghe et al., 2002), acido hialurdnico (Ball et al., 1983), sulfato de heparano e sulfato de
condroitina, substancias que por isso compdem a matriz expandida do cumulus (Tanghe et al.,
2002). Bronson et al. (1999) sugeriram que a progesterona é um possivel indutor da reac¢do
acrossémica em humanos. Esta hormona ao ligar-se a locais especificos da membrana
plasmatica do espermatozéide, induz um aumento acentuado no Ca** citossdlico, o que leva a
fusdo das membranas (Tanghe et al., 2002). Contudo, o acido hialurénico é o componente
principal da matriz do cumulus (Ball et al., 1983; Russell e Robker, 2007), que pode ser
facilmente penetrada pelo espermatozdide. Esta penetracdo pode dar-se devido a dois
mecanismos hipotéticos: por um lado, proteinas especificas que estdo distribuidas na regido
do acrossoma durante a capacitacdo poderdo ter actividade de hialuronidase (Meyers e

Rosenberger, 1999); por outro, o acido hialurénico poderd ligar-se a uma proteina da
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membrana plasmatica do espermatozdide, PH-20, resultando num aumento dos niveis de Ca®
no espermatozédide. E deste modo, o acido hialurdnico pode ser uma molécula candidata para
aumentar a capacitacdo dos espermatozoides (Tanghe et al., 2002).

A regulacdo da expansdo do cumulus pode ser feita in vitro por ac¢ées pardcrinas do
ovoécito, utilizando factores de crescimento como o factor de crescimento transformador 1
(TGFB1; Salustri et al., 1990; Vanderhyden et al., 2003), o GDF9 (Elvin et al., 1999), o BMP15
(Yoshino et al., 2006) e activinas (Dragovic et al., 2007). Uma matriz do cumulus danificada
pode alterar o transporte do ovécito no oviducto (Russell e Robker, 2007). A sintese da matriz

extracelular do cumulus e a sua expressao de genes tém sido relacionadas com a determinagao

da qualidade e capacidade de desenvolvimento do ovdcito (Russell e Robker, 2007).

Papel na Retencdo de espermatozdides a volta do ovécito

O cumulus é capaz de “aumentar” o nimero de espermatozéides capazes de fertilizar
a volta do ovécito, na medida em que as células do cumulus mais proximas do ovdcito
secretam substancias atractivas para os espermatozdides, criando um gradiente atractivo
dentro do cumulus oophorus (Eisenbach, 1999). Embora este seja um tema polémico,
evidéncias dos efeitos quimiotacticos do cumulus oophorus foram observadas num estudo em
qgue os produtos de ovulacdo (ovécitos, cumulus oophorus e liquido folicular) estimularam o
transporte de espermatozdides no oviducto de hamsters (lto et al., 1991). A orientacao radial
das células do cumulus pode também guiar o espermatozdide para o ovdcito (Bedford, 1999).
Foi ainda observado o aprisionamento de espermatozdides pelas células do cumulus, em que
as células masculinas ficaram presas na matriz de 4cido hialurdénico entre as células do cumulus
(Van Soom et al., 2002; Tanghe et al., 2002). As células do cumulus podem também fazer uma
seleccdo morfolégica dos espermatozdides, retendo os ndo capacitados e cujo acrossoma
sofreu reacgdo (Carrell et al., 1993) e “conduzindo” os hiperactivados para a superficie do

ovoécito (Tanghe et al.,, 2002). Os espermatozdides hiperactivados tém uma vantagem
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mecanica sobre os outros no oviducto, visto que penetram a matriz viscosa do cumulus mais

facilmente que os espermatozdides ndo hiperactivados (Suarez, 1988).

Papel na Prevencdo de mudancas desfavoraveis no Ovdcito

O endurecimento precoce da zona pellcida é uma mudanca que o ovdcito pode sofrer
e é desfavoravel para a normal fertilizagdo (Van Soom et al., 2002; Tanghe et al., 2002). Esta
alteragdo é causada por uma exocitose precoce dos granulos corticais (Dell’Aquila et al., 1999)
e ocorre durante a maturagdo do ovdcito tanto in vivo como in vitro (Ducibella et al., 1990).
Este endurecimento da zona pelicida tem como consequéncias uma resisténcia elevada a
digestdo proteolitica e a penetra¢do do espermatozoide (Tanghe et al., 2002). Como estudado
em suinos por Galeati et al. (1991), a remogdo mecanica das células do cumulus leva a uma
reacgao cortical prematura, o que apoia a teoria de que as células do cumulus participam na
prevengao do endurecimento espontaneo da zona pelucida. Fatehi et al. (2005) descreveram
também outra mudanca no ovdcito que é evitada pela presenca das células do cumulus, o
aumento do stress oxidativo (Russell e Robker, 2007). Durante a ovula¢gdo podem ocorrer
eventos de hiperemia (aumento da quantidade de sangue circulante) e inflamagao do tecido,
gue aumentam os radicais livres de oxigénio (Russell e Robker, 2007). No entanto, a matriz
extracelular do cumulus possui o componente versican pericelular, que é um potente inibidor
de danos oxidativos na célula (Wu et al., 2005) e que protege o ovdcito destes possiveis danos

(Russell e Robker, 2007).
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1.4. Caracteristicas das Células do Cumulus e a sua Relacdo com o

Ovdcito

1.4.1. Receptores de Progesterona

Todo o sistema reprodutor feminino e, mais especificamente, o processo de ovulacdo
é dependente de uma importante hormona esterdide, a progesterona (Krietsch et al., 2006)
sendo o Utero humano o maior alvo da sua ac¢do (Fernandes et al., 2005). A progesterona é
essencial para o comportamento sexual normal, secre¢cdo de gonadotropinas, ovulagado,
receptividade do utero, invasdao do trofoblasto e formagao da placenta, assim como, para a
manutencdo da gravidez e para o parto (Fernandes et al., 2005). No entanto, os seus
mecanismos de ac¢do fundamentais ndo sdo muito claros (Jacobsen e Horwitz, 2011).

Com base na literatura, a progesterona tera duas formas de ac¢do, podendo ligar-se a
receptores genomicos (nPR-A/B) ou a receptores ndo gendmicos (mPRa/B, PGRMC1/2)
presentes nas células (Zhu et al., 2003; Fernandes et al., 2005; Krietsch et al., 2006; Cahill,
2007; Luciano et al., 2010; Jacobsen e Horwitz, 2011; Luciano et al., 2011; Aparicio et al.,
2011). Os receptores gendmicos actuam na regulacdo dos processos transcriptdmicos,
envolvendo a translocagdo do receptor para o nucleo e a ligagdo a elementos de resposta
especificos, levando assim a regulacdo da expressdo do gene alvo. J&4 os receptores ndo
gendmicos sdo independentes da transcricdo de genes ou da sintese de proteinas e envolvem
a modulac¢do de proteinas citoplasmaticas ou de proteinas reguladoras ligadas a membrana
celular (Simoncini et al., 2004).

Os receptores gendmicos ndo sdao mais que factores de transcricdo que consistem num
dominio que liga acido desoxirribonucleico (ADN) que se localiza no meio de uma regido N-
terminal e de uma regido C-terminal. nPR-A e nPR-B sdo as duas isoformas deste tipo de

receptores, sendo que a nPR-B possui uma regido N-terminal mais longa (Jacobsen e Horwitz,
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2011). A expressdo destes dois receptores faz-se a partir do mesmo gene mas possuem dois
promotores alternativos e o inicio da traducdo dd-se em dois coddes de iniciacdo AUG
diferentes (Mulac-Jericevic e Conneely, 2004). Curiosamente, no trabalho em bovinos de
Aparicio et al. (2011), as células do cumulus que circundam ovécitos em MIl ndo apresentam
estes receptores no nucleo mas sim no citoplasma e nos prolongamentos citoplasmaticos
transzonais. A progesterona que é produzida pelas células do cumulus, e potencialmente
estimulada pela FSH e LH, pode regular a expressao dos seus préprios receptores gendmicos
(Aparicio et al., 2011). De facto, as mudancas dindmicas observadas na expressdo de proteinas
dos receptores de progesterona depois dos complexos cumulus-ovécito serem submetidos a
maturagao in vitro ou em resposta a suplementa¢do com LH, FSH ou progesterona sugerem
um papel importante da progesterona durante a maturagao de ovécitos (Aparicio et al., 2011).

Os receptores de progesterona membranares (mPR), apenas descritos em humanos
em 2003 (Zhu et al., 2003), tém diferentes localizagdes nos tecidos e apresentam trés subtipos.
A forma mPRa predomina nos tecidos reprodutivos, a mPRf em tecidos neuronais e a mPRy no
rim, rim fetal, célon, carcinoma pulmonar, entre outros (Zhu et al., 2003). Cada isoforma
codifica uma proteina transmembranar com grande afinidade e capacidade limitada de ligacao
a progesterona. Estes receptores sdo membros da familia de receptores de adiponectina Q e
da progesterona e quando se ligam a esta hormona, activam rapidamente proteinas G e as
suas cascatas de sinalizacao (Dressing et al., 2011). Ha ja varias evidéncias que os mPR sdo
expressos e regulados hormonalmente no foliculo ovarico e no corpus luteum. De facto, um
estudo em suinos indica um aumento de expressdo do gene que codifica mPRB nas células do
cumulus a medida que o foliculo ovarico matura, havendo um pico de expressdo perto da
dissolucdo da vesicula germinal. Este estudo é também o primeiro que descreve a localizacdo
do receptor na membrana plasmatica nos complexos cumulus-ovécito e refere que a molécula

devera estar associada a expansdo da matriz do cumulus (Qiu et al., 2008). Aparicio et al.
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(2011) localizaram o mPRP heterogeneamente no citoplasma das células do cumulus e
também na drea perinuclear em algumas células do cumulus, em bovinos.

Finalmente, a progesterona pode ainda mediar a sua accao ndo gendmica através dos
componentes 1 e 2 do receptor de progesterona membranar (PGRMC1 e PGRMC2) (Cahill,
2007; Aparicio et al., 2011). O PGRMC1 foi primeiramente purificado em figado de rato (Cahill,
2007) e é o componente mais estudado, tendo ja sido descrito em diferentes tipos celulares do
ovario como na superficie do epitélio germinal, nas células da granulosa, nas células da teca,
na vesicula germinal dos ovdcitos e no corpus luteum (Luciano et al., 2011). Este receptor pode
estar envolvido em diferentes processos celulares e ter varias localizagGes subcelulares (Cahill,
2007; Luciano et al., 2010). Luciano et al. (2010) defendem no seu trabalho em bovino que
esta proteina se localiza tanto no nucleo como no citoplasma das células do cumulus e que as
células do cumulus mais préoximas do ovdcito aparentam ter maior expressdo do receptor. Ja
Aparicio et al. (2011) descreve a presenca do receptor na regido perinuclear das células do
cumulus que circundam ovécitos em fase de vesicula germinal e em MIl. Alguns trabalhos
sugerem que a progesterona através do PGRMC1 activa cascatas de sinalizacdo que previnem
a apoptose (Peluso et al., 2008, 2009).

No entanto, a expressao e localizagdao dos receptores de progesterona em células do

cumulus humanas ainda ndo é muito clara.

1.4.2. JungOes gap e Conexinas

A comunicacdo directa entre compartimentos citoplasmdticos de células vizinhas é
possivel gracas a existéncia das juncdes gap, que estdo presentes em varios tipos de tecidos e
medeiam processos fisioldgicos essenciais (Gershon et al., 2008).

Estudos sobre esta comunicacdo estabelecida entre o ovario e as células da granulosa
surgiram em 1974 em mamiferos, e focavam-se principalmente na estrutura e morfologia,

sendo os trabalhos basicamente compostos por fotografias de microscopia electrdnica de
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varrimento (Albertini e Anderson, 1974; Anderson e Albertini, 1976; Gilula et al., 1978). A
medida que se comecaram a descobrir as proteinas que constituiam as juncdes gap, os
estudos comecaram a ganhar outro rumo. Assim, surge um estudo em 2001 (Ackert et al.,
2001) em que foi feito um knockout da Cx43 num ratinho, determinando-se que esta alteragdo
genética era letal, devido ao desenvolvimento de problemas cardiacos no animal. Os ovarios
deste ratinho knockout foram transferidos através de enxertos para um ratinho
imunocomprometido. O resultado na auséncia da Cx43 no ovario foi a paragem da
foliculogénese antes dos foliculos se tornarem multilaminares e, de facto, os ovécitos dai
resultantes apresentavam grandes anomalias morfoldgicas, sendo incapazes de maturar. Este
trabalho veio comprovar a importancia desta conexina na correcta formac¢do do foliculo
ovarico. Outro estudo em 2005, procurou uma relagdo entre os efeitos da FSH e LH na
expressao de Cx43 nos complexo cumulus-ovécito e concluiu que o estado de maturagdo do
ovécito, assim como a duragdo do tratamento com as hormonas afecta a expressao da Cx43

(Pant et al., 2005).

1.4.3. Apoptose

A apoptose ou morte celular programada é um tipo de resposta celular a diferentes
estimulos exdgenos e endégenos e consiste, basicamente, num processo de auto-eliminagao
controlado que protege o organismo de danos causados por uma morte celular indiscriminada
(Grivicich et al., 2007).

A activacdo da apoptose pode ser feita de duas maneiras distintas: pela via extrinseca
(citoplasmatica) ou pela via intrinseca (mitocondrial). A primeira é desencadeada pela ligacdo
de ligandos especificos a um grupo de receptores da membrana da superfamilia dos
receptores de factores de necrose tumoral (rTNF). A segunda é activada por stress intracelular
ou extracelular como por exemplo, a privagdo de factores de crescimento, danos no ADN,

hipdxia, activacdo de oncogenes, exposicdo a luz ultra-violeta ou a agentes de quimioterapia
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(Grivicich et al., 2007). Tanto na via extrinseca como na via intrinseca sdo activadas umas
proteases essenciais a apoptose, as caspases.

Este tipo de morte programada é um fendmeno bastante rapido: primeiramente ha
uma contraccao da célula que leva a perda da aderéncia com a matriz extracelular e células
vizinhas (Lavin e Watters, 1993; Grivicich et al., 2007). Na globalidade a morfologia dos
organelos celulares é mantida, com excepc¢do, em alguns casos, de eventuais rupturas que a
membrana externa das mitocondrias pode sofrer. Seguidamente ocorre condensag¢do da
cromatina havendo uma concentragao desta junto a membrana nuclear. Hd também formacgao
de prolongamentos a partir da membrana celular e o nucleo desintegra-se em fragmentos
envoltos pela membrana nuclear. Estes prolongamentos aumentam de nimero e tamanho e
rompem, originando estruturas chamadas corpos apoptdticos. Estes sdo rapidamente
fagocitados por macréfagos e removidos sem causar um processo inflamatério. Outra
caracteristica muito marcante da morte por apoptose é a fragmentacao internucleossdomica do
ADN, em que uma endonuclease é activada e produz estes fragmentos de ADN de tamanhos
variaveis, mas sempre multiplos de 200 pares de base (Sambade, 2005; Grivicich et al., 2007).

A apoptose pode ocorrer, no desenvolvimento folicular, em pelo menos quatro
compartimentos celulares diferentes: nas células da teca, nas células murais da granulosa, nas
células do cumulus e no préprio ovdcito (Mikkelsen et al., 2001). A apoptose nas células murais
da granulosa e nas células do cumulus esta associada com a atresia folicular durante os ciclos
ovaricos naturais (Yuan e Giudice, 1997) e estimulados (Hgst et al., 2000). Este processo celular
é um dos parametros mais avaliados nas células do cumulus de ratinho, cabra, bovino e
humanos (Lee et al., 2001; Mikkelsen et al., 2001; Raman et al., 2001; Hgst et al., 2002;
Moffatt et al., 2002; Ikeda et al., 2003; Corn et al., 2005; Yuan et al., 2005; Abu-Hassan et al.,
2006; Han et al., 2006).

Em humanos, os autores tentam relacionar este pardmetro com a idade da mulher, com a

qualidade, maturacdo e competéncia de desenvolvimento do ovécito envolvido pelas células
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do cumulus, assim como com a taxa de fertilizacdo e qualidade do embrido a que o ovécito deu
origem. Os primeiros estudos sugeriram que ovdcitos nao fertilizados apresentavam células do
cumulus com maior taxa de apoptose do que células do cumulus que circundavam ovdcitos
que fertilizaram. Estabeleceu-se ainda uma correlacdo negativa entre a incidéncia de apoptose
nas células do cumulus e a qualidade do embrido (Lee et al., 2001). Em termos do estado de
maturacao do ovdcito foi observada uma percentagem relativamente maior de apoptose nas
células do cumulus de ovdcitos imaturos quando comparadas com células do cumulus de
ovécitos em MIl. Por outro lado, ovdécitos em MIl com percentagens mais elevadas de
apoptose nas células do cumulus circundantes tinham taxas de fertilizagdo mais baixas (Hgst et
al., 2000). Visto que a apoptose nas células do cumulus tem influéncia na maturagdo ovocitaria
(Hgst et al., 2000; Corn et al., 2005), observou-se que gametas e embrides obtidos de
complexos cumulus-ovécito com baixa incidéncia de apoptose nas células do cumulus tém
maior probabilidade de dar origem a embrides com melhor qualidade (Corn et al., 2005).
Outros estudos focados na apoptose relatam que células do cumulus provenientes de ovarios
com um foliculo dominante apresentam menores taxas de apoptose em comparac¢do com
células do cumulus de ovarios sem foliculo dominante (Mikkelsen et al., 2001), que células do
cumulus expostas a espermatozdides aumentam os seus marcadores apoptdticos em
comparagdao com células do cumulus ndo expostas aos gametas masculinos (Moffatt et al.,
2002) e, por ultimo, que existe uma relacdo entre a maior incidéncia de apoptose nas células
do cumulus e a idade da mulher (Lee et al., 2001; Moffatt et al., 2002).

Apesar destes resultados ja publicados, outros trabalhos ndo conseguiram observar,
por exemplo, a relacdo da morte celular programada nas células do cumulus com o estado de
maturacdo do ovdcito (Mikkelsen et al., 2001; Hgst et al., 2002), assim como com a fertilizacdo
e a qualidade embrionaria (Abu-Hassan et al., 2006). Deste modo, o estabelecimento de uma
relacdo entre a apoptose nas células do cumulus e a qualidade do ovdcito, a fertilizacdo e

mesmo o estabelecimento de gravidez continua em aberto.
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1.4.4. Gendmica e Protedmica

Outros estudos, com inicio em 2004 (McKenzie et al., 2004) e que recorreram a
técnicas de Microarrays, Reaccdo em Cadeia da Polimerase com Transcriptase Reversa (RT-
PCR) e RT-PCR quantitativo, centram-se mais na gendmica e transcriptémica das células do
cumulus e da sua relacdo com a competéncia de desenvolvimento do ovécito, com o
desenvolvimento do blastocisto, com as taxas de fertilizagdo e de gravidez (McKenzie et al.,
2004; Feuerstein et al., 2007; Cillo et al., 2007; Assou et al., 2008; Hamel et al., 2008; Anderson
et al., 2009; Assidi et al., 2011; Ouandaogo et al., 2011; Regassa et al., 2011).

Esta procura de novos biomarcadores envolve genes como sintetase de acido
hialurénico 2 (HAS2), ciclooxigenase 2 (COX2; PTGS2), gremlin (GREM1), proteina reguladora
da esteroidogénese aguda (STAR), anfiregulina (AREG), desaturase de estearoil-coenzime A 1 e
5 (SCD1 e SCD5), Cx43, a pentraxina-3 (PTX3), B-cell lymphoma 2-like protein 11 (BCL2L11),
fosfoenolpiruvato carboxicinase 1 (PCK1), nuclear factor 1 B-type (NFIB), factor neurotrdfico
derivado do cérebro (BDNF), entre outros (McKenzie et al., 2004; Anderson et al., 2009;
Feuerstein et al., 2007; Cillo et al., 2007; Assou et al., 2008).

De facto, observou-se que a elevada expressdo nas células do cumulus de PCK1,
BCL2L11 e NFIB pode prever o desenvolvimento do ovécito em embrido e prever a ocorréncia
de gravidez (Assou et al., 2008). A baixa expressdo de STAR, AREG, Cx43, PTGS2, SCD1 e SCD5
esta relacionada negativamente com a competéncia do ovdcito (Feuerstein et al., 2007). Por
outro lado, esta competéncia do desenvolvimento pode ser positivamente associada com a
elevada expressdo de HAS2, GREM1 (Cillo et al., 2007, Anderson et al., 2009) e PTGS2
(Anderson et al.,, 2009), assim como, pode ser positivamente associada com o
desenvolvimento embrionario (Anderson et al., 2009). De facto, a elevada expressdo de
GREM1 e a baixa expressdao de BDNF foram descritos como indicadores positivos e negativos,

respectivamente, da qualidade embrionaria (Anderson et al., 2009).
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1.5. Objectivos

Como referido anteriormente, as células do cumulus sdo as células mais préximas do
ovoécito e usufruem duma estreita associacdo com a célula germinal. Visto que andlises
directamente no ovécito o podem danificar e destruir, impossibilitando a sua utilizacdo nas
técnicas de reprodugao assistida, novas abordagens s3ao necessarias para se aceder a sua
maturagao e qualidade. Assim, uma correcta avaliagao de certos parametros fisiologicamente
importantes nas células do cumulus podera conduzir ao estabelecimento duma relagdo com o
estado de maturagao e qualidade do ovécito correspondente e até com o desenvolvimento e
gualidade embriondrias e posterior gravidez.

Deste modo, o objectivo deste trabalho é o estudo e avaliagdo nas células do cumulus de
parametros como a sua densidade por ovdcito, a presenca e expressdo de receptores de
progesterona e de Cx43 e a incidéncia de apoptose. Espera-se portanto que estes parametros
tenham uma relagdo com a maturidade e qualidade do ovdcito, assim como, com as taxas de
fertilizacdo, de desenvolvimento embriondrio ou de gravidez apds a realizacdo das técnicas de
reproducdo assistida.

Com este trabalho pretende-se desenvolver um conjunto de testes rapidos, facilmente
executdveis e eficazes que possam ser realizados em centros de procriagdo medicamente
assistida e que permitam caracterizar o estado das células do cumulus de um dado ovdcito.
Como objectivo Ultimo esta caracterizacdo dos parametros nas células do cumulus devera
permitir a seleccdo ou ndo de ovdcitos a injectar ou inseminar nas técnicas de reproducdo
assistida ou a seleccdo do embrido, que se desenvolveu a partir do ovdcito em estudo, para ser

ou ndo transferido para o Utero da paciente.
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2.1. Materiais e Reagentes

Todos os reagentes utilizados neste trabalho foram adquiridos a Sigma (St. Louis, MO,

EUA), salvo excepgdes referenciadas ao longo do texto.

2.2. Material Biolégico

O material bioldgico foi utilizado de acordo com as directrizes éticas dos HUC e com o
devido consentimento das pacientes. As células do cumulus foram obtidas de pacientes que
apos um protocolo de estimulagdao hormonal, foram submetidas a pungdo folicular ecoguiada
para se proceder a técnica de injecgdo intracitoplasmatica de um espermatozdide (ICSI), no
Servi¢o de Reprodugao Humana dos HUC.

Este estudo foi efectuado num total de 137 mulheres que foram submetidas a técnica
de ICSI de Outubro de 2011 a Junho de 2012. Utilizou-se apenas as amostras de células do
cumulus cujos ovdcitos iriam ser submetidos a ICSI, visto que nesta técnica estas células sdo
removidas e descartadas, de modo ao técnico de laboratério poder manipular e injectar o
ovécito com melhor campo de visdo. Na técnica de FIV ndo se procede a remogao das células

do cumulus.

2.2.1. Obtencao e Preparac¢ao das Células do Cumulus

Um total de 1221 complexos cumulus-ovdcito foi recolhido através de puncdo folicular
ecoguiada. Os ovdcitos foram desnudados (separacdo das células do cumulus do ovdcito)
através de manipulagdo com micropipeta e tratamento enzimatico com a hialuronidase
SynVitro Hyadase (Origio, Malgv, Dinamarca). Consoante o tipo de teste a que se iria proceder,

os ovocitos de uma mesma paciente foram desnudados em conjunto ou em separado (figura
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12). As amostras de células do cumulus foram mantidas em meio Flushing (Origio, Malgv,

Dinamarca) até ao tratamento das mesmas.

Desnudagdo do Pool de Ovécitos | | Desnudagéo Individual dos Ovécitos

CCO's

Separacao das
€C do Ovdcito

Distribui¢do das
CC pelas placas

Figura 12- Esquema da Desnudagdo dos ovdcitos e Obtencdo das células do cumulus. As
células do cumulus estudadas neste trabalho foram obtidas através da Desnudagdo do
Pool de ovdcitos (a esquerda) ou através da Desnudagdo individual dos ovécitos (a
direita). CCO’s (complexos cumulus-ovacito); CC (células do cumulus).

2.3. Testes Laboratoriais

2.3.1. Quantifica¢do do Numero de Células do Cumulus por Ovdcito

Antes de se efectuar qualquer teste, procedeu-se ao cdlculo da concentracdo de
células do cumulus de cada amostra. Apds as amostras serem recebidas foram submetidas a
centrifugacdo (300 g durante 5 min) e posteriormente, o sobrenadante foi descartado e,
consoante, o pellet formado foi adicionado um volume conhecido de solucdo salina
tamponizada com fosfato (PBS). Seguidamente, colocaram-se 10 uL da amostra numa camara
de Makler, procedeu-se a contagem de células do cumulus. Efectuou-se o calculo da

concentracdo da amostra e do numero médio de células do cumulus por ovécito.
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2.3.2. Teste do Azul de Tripano

A grande maioria dos testes de viabilidade baseia-se no colapso da integridade da
membrana, determinado pela internalizacdo de um corante ao qual a célula é normalmente
impermedvel. Neste trabalho recorreu-se ao teste do Azul de Tripano, em que as células com a
membrana intacta ndo incorporam o corante, enquanto as células ndo viaveis ficam marcadas
de azul, quando vistas ao microscépio 6ptico (Mascotti et al., 2000; Lopes, 2008).

O procedimento consistiu na mistura de 5 puL da amostra com 5 pL de uma solu¢do de 0,4%
(v/v) Azul de Tripano, procedendo-se a uma incubac¢do de 2 min a temperatura ambiente (Ta).
De seguida, retiraram-se os 10 uL da solu¢do para uma lamina, cobriu-se com uma lamela e
observou-se num microscopio 6ptico de campo claro (Olympus Model CHS-G, Olympus,
Hamburgo, Alemanha) com uma objectiva de 40x. Procedeu-se a contagem de 100 células por
lamina e determinou-se a percentagem de células vivas (sem coloragdo) e células mortas

(coloracgdo azul).

2.3.3. Imunocitoquimica, Microscopia de Epifluorescéncia, Microscopia Confocal de

Fluorescéncia e Citometria de Fluxo

A técnica de imunocitoquimica, optimizada a partir do protocolo descrito em Ramalho-
Santos et al. (2004), foi efectuada com recurso, em separado, aos seguintes anticorpos
primarios: anti-nPR-A/nPR-B  (Neomarkers, Fremont, CA), anti-mPRB (Santa Cruz
Biotechnology, Santa Cruz, CA), anti-PGRMC1 (Abcam, Cambridge, UK) e anti-Cx43 (Santa Cruz
Biotechnology). Depois da fixacdo das amostras com 2% (v/v) de formaldeido em PBS (pH=7,2)
durante 45 min, da permeabilizagdo com PBS com 1% (v/v) Triton X-100 durante 20 min, as
amostras foram bloqueadas com PBS com 100 mM de glicina e 1mg/mL de albumina sérica
bovina (solucdo de bloqueio) durante 30 min. Seguidamente, cada amostra foi incubada,

durante a noite e a Ta, com um dos anticorpos primarios mouse anti-nPR-A/nPR-B (diluicdo
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1:300), goat anti-mPRpB (diluicdo 1:200), goat anti-PGRMC1 (diluicdo 1:200) ou goat anti-Cx43
(diluicdo 1:50). Procedeu-se a lavagem das amostras com PBS com 0,1% (v/v) Triton X-100
durante 30 min e foi feita a incubagdo com os anticorpos secundarios adequados (anti-mouse
Alexa Fluor 488 ou anti-goat Alexa Fluor 568, Molecular Probes, Eugene, OR, EUA) numa
diluicdo de 1:100, durante 1 hora a 37°C no escuro. Apds nova lavagem, as células foram
ressuspendidas em solucdo de bloqueio.

De modo a optimizar as concentragdes dos anticorpos primarios, colocaram-se 10ulL de
amostra nas laminas e procedeu-se a montagem da mesma com meio de montagem para
fluorescéncia VectaShield com 4,6-diamino-2-phenylindole (DAPI; Vector Labs, Burlingame,
CA). Posteriormente, selaram-se as ldminas com verniz e estas foram observadas por
Microscopia de Epifluorescéncia no microscopio Zeiss Axioplan 2 Imaging fluorescence (Carl
Zeiss, Gottingen, Germany). As amostras foram também analisadas por Microscopia Confocal
de Fluorescéncia no microscépio Zeiss LSM 510 Meta (Carl Zeiss, Gottingen, Germany), com o
objectivo de captacdo de imagens (na Unidade de Microscopia do Centro de Neurociéncias e
Biologia Celular). Foram ainda efectuadas experiéncias controlo nas quais ndo se procedeu a
incubagcdo com os anticorpos primarios, mas apenas com os anticorpos secundarios, e
observou-se, em microscopia de epifluorescéncia, a auséncia de fluorescéncia (dados nao
apresentados).

Apds optimizagdo as amostras foram tratadas exactamente com o mesmo protocolo e
apods suspensdo em 500 pL de solucdo de blogueio foram analisadas por Citometria de Fluxo
com recurso ao citometro BD FACSCanto Il (Becton Dickinson, EUA; Centro de
Histocompatibilidade do Centro). Utilizaram-se laseres de excitacio a 488 e 633 nm,
respectivamente, para a detec¢do do fluoréforo isocianato de fluoresceina (FITC) com um filtro
bandpass 530/30 nm (para a analise do nPR) e do fluoréforo ficoeritrina-Texas Red (PE-Texas
Red) com um filtro bandpass 585/42 nm (para a andlise de mPRB, PGRMC1 e Cx43). Os dados

daqui resultantes foram analisados com o software Infinicyt V1.5 (Infinicyt, Cytognos,
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Salamanca, Espanha). Foram analisadas um minimo de 81, 1458, 486, 1188 células para o nPR-

A/B, mPRB, PGRMC1, Cx43, respectivamente.

2.3.4. Teste de Detecgao de Actividade das Caspases 3 e 7

As caspases sdo proteases cisteinicas que tém a capacidade de reconhecer e clivar
substratos que possuam residuos de aspartato e tém um papel muito importante na apoptose.
Ao clivarem os seus substratos estas proteases levam a condensac¢do e fragmentagao nuclear
gue, em conjunto com a externalizacdo de fosfolipidos do folheto interno da membrana
plasmatica levam a sinaliza¢do para as células apoptdticas serem fagocitadas por macréfagos.
Sdo conhecidas 14 caspases humanas, sendo que seis delas (caspases -3, -6, -7, -8, -9, -10)
participam na apoptose (Sambade, 2005; Grivicich et al., 2007). A caspase-3 é uma caspase
muito importante, que leva a clivagem de muitas proteinas, que por sua vez, leva ao colapso
ordenado da célula.

Através do kit usado neste trabalho, o Caspase-Glo® 3/7 Assay (G8091, Promega,
Wisconsin, EUA), consegue-se aceder com grande sensibilidade a actividade das caspases-3 e -
7. Este teste é composto por um substrato pré-luminescente contendo a sequéncia DEVD
(Asp[OMe]-Glu[OMe]-Val-Asp[OMe]) reconhecida pelas caspases-3/7 e por uma luciferase
termoestavel num sistema tampdo optimizado para a actividade das caspases-3/7, assim
como, para a actividade da luciferase e para a lise celular. Quando se adiciona o reagente
Caspase-Glo® 3/7 a uma amostra celular ocorre clivagem do substrato pelas caspases, e a
subsequente libertacdo de aminoluciferina livre, sendo esta consumida pela luciferase,
originando um sinal luminoso (figura 13). Este sinal luminoso produzido é directamente
proporcional a quantidade de actividade das caspases. Esta técnica é desenhada de modo a ser

usada em placas multi-pogos e a leitura feita num lumindmetro (O’Brien et al., 2003).
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Figura 13- Representagdo esquematica dos passos da reacgdo do teste
Caspase-Glo™ 3/7 (adaptado de O’Brien et al., 2003).

O protocolo deste teste foi realizado de acordo com o que estd descrito pelo
fabricante (O’Brien et al., 2003). Primeiro realizou-se a preparagdo do reagente Caspase-Glo™
3/7 e, posteriormente, a incubacdo de 100 plL deste reagente com 5000 células do cumulus
contidas num volume de 100 pL de meio PBS, durante 1 h a Ta e no escuro. Apds o periodo de
incubacao, procedeu-se a leitura no luminémetro Synergy HT Multi-Mode Microplate Reader

(BioTek, Winooski, EUA).

2.4. Analise Estatistica

A andlise estatistica dos dados foi realizada através da utilizacdo do software SPSS para
Windows (versao 20, Chicago, EUA). Verificou-se se os dados tinham uma distribuicdo normal
através do teste Kolmogorov-Smirnov. Apds se verificar a homogeneidade de variancias,
utilizou-se a ANOVA de uma via para estudar as diferencas nos parametros avaliados
relativamente a % de ovdcitos em MII, a taxa de fecundacdo, a % de embrides grau 1, a taxa de
desenvolvimento embrionario, ao estado do ovdcito, ao grau do embrido e a idade da
paciente. O teste pos-hoc utilizado foi o teste de Tukey. O teste t para amostras independentes
foi utilizado nos parametros avaliados relativamente a taxa de gravidez, ao estudo de ovdcitos
fecundados vs ndo fecundados, assim como ao estudo de ovdcitos que deram origem a

gravidez vs os que ndo deram e ao grau do embrido. Quando se verificou que a distribuicdo
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dos dados ndo era normal e/ou n3o se verificou a homogeneidade de varidncias, procedeu-se
a utilizacdo dos testes ndo paramétricos Kruskal-Wallis e Teste Mann-Whitney. Visto os dados
ndo terem uma distribuicdo normal, para estudar as correlacdes recorreu-se ao teste de
Spearman. Os resultados foram expressos como médias + desvio-padrao e as diferencas foram

consideradas estatisticamente significativas quando associadas a um valor de p <0,05.
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De modo a tentar estabelecer a importancia do estado das células do cumulus e a sua
influéncia no estado de maturacdo/qualidade do ovdcito, do embrido resultante e possivel
gravidez, os parametros monitorizados ao longo deste trabalho foram relacionados com
parametros clinicamente importantes obtidos apds as técnicas de reproducdo assistida. Mais
precisamente, os dados referentes as células do cumulus obtidas do pool de ovécitos (figura
14) foram relacionados com os seguintes parametros:

e percentagem de ovdcitos em metafase Il (n2 ovdcitos em MII/n? total de ovdcitos do

pool);

e taxa de fecundagdo (n2 de ovdcitos fecundados/n? de ovdcitos injectados pela técnica

de ICSI);

e percentagem de embrides grau 1 (n2 embrides grau 1/n2 embrides grau 1+2+3);

e taxa de desenvolvimento embrionario (n2 embrides/n? de ovdcitos fecundados);

taxa de gravidez.

Quando os ovdcitos foram desnudados separadamente (figura 12) e as células do cumulus
foram estudadas isoladamente e os dados obtidos relacionados com o estado de qualidade do
ovécito desse complexo (MIl, MI, degenerado (DEG) + atrésico (AT)); com o grau do embrido
resultante e se o ovdcito em causa participou ou ndo para a gravidez. Em ambas as abordagens

de estudo os dados foram também relacionados com a idade da paciente.

3.1. Numero de Células do Cumulus por Ovdcito e Viabilidade das Células do Cumulus

O numero médio de células do cumulus que rodeiam o ovécito é um dado que se
considerou relevante e assim, em amostras de células do cumulus (CC) provenientes do pool
de ovdcitos efectuou-se uma média do nimero de CC/ovécito e em amostras de células do
cumulus isoladas de um sé ovdcito contabilizou-se o nimero de CC/ovécito. O nimero médio

destas células por ovdcito é de 17216 + 24227, com um minimo observado de 167 CC/ovdcito
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e um maximo de 245000 CC/ovdcito (tabela 2). Em células do cumulus provenientes apenas de
ovacitos em M, observa-se que o valor médio destas células é de 13667 + 13792 CC/ovdcito
(tabela 2). Determinou-se ainda a viabilidade das amostras, constatando-se que em média 59%

+ 21 das células se encontravam vivas, segundo o teste do Azul de Tripano (tabela 2).

Tabela 2- Resultados Descritivos do Numero de CC/Ovécito e Viabilidade das Células do cumulus

Ne de CC/

N2 de CC/Ovdcito Ovécito em Ml Viabilidade
Média 17216 13667 59%
Minimo 167 2000 3%
Maximo 245000 57500 90%
Desvio Padrao 24227 13792 21
N 152 18 52

Quandoo se procedeu a contagem das células do cumulus de cada ovdcito, observou-
se que ovdcitos em MIl apresentam um maior nimero de células do cumulus (13667 + 13791
CC/ovdcito) do que ovécitos em MI (3750 + 2872 CC/ovdcito) e que estes ultimos parecem
apresentar uma tendéncia para possuirem menor numero de células do cumulus do que o

grupo de DEG + AT (7636 + 5002 CC/ovdcito; p=0,05) (figura 14.A).
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Figura 14 — Nimero de CC/Ovdcito consoante o Estado dos Ovdcitos: A. Nimero de CC de ovdcitos
em MIl, em Ml e ovdcitos DEG + AT; B. Nimero de CC/Ovécito Vs Percentagem de Ovdcitos em Ml
do Pool. * p <0,05; # p=0,05. Os dados sdo expressos em média * desvio padrao.
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Ja quando se avaliou o nimero de CC/ovécito de células do cumulus provenientes de
pools de ovécitos com diferentes qualidades, isto é, grupos de ovdcitos com diferentes
percentagens de ovdcitos em Mll, ndo se verificaram diferencgas (p=0,778; figura 14.B).

Também ndo se observou uma influéncia estatisticamente significativa do nimero de
CC/ovécito na taxa de fecundacdo dos ovdcitos correspondentes, assim como, na percentagem
de embrides de grau 1, na taxa de desenvolvimento embrionario nem na taxa de gravidez
(tabela 3). Por outro lado, quando avaliados individualmente, ndo se verificaram diferencgas
estatisticamente significativas no nuimero de CC/ovécito entre os grupos de ovdcitos

fecundados e ndo fecundados (tabela 3).

Tabela 3- Dados Descritivos do Nimero de CC/Ovdcito consoante o Pardmetro Clinico em Estudo

Taxa de Fecundagao Fecundagdo do Ovdcito
276% 50% - 75% <49% Fecundado Nao Fecundado
18297 + 21840 | 17001 + 13062 18174 + 15002 11143 + 9662 14429 + 19370
p=0,795 p=0,971
% Embrides de Grau 1 Grau do Embriao
276% 50% - 75% <49% 1 2+3
18932 + 20911 | 17254 +13090 | 15319+ 10296 | 14778 +£10035* | 4600 + 4336 *
p=0,790 *p=0,029
Taxa de Desenvolvimento Embrionario Ovdcito originou Gravidez
276% 50% - 75% <49% Nao Sim
17543 £ 19030 | 17118 £ 13737 | 20529 + 11285 13300 £ 10778 8000
p=0,345 p=0,727
Taxa de Gravidez
Negativa Positiva
16060 + 13838 26294 + 26525
p=0,087
Idade
< 29 Anos 30 - 34 Anos 2 35 Anos
21590 + 20192 13839 + 10841 15837 £ 17390
p=0,756

Verificou-se, no entanto, que embrides de grau 1 provém de ovécitos com mais células do
cumulus (14778 + 10035 CC/ovdcito) do que embrides de grau 2 e 3 (4600 * 4336 CC/ovdcito;
tabela 3). Contudo, o nimero de células do cumulus nao indica se o ovdcito em causa deu ou
ndo origem a gravidez e a idade da paciente também n3o influenciou o nimero de CC/ovécito

(tabela 3).
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3.2. Receptores de Progesterona - Presenca, Localizagao e Expressao

Em relagdo aos receptores de progesterona, estudou-se a sua presenga, assim como, a
sua localizacdo por Imunocitoquimica, Microscopia de Epifluorescéncia e Microscopia Confocal
de Fluorescéncia e a sua expressdo (analise da percentagem de células marcadas e da
intensidade de fluorescéncia) através de Citometria de Fluxo.

Deste modo, verificou-se que os trés receptores estdo presentes nas células do cumulus
humanas. O receptor gendmico nPR-A/B pode localizar-se ndo s6 no nucleo mas também no
citoplasma das células do cumulus (figura 15). O receptor mPRB parece localizar-se de uma
forma heterogénea na membrana plasmatica destas células (figura 15) e isto é também
comprovado com um ensaio em que ndo se procedeu a permeabilizagdo das células, em que
estas emitiam na mesma fluorescéncia (dados ndo apresentados). Quanto ao PGRMC1, como
se vé no detalhe da figura 15 (E3), ha localizacdo deste receptor no citoplasma das células do
cumulus, formando inclusive uma espécie de anel a volta do nucleo. No ensaio em que ndo se
procedeu a permeabilizacdo das células, foi notdria a existéncia de fluorescéncia, no entanto,
ndo tdo intensa (dados ndo apresentados). Parece assim existir uma localiza¢do citoplasmatica

e membranar deste receptor.
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nPR-A/B

mPRB

PGRMC1

Figura 15 - Células do cumulus humanas a expressar os trés receptores de Progesterona. Fotografias
de Microscopia Confocal de Fluorescéncia (A e B); de Contraste de Fase (C); Sobreposicdo de
fotografias de Microscopia Confocal de Fluorescéncia e Microscopia de Contraste de Fase (D) e
Microscopia de Epifluorescéncia (E). 1- nPR-A/B (verde), 2- mPRB (vermelho), 3- PGRMC1
(vermelho). O nucleo das células foi marcado com DAPI (azul).
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Apds verificar a presenca e localizacdo destes receptores quantificou-se a sua
expressao através da analise da percentagem de células marcadas e também a intensidade de
fluorescéncia para cada receptor. Assim sendo, procedeu-se a andlise das amostras por
Citometria de fluxo. Observou-se que ha uma maior percentagem de células do cumulus
marcadas para o nPR-A/B (76% +* 23) do que para o mPRB (41% + 25; p=0,002; figura 16.A). No
entanto, ndo existem diferencas relativamente ao PGRMC1. Em relacdo a intensidade de
fluorescéncia para cada receptor, ndo foram observadas diferengas estatisticamente

significantes entre eles (figura 16.B).
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nPR-A/B mPRB PGRMC1 - nPR-A/B mPRB PGRMC1
(n=10) (n=10) (n=12) (n=10) (n=10) (n=12)

Figura 16 - Células Marcadas (A) e Intensidade de Fluorescéncia (B) dos trés Receptores de
Progesterona nas células do cumulus. * p <0,05. Os dados sdo expressos em média + desvio padrao.

De seguida, procedeu-se a avaliagdo destes mesmos parametros (percentagem de
Células marcadas e Intensidade de fluorescéncia) relativamente a maturacdo do pool de
ovocitos dos quais as células do cumulus foram isoladas, ou seja, relativamente a percentagem
de ovécitos em MIl de cada amostra. Deste modo, células do cumulus provenientes de pools
de ovécitos com > 76% de ovdcitos em M, apresentam maior marcagdo para o receptor nPR-
A/B (85% + 9) do que para o PGRMC1 (58% * 17; p=0,034; figura 17). Ja células do cumulus
provenientes de pools de 50%-75% e <49% de ovoécitos em MIl ndo apresentaram diferengas
na marcacgdo para os trés receptores de progesterona (figura 17). Quando comparados os trés

grupos com diferentes graus de maturacdo dos ovdcitos entre si, também ndo foram
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observadas diferencas estatisticamente significativas relativamente a percentagem de células

marcadas para cada receptor (figura 17).
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Figura 17 — Células Marcadas para os Receptores de Progesterona nas células do cumulus
consoante a percentagem de Ovdcitos em MIl do Pool de Ovécitos. Respectivamente para
nPR-A/B, mPRB, PGRMC1: n= 4, 3, 7 (276%); n= 4, 5, 3 (50%-75%); n= 2, 2, 2 (<49%). * p
<0,05. Os dados sdo expressos em média + desvio padrao.

Em relagdo a Intensidade de fluorescéncia, as amostras com 2= 76% de ovdcitos em
MIl possuem células do cumulus em que o PGRMC1 apresenta uma intensidade de
fluorescéncia inferior (28646 + 16275) tanto a intensidade de fluorescéncia do nPR-A/B (70146
+ 28928; p= 0,024) como a intensidade de fluorescéncia do mPRpB (80921 + 34881; p=0,033).
Contudo, a intensidade de fluorescéncia do nPR-A/B e do mPRB ndo diferem entre si
(p=0,857). A intensidade de fluorescéncia do mPRB nas células do cumulus provenientes de 2
76% de ovdcitos em MIl é superior a intensidade de fluorescéncia do mPRpB nas células do
cumulus provenientes de 50%-75% de ovdcitos em MII (20380 + 16422; p=0,019), mas ndo se
observou diferengas relativamente ao grupo de <49% de ovécitos em MIl (29354 + 4753).
Neste ultimo grupo ndo se observaram diferencas entre a intensidade de fluorescéncia de cada

receptor (figura 18).
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Figura 18 - Intensidade de Fluorescéncia para os Receptores de Progesterona nas células
do cumulus consoante a percentagem de Ovdcitos em MIl do Pool de Ovdcitos.
Respectivamente para nPR-A/B, mPRB, PGRMC1: n= 4, 3, 7 (276%); n= 4, 5, 3 (50%-75%);
n=2, 2,2 (249%). * p <0,05. Os dados sdo expressos em média * desvio padrao.

N3o foi encontrada qualquer relagdo estatisticamente significativa queo comparada a
percentagem de Células marcadas e a Intensidade de fluorescéncia das células do cumulus
para os receptores de progesterona com a taxa de fecundacdo dos ovdcitos do pool, a
percentagem de embrides de grau 1 a que o pool de ovécitos deu origem, a taxa de

desenvolvimento embrionario, com a taxa de gravidez e com a idade da paciente (tabela 4).
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Tabela 4 - Dados Descritivos da Percentagem de Células do cumulus marcadas e Intensidade de
Fluorescéncia para os trés Receptores de Progesterona consoante o Parametro Clinico em estudo

nPR-A/B

PGRMC1

> 76% 78+ 4 45597 + 8068 49 +30 | 68129 +37935 | 60+20 | 19547 + 7259
50% - 75% 75+28 | 50496 +36004 | 35+24 | 14668 +11920 | 55+12 | 40768 + 41340
< 49% 98 52252 38+28 | 36092 +14281 | 63+13 | 27345+ 11631
0,725 0,98 0,767 0,067 0,747 0,588
> 76% 76 £26 | 50611+ 32869 | 42+25 | 32679+24832 | 62+12 | 57790 + 48275
50% - 75% 75 39892 62 3982 47+6 | 22233 +11311
<49% 18 25993 66 +16 | 22521 + 11035
0,549 0,32 0,59 0,217 0,601 0,331
> 76% 66+29 | 34796+ 14698 | 43+28 | 35541+24706 | 58+ 11 | 45798 * 38559
50% - 75% 95+1 72835+ 36816 | 42+29 | 73593 +59903 | 60+18 | 22655 +9110
<49% 77 £17 | 54658 + 50719 31 7397 48 10120
p 0,422 0,403 0,927 0,255 0,781 0,353
[0 de rauer
Negativa 71+24 | 50586 +30770 | 34+29 | 35062 +27828 | 60+ 14 | 35969 + 30300
Positiva 94 46802 43 +19 | 53191 + 45403 44 18539
p 0,385 0,911 0,599 0,482 0,3 0,6
[ e |
<29 Anos 80 51302 59+20 | 16252 + 9097
30-34 Anos 70+£25 | 43824 +25750 | 36+30 | 15345+10626 | 58+17 | 43369 + 43381
235 Anos 95+1 51048 + 36069 | 44+24 | 51048 +36069 | 57+10 | 32538 + 18914
p 0,448 0,464 0,664 0,141 0,988 0,51

Barbara Lourengo
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3.3. Conexina 43 - Presenca, Localizagdo e Expressao

A semelhanca do que foi efectuado para os receptores de progesterona, estudou-se a
presenca e localizacdo da conexina 43 (Cx43) por Imunocitoquimica, Microscopia de
Epifluorescéncia e Microscopia Confocal de Fluorescéncia e, posteriormente, a sua expressao
(andlise da percentagem de células marcadas e da intensidade de fluorescéncia) através de
Citometria de Fluxo.

Verificou-se que a Cx43 se localiza de uma forma heterogénea na membrana
citoplasmatica das células do cumulus, observando-se zonas pontilhadas onde a fluorescéncia

se apresentou mais intensa (figura 19).

Conexina 43

Figura 19 - Células do cumulus humanas a expressar Cx43. Fotografias de Microscopia Confocal de
Fluorescéncia (A e B); de Contraste de Fase (C); Sobreposi¢do de fotografias de Microscopia Confocal de
Fluorescéncia e Microscopia de Contraste de Fase (D) e Microscopia de Epifluorescéncia (E). A Cx43
emite fluorescéncia vermelha e o ntcleo das células foi marcado com DAPI (azul).
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Na analise feita através de citometria de fluxo foi possivel estabelecer que 48% * 14 das

células encontravam-se marcadas para esta proteina e a sua intensidade de fluorescéncia foi

de 26555 * 20062 (figura 20).
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Figura 20 - Células Marcadas (A) e Intensidade de Fluorescéncia (B) de Cx43 nas
células do cumulus. Os dados sdo expressos em média + desvio padrao.

Quando a percentagem de células do cumulus marcadas e a intensidade de

fluorescéncia para Cx43 foram estudadas consoante a percentagem de ovécitos em Mll, ndo

foram reveladas diferencas estatisticamente significativas (figura 21).
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Figura 21 - Células Marcadas (A) e Intensidade de Fluorescéncia (B) da Cx43 nas células do cumulus
consoante a percentagem de Ovdcitos em MIl do Pool de Ovécitos. Os dados sdo expressos em
média * desvio padrdo.

Barbara Lourengo
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Nao foi encontrada qualquer relacdo entre a percentagem de células marcadas e a
intensidade de fluorescéncia de Cx43 nas células do cumulus com a taxa de fecundacao dos
ovdcitos do pool, a percentagem de embrides de grau 1 a que o pool de ovdcitos deu origem e
com a taxa de desenvolvimento embriondrio. Apesar da intensidade de fluorescéncia nao
apresentar nenhuma relacdo com a taxa de gravidez, a percentagem de células do cumulus
marcadas para Cx43 é, no entanto, estatisticamente mais elevada nas células do cumulus de
mulheres que engravidaram (64% + 9,2) em relagdo a mulheres que nado engravidaram (40% *
9,8; p= 0,026; tabela 4). A idade da mulher também ndo influencia a percentagem de células

do cumulus marcadas e a intensidade de fluorescéncia para a Cx43 (tabela 5).

Tabela 5 - Dados Descritivos da Percentagem de Células do cumulus marcadas e Intensidade de
Fluorescéncia para a Conexina 43 consoante o Parametro Clinico em estudo

4 % de Ce 2 arcada 4 e dade de ore

Taxa de Fecundagao Taxa de Fecundagao

276% 50% - 75% <49% 276% 50% - 75% <49%

49 +17 52+14 366 36568 + 23015 26587 + 21167 11455 + 3759
p=0,423 p=0,440

% de Embrides de Grau 1 % de Embrides de Grau 1

276% 50% - 75% <49% 276% 50% - 75% <49%

47 £ 20 49+ 12 40+ 12 28406 *+ 29479 14298 + 4558 23181 + 7864
p=0,880 p=0,452

Taxa de Desenvolvimento Embrionario Taxa de Desenvolvimento Embrionario

276% 50% - 75% <49% 276% 50% - 75% <49%

44 + 12 47 +17 14094 + 4543 26438 + 21319
p=0,792 p=0,374

Taxa de Gravidez Taxa de Gravidez
Negativa Positiva Negativa Positiva
40 £ 10* 64 + 9* 17104 + 6658 35925 + 37310
*p=0,026 p=0,209
Idade Idade
<29 Anos 30-34 Anos | 235 Anos <29 Anos 30-34 Anos 235 Anos

56 + 22 42 +10 49+ 12 44540 + 30955 21655 + 6546 11828 + 3232

p=0,467 p=0,148
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3.4. Actividade das Caspases-3/7

Por ultimo, avaliou-se a actividade de duas caspases essenciais ao processo de
apoptose, as caspases 3 e 7. Novamente, a obtencdo das amostras de células do cumulus
obedeceu a duas abordagens, o que resultou na analise da actividade das caspases de células
do cumulus por ovécito e de células do cumulus por pool de ovécitos. Os resultados seguintes
expressam-se em unidades relativas de luz (RLU).

Em primeiro lugar foi possivel estabelecer uma correlagdo negativa entre a actividade
das caspases por ovocito e o numero de células do cumulus por ovdcito (r=-0,447; p=0,012).

Posteriormente analisou-se os dados da actividade das caspases nas células do
cumulus consoante a maturagao dos ovdcitos. e no estudo das células do cumulus por ovécito,
constatou-se que ndo existem diferencas na actividade destas caspases entre os ovdcitos em
MII (1784 + 1545 RLU), em MI (1893 + 1832 RLU), DEG e AT (3273 + 6800 RLU) (p=0,776; figura
22.A). Também ndo se detectam diferencas estatisticamente significativas quando comparada
a actividade destas proteases em pools de ovdcitos com a percentagem de ovécitos em Mil

(p=0,065; figura 22.B).

A B

= 12000 - =

2 S 12000 -

£ 10000 - =

g § 10000 -

- ©

g 8000 S 8000 -

S S

» 6000 - w 6000 -

3 3

o 4000 - 3273 o 4000 -

© e

© 1784 1%3 © 27712

2 2000 - 718 2 2000 - 1?6 T 9i6

g | | | | g ] | | [

< 0 T T < O T T 1
Mil Mi DEG + AT 276% 50%-75% <49%
(n=17) (n=5) (n=9) (n=10) (n=8) (n=8)

Qualidade do Ovdcito % de Ovocitos em Ml

Figura 22 — Actividade das Caspases-3/7 nas Células do cumulus consoante o Estado dos Ovécitos: A.
Actividade das Caspases por Ovdcito. B. Actividade das Caspases consoante a percentagem de ovécitos
em MiIl do Pool de Ovécitos. Os dados sdo expressos em média + desvio padrao.
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Nao se verificaram diferencas na actividade das caspases em relacdo a taxa de

CC de Pool de Ovdcitos

entre ovdcitos fecundados e ndo fecundados (tabela 6).

fecundacao dos ovécitos, assim como em relacdo a taxa de desenvolvimento embrionario e a
taxa de gravidez (tabela 6). Quando avaliada a actividade das caspases em células do cumulus

por ovécito ndo se verificaram diferencas na actividade das caspases nas células do cumulus

Tabela 6 - Dados Descritivos da Actividade das Caspases consoante o Pardmetro Clinico em Estudo

CC por Ovécito

Taxa de Fecundagdo Fecundagdo do Ovdcito
276% 50% - 75% <49% Fecundado Nao Fecundado
1687 + 1228 1583 + 1183 1580 + 1351 2102 £ 1798 1174 + 685
p =0,983 p=0,470
Taxa de Desenvolvimento Embrionario Ovdcito originou Gravidez
276% 50% - 75% <49% Nao Sim
1813 + 1189 1267 + 1035 707 2219 + 1878 1149
p=0,474 p=0,545
Taxa de Gravidez Idade
Negativa Positiva <29 Anos | 30-34 Anos 235 Anos
1339+ 1041 1569 + 1061 2487 £ 754 | 1348 + 2165 | 2621 + 4687
p = 0,667 p =0,078
Idade
<29 Anos 30-34 Anos 235 Anos
1310 + 1407 1735 + 1356 1450 + 1002
p= 0,811

Em relacdo ao grau do embrido resultante, parece existir uma tendéncia para embrides
de grau 1 terem em média menor actividade de caspases nas células do cumulus dos ovécitos

qgue lhe deram origem (1270 + 563 RLU) do que células do cumulus de ovdcitos que originaram

embrides de grau 3 (3734 = 1009 RLU; p=0,036; figura 23). Apesar de esta ser uma diferenca

estatisticamente significativa, o facto de apenas terem sido analisadas duas amostras para o

grupo de embrides de grau 3 ndo nos assegura a solidez deste resultado.

Barbara Lourengo
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Figura 23 — Actividade das Caspases-3/7 nas células do cumulus conforme o Grau do
Embrido Resultante. * p <0,05. Os dados sdo expressos em média * desvio padrao.

Contudo, também ndo houve diferengas na actividade das caspases nas células do

cumulus de ovdcitos que originaram e nao originaram gravidez e a idade da paciente também

parece ndo afectar a actividade das caspases nas células do cumulus (tabela 6).

Barbara Lourengo



Capitulo IV: Discussao

Selec¢ao de Ovdcitos para as Técnicas de Reprodugao Assistida com base no
estudo das Células do Cumulus
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Hoje em dia o maior problema das tecnologias de reproducao é a impossibilidade de se
conseguir prever a capacidade que um ovécito possui de sustentar o desenvolvimento do
embrido in vitro ou in vivo (Lucidi et al., 2003; Assou et al., 2010). Além disso, nas técnicas de
reproducdo assistida os embrides obtidos apresentam grandes diferencas, ndo s6 em termos
da sua morfologia, mas também do tempo de desenvolvimento, metabolismo e expressao de
genes (Dell’Aquila et al., 2004), o que faz com que se desenvolvam em embrides de diferentes
graus de qualidade. Visto que a morfologia, tanto do ovdcito, como do embrido, ndo consegue
prever a qualidade do mesmo (McKenzie et al., 2004; Rienzi et al., 2011), nasce assim uma
necessidade de descoberta de biomarcadores simples que indiquem a qualidade do ovécito
e/ou embrido (Rienzi et al., 2011). Estes testes deverdo ser fidveis e aplicaveis a rotina dos
centros de procriagdo medicamente assistida e, acima de tudo, ndo poderdo interferir com a
viabilidade e qualidade da célula germinal e/ou embrigo.

Deste modo, as células do cumulus surgem como as melhores candidatas na tentativa
de resposta a este problema, visto serem as células que partilham de uma maior comunicac¢do
e relagdo com o ovdcito (Canipari, 2000; Tanghe et al., 2002). Como referido no Capitulo I,
estas células desempenham func¢Ges essenciais de apoio na matura¢do e conduc¢do do ovdcito
no interior do oviducto e participagdo no acesso do espermatozéide ao ovdcito (Tanghe et al.,
2003; Van Soom et al., 2002; Russell e Robker, 2007; Huang e Wells, 2010). Estas células da
granulosa poderdao contribuir para o nosso, ainda inadequado, conhecimento dos aspectos
moleculares que envolvem o desenvolvimento de ovdcitos com capacidade de originar

embrides de melhor qualidade e consequentemente, dar origem a gravidez.

O estudo aqui apresentado veio definir um parametro importante nas células do
cumulus que sera o seu numero médio num complexo cumulus-ovécito. Além da importancia
gue podera ter em termos clinicos de se saber que nimero de células do cumulus o ovécito

possui a sua volta e qual a sua relagdo com o ovdcito e com o embrido, foi importante definir
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do ponto de vista pratico a densidade destas células para, no futuro, se saber que tipo e
guantidade de testes e técnicas se poderdo utilizar. Assim, descrevemos pela primeira vez em
humanos que um complexo cumulus-ovécito tem em média 17216 + 24227 células do
cumulus, com uma variacdo entre 167 e 245000 células do cumulus. Este valor é muito
diferente dos dois encontrados na bibliografia, que apontam para uma média de 1400 + 200
células do cumulus por complexo cumulus-ovécito em rato (Salustri et al., 1989) e uma média
de 1000 células do cumulus por foliculo, em ratinho (Salustri et al., 1990). J4 em bovino, existe
um estudo que afirma que um complexo cumulus-ovécito pode possuir em média 21000 +
2000 células do cumulus (Hashimoto et al., 1998). Pode-se concluir que a média de células do
cumulus que rodeia o ovécito humano pode diferir muito de ovdcito para ovdcito (entre 167 e
245000). Estabelece-se também que a espécie humana tem em média 12 e 17 vezes mais
células do cumulus num complexo cumulus-ovdcito do que rato e ratinho, respectivamente. O
bovino, do ponto de vista da densidade celular, sera um modelo biolégico mais adequado,
dado o seu numero médio de células do cumulus por ovdcito (CC/ovdcito) ser mais semelhante
ao da espécie humana.

Dada a escassa informacgao acerca da densidade destas células, os dados sobre a sua
relagdo com o estado de maturagdo e qualidade do ovécito sdo inexistentes. Contudo, foi-nos
possivel estabelecer que ovécitos em metafase Il (MIl) possuem mais células do cumulus
(13667 = 13791 CC/ovécito) do que ovécitos em metafase | (MI; 3750 + 2872 CC/ovdcito) e
gue estes ultimos apresentam também uma tendéncia para apresentarem um menor nimero
de células do cumulus do que o grupo dos degenerados e atrésicos (DEG + AT; 7636 + 5002
CC/ovécito; p= 0,05). Apesar do grupo de ovdcitos em MI estar representado apenas por
guatro amostras de células do cumulus, estes dados poderdo levar-nos a crer que a medida
gue o ovdcito ganha maturidade, ou seja, que progride de MI para MIl as suas células do
cumulus dividem-se mais intensamente, formando uma matriz do cumulus ndo sé mais

expandida, devido a perda da comunicacdo entre as células do cumulus (Motta et al., 1999),
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mas também mais numerosa. Comprova-se assim que a escolha dos ovdcitos para a técnica de
FIV com base na expansdo da matriz do cumulus (Veeck, 1990), tem ldgica dado estar a
escolher-se o ovécito com maior maturagao. O facto das células do cumulus em complexos
cumulus-ovoécito com ovécitos em MIl serem mais numerosos, é concordante com o descrito
por Hashimoto et al. (1998) em que descrevem que a competéncia do desenvolvimento do
ovoécito é dependente da densidade das células do cumulus que o rodeiam. Sendo que o
ovécito em Ml é o que possui maior competéncia do desenvolvimento, é entdo de esperar
que o numero de células do cumulus seja ai o mais elevado. O facto do grupo DEG + AT
apresentar mais células do cumulus do que os ovdcitos em MI poderd dever-se ao facto de
terem sido ovdcitos que progrediram até a MIl mas, por qualquer motivo, entraram em
degeneracdo e/ou atresia. E importante ainda referir que devido a comunica¢do entre as
células do cumulus e o ovécito ser bidireccional (Canipari, 2000), podera ser o ovdcito e o seu
grau de maturagdo e qualidade que estardo a influenciar a densidade das células do cumulus
gue o circundam. Seria de esperar no entanto, que no pool de células do cumulus se verificasse
gue amostras com maior percentagem de ovécitos em MIl apresentassem mais células do
cumulus. Isto ndo acontece e podera dever-se ao facto da constituicdo da amostra dos
ovécitos poder ser muito heterogénea em termos de maturacgao.

O numero de células do cumulus por ovécito calculado a partir do pool de células do
cumulus nao teve influéncia na taxa de fecundacdo dos ovdcitos, na percentagem de embrides
de grau 1 a que os ovdcitos deram origem, na taxa de desenvolvimento embrionario, assim
como, na taxa de gravidez. Apesar do numero de células do cumulus por ovécito ndo prever se
um dado ovdcito tem ou ndo capacidade de ser fecundado ou se dard origem a gravidez, o
numero destas células por ovécito é maior em ovdcitos que ddo origem a embrides de grau 1
(14778 + 10035 CC/ovdcito) em relacdo aos que ddo origem a embrides de grau 2 e 3 (4600 +
4336 CC/ovdcito). Este dado podera justificar-se com o facto de uma maior matriz do cumulus

poder providenciar um melhor meio de maturacgdo para o ovdcito (Hashimoto et al., 1998) e,
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deste modo, este ter maior competéncia do desenvolvimento e originar um embrido de
melhor qualidade quando fecundado.

Conclui-se deste modo que a escolha de ovdécitos com maior nimero de células do
cumulus ird levar ao desenvolvimento de embrides de melhor qualidade. No entanto, sera
necessario aumentar o caso de nuimeros analisados para se poderem tirar conclusdes mais
definitivas e futuramente se poder seleccionar os melhores embrides tendo em conta o
numero de células do cumulus dos ovédcitos que |hes deram origem. Em estudos futuros
pretende-se aumentar o nimero de amostras de modo a perceber se estes embrides de
melhor qualidade, originados a partir de ovdcitos com uma grande densidade de células do
cumulus, serdo capazes de gerar maiores taxas de gravidez do que os embrides que se

desenvolvem a partir de ovécitos com menos células do cumulus.

A progesterona desempenha um papel importante na reprodugao feminina (Mulac-
Jericevic e Conneely, 2004), sendo produzida no ovario e dependendo esta producdo do nivel
de estimulagdo pelas gonadotropinas e do estado fisioldgico do ovario (Peluso, 2006). A
participacdo desta hormona esterdide no desenvolvimento folicular, na ovulagio e
luteinizagdo encontra-se ja descrita (Conneely et al., 2002; Mulac-Jericevic e Conneely, 2004;
Peluso, 2006; Teilmann et al., 2006; Aparicio et al., 2011). Foi possivel estabelecer em varias
espécies (rato, porco, bovino e humano) que as células do cumulus produzem progesterona e,
inclusivamente, que esta producdo é maior com a estimulacdo de FSH e LH (Shimada e Terada,
2002; Shimada et al., 2004). Estas hormonas regulam e induzem (Hasegawa et al., 2005), a par
com a prépria progesterona (Aparicio et al., 2011), a expressao de receptores gendmicos aos
guais a hormona esterdide se liga. Neste trabalho e pela primeira vez em humanos, foram
estudados trés receptores de progesterona (um gendmico e dois ndo gendmicos) quanto a sua
localizacdo e expressao nas células do cumulus, na expectativa de puderem dar informacdes

guanto a qualidade ovocitaria.
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Hasegawa et al. (2005) estudaram as células do cumulus humanas e foceo-se no
receptor gendmico nPR-A/B, localizaram pela primeira vez a isoforma A maioritariamente no
citoplasma e a isoforma B apenas no nucleo. Ja o trabalho desenvolvido em bovinos de
Aparicio et al. (2011) demonstra que as células do cumulus associados a ovécitos em Ml
exibem o nPR-A/B no citoplasma e nas projeccdes citoplasmaticas transzonais, ndo estando
este receptor presente no nucleo. Em caninos este receptor localiza-se no nucleo das células,
aumentando a intensidade da marcagao para o receptor com o avangar do desenvolvimento
folicular (Vermeirsch et al., 2001). Outros trabalhos como o de Teilmann et al. (2006) em

ratinho, ndo reconhecem a presenc¢a do receptor gendmico de progesterona nas células do

cumulus, localizando-o no entanto no nucleo e citoplasma das células murais da granulosa e
nas células da teca. O nosso trabalho revela que o receptor gendmico podera localizar-se tanto
no nucleo como no citoplasma das células do cumulus, podendo algumas células exibir
fluorescéncia para o receptor apenas no nucleo e nunca se tendo verificado fluorescéncia
apenas no citoplasma das células. Estes dados vao de encontro com os de Aparicio et al.
(2011), que define a localizacdo deste receptor no citoplasma. No entanto, ndo sao
concordantes com a auséncia deste receptor no nucleo definida por estes autores. Por outro
lado, a localizagdo do nPR-A/B vai também de encontro com a localizacdo encontrada no
nucleo das células do cumulus de caninos (Vermeirsch et al., 2001). A localizagdo deste
receptor nas células do cumulus na espécie humana parece diferir um pouco da localizagdo do
mesmo receptor em ratinho e bovino. Os dados apresentados estdo de acordo com o Unico
trabalho em humanos Hasegawa et al. (2005), que descreve esta proteina no citoplasma e no
nucleo, no entanto, os anticorpos utilizados ndo nos permitem particularizar a localizagdo de
cada isoforma, como é feito por estes autores.

Relativamente ao receptor mPRp, este foi localizado na membrana plasmatica de

células do cumulus de suinos (Qiu et al., 2008). Em bovinos, o mPRB encontra-se igualmente na

membrana plasmatica de uma forma heterogénea, apresentando algumas células marcacao
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para este receptor na area perinuclear (Aparicio et al., 2011). Em células do cumulus humanas,
0 mPRB parece também estar localizado na membrana citoplasmatica, encontrando-se este
dado em concordancia com os trabalhos de Qiu et al. (2008) e Aparicio et al. (2011). Este é o
primeiro relato deste receptor em células do cumulus de humanos.

Se parece haver consenso para o mPRp, ja a localizacdo do PGRMC1 é um pouco
contraditéria consoante a espécie em estudo e o tipo celular. Assim, o artigo de Losel et al.
(2008) tenta clarificar o conhecimento sobre esta proteina em varios tipos celulares. Neste
trabalho, refere-se que esta proteina estd predominantemente localizada nas membranas
intracelulares e que, em algumas células hepaticas, o PGRMC1 demonstra ter uma
colocaliza¢do com o reticulo endoplasmdtico em ratinho e suino. Ja outro trabalho descreve
gue o PGRMC1 pode ter uma localiza¢gdo na superficie extracelular da membrana plasmatica
em células da granulosa de ratinho (Peluso et al., 2006), embora também se possa localizar no
nucleo das células HeLa em humanos (Beausoleil et al., 2004). Por exemplo, na linha celular do
cancro do ovario Ovcar-3 em humanos, o PGRMC1 estd presente tanto no citoplasma como no
nucleo, sendo a presen¢a no nucleo dependente do estado de fosforilagdo do receptor
(Beausoleil et al., 2004). Nas células da granulosa de ratos a presen¢a do PGRMC1 foi estudada
e observou-se que este receptor aparece num nimero limitado de células e com localizagao no
nucleo. Estes autores referem ainda que, apds tratamento com a hormona gonadotrofina
coridnica equina (eCG), para além da expressdo do PGRMC1 aumentar, a sua localizacdo
altera-se e este receptor aparece quase exclusivamente perto ou em certas zonas da
membrana plasmatica (Peluso, 2006). No trabalho de Aparicio et al. (2011) o PGRMC1 estd
localizado no citoplasma de células do cumulus de bovino, mais precisamente, na regido
perinuclear. Nas células do cumulus humanas localizdamos o PGRMC1 parece localizar-se no
citoplasma, assim como, na membrana citoplasmatica. Visto que ndo se verificou qualquer
fluorescéncia no nucleo, podemos afirmar que o PGRMC1 ndo é um receptor nuclear nestas

células em humanos. As nossas observac¢des vao de encontro com a localizagdo membranar




Capitulo IV

descrita por (Peluso et al., 2006) assim como com a presenca no citoplasma também verificada
na linha celular do cancro do ovério Ovcar-3 em humanos (Beausoleil et al., 2004) e com a
localizagdo nas mesmas células em bovino (Aparicio et al., 2011), sendo caracteristico também
nas nossas observacées uma marcacao para o receptor em forma de anel a volta do nucleo
(marcagdo perinuclear). No entanto, os nossos resultados ndo sdo concordantes com a
localizagdo no nucleo das células da granulosa em rato (Peluso, 2006).

Quando feita uma comparagdo da expressdo (em termos de percentagem de células
marcadas) de cada receptor nas células do cumulus humanas, verificou-se que as células do
cumulus apresentam uma maior percentagem de marcagdo para o receptor genémico nPR-A/B
do que para o mPRp e nao se tendo verificado diferengas em relagdo ao PGRMC1. O facto de
as células apresentarem uma maior marcagao para o receptor genémico podera levar-nos a
crer que nestas células a progesterona devera actuar de uma forma mais lenta.

Por outro lado, avaliou-se a intensidade de fluorescéncia que é um parametro
importante em citometria de fluxo e que nos da informagdes adicionais. Assim, se tivermos
duas amostras com a mesma percentagem de células marcadas para uma dada proteina mas
se uma amostra tiver maior intensidade de fluorescéncia que a outra, significa que apesar de
ambas terem o mesmo numero de células a expressar a proteina, a que tem uma maior
intensidade de fluorescéncia tem mais proteina por célula. A intensidade de fluorescéncia
entre os trés receptores ndo diferiu. Note-se, no entanto, que é preciso ter algum cuidado ao
comparar estes resultados, os quais também se podem dever a liga¢Ges diferenciais anticorpo-
antigénio. Seria por isso Uutil ter-se efectuado Western Blot ou reaccdao em cadeia de
polimerase com transcriptase reversa quantitativo (qRT-PCR), contudo o nimero reduzido de
amostras nao nos permitiu.

Quando se comparou a percentagem de células marcadas para os trés receptores em
pools de células do cumulus com diferente percentagem de ovécitos em M|, verificou-se que

quando as células do cumulus provém de um pool de ovdcitos com maior maturagdo ( >76% de
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ovacitos em MIl) tém uma maior percentagem de células marcadas para nPR-A/B do que para
PGRMC1. Os grupos de células do cumulus provenientes de ovdécitos com maturagdo
intermédia (50%-75% de ovdcitos em MIl) e com menor maturacdo (<49% de ovécitos em Mill)
possuem a mesma percentagem de células marcadas para os trés receptores. A percentagem
de células marcadas para nPR-A/B, mPRB e PGRMC1 n&o varia consoante o pool de ovécitos do
qual as células do cumulus provém. Em relacdo ao Unico estudo em que comparam também
estes trés receptores nas células do cumulus, mas desta vez em bovinos, os ovécitos em Mill
apresentam uma maior expressdo de nPR-A/B e mPRB nas suas células do cumulus do que
ovocitos em fase germinal (imaturos; Aparicio et al. 2011). Isto é, ovécitos com maior
maturacdo expressam mais nPR-A/B e mPRp nas células do cumulus circundantes, o que ndo é
concordante com os nossos dados, em que apenas ha maior percentagem de células marcadas
para nPR-A/B em relagdo a PGRMC1. Por outro lado, a medida que a maturagdo do ovdcito
aumenta, verificam também um decréscimo na expressao do PGRMC1 nas células do cumulus
(Aparicio et al., 2011), o que nés também ndo constatdmos, verificando-se a percentagem de
células marcadas para PGRMC1 igual nos trés grupos de maturagao dos ovdcitos.

Em relagdo a intensidade de fluorescéncia, nas amostras de ovdcitos com maior
maturacao as células do cumulus apresentaram uma menor intensidade de fluorescéncia para
o PGRMC1 quando comparada com a de nPR-A/B e a de mPRpB. Ou seja, ha diferencas na
percentagem de células marcadas e na intensidade de fluorescéncia entre o nPR-A/B e o
PGRMC1 e ha diferencas na intensidade de fluorescéncia entre o mPRB e o PGRMC1. Isto
indica-nos que ha uma menor percentagem de células marcadas para o PGRMC1 e que existe
também em menor quantidade nas células comparativamente com o nPR-A/B e que apesar do
numero de células marcadas para o mPRp e para o PGRMC1 ser igual, o PGRMC1 parece existir
em menor quantidade do que o mPRB dentro das células. Esta menor intensidade de
fluorescéncia podera ter uma relagcdo com o descrito por Peluso (2006) em que o autor refere

gue este receptor aparece num numero limitado de células da granulosa de rato. Esta
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diminuicdo do PGRMC1 em células do cumulus de ovécitos com maior maturagdo é também
explicada por Aparicio et al. (2011) como sendo caracteristica da apoptose aumentada que se
pode dar nas células do cumulus em ovdcitos mais maduros, visto que esta descrito um papel
do PGRMC1 na mediacdo de efeitos anti-apoptéticos da progesterona. Contudo esta ndo
deverd ser a justificacdo no nosso caso, visto que, como veremos mais adiante, as células do
cumulus de ovécitos com diferentes qualidades de maturacdo possuem a mesma actividade de
caspases 3 e 7, ou seja, 0s mesmos niveis de apoptose.

O mPRB, nas células do cumulus do pool de ovdécitos com maior maturagao,
apresentou ainda uma maior intensidade de fluorescéncia que o mPRp das células do cumulus
do pool de ovécitos com maturacdo intermédia, mas ndo diferindo a intensidade de
fluorescéncia do receptor nas células do cumulus do pool de ovécitos com menor maturagao.
Isto significa que ovdcitos com maior maturagdo e ovdcitos com maturagdo intermédia,
possuem a mesma percentagem de células do cumulus marcadas para o mPRB. Contudo, as
amostras de células do cumulus provenientes de ovécitos com maturagao intermédia parecem
ter menor quantidade de mPRB no seu conteddo. De acordo com Qiu et al. (2008), a
concentracdo de RNA de mPRP aumenta significativamente apds matura¢do in vitro dos
complexos cumulus-ovdcito, em suinos. Ora, se nos complexos cumulus-ovécito ha um
aumento do RNA do mPRP ha medida que o complexo matura, entdo os nossos resultados
parecem fazer sentido visto que no pool/ de ovdcitos mais maduros a proteina estd mais
expressa. Seria de esperar que este dado também se reflectisse na percentagem de células
marcadas, no entanto ndo ocorre possivelmente devido ao nimero de amostras ser baixo. Os
grupos de células do cumulus provenientes de ovdécitos com maturagdo intermédia e de
ovécitos com menor maturagdo ndo revelaram mais diferencas na intensidade de
fluorescéncia entre os receptores de progesterona. A intensidade de fluorescéncia do nPR-A/B
nao varia consoante o pool de ovdcitos do qual as células do cumulus provém, assim como a

intensidade de fluorescéncia do PGRMC1.
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Pode-se concluir que quando as células do cumulus provém de pools de ovécitos com
maior maturacao, a percentagem de células marcadas e a intensidade de fluorescéncia nao
varia quando se comparam os receptores entre si (salvo a excepcdo do mPRp). Apenas quando
as células do cumulus provém de ovécitos com maior maturacdo, é que se verificam diferencas
entre os trés receptores, elucidando que a forma como a progesterona actua nestas células
serd dependente do estado do ovdcito. Deste modo, ovdcitos mais maduros tém uma maior
dinamica nos receptores de progesterona das suas células do cumulus.

No entanto, tanto a percentagem de células marcadas como a intensidade de
fluorescéncia dos trés receptores nas células do cumulus parece nao ter influéncia na taxa de
fecundacdo dos ovécitos, na percentagem de embrides de grau 1 a que os ovdécitos deram
origem, na taxa de desenvolvimento embriondrio, assim como, na taxa de gravidez. O facto de
a expressdo de nPR-A/B n3o influenciar a percentagem de embrides de grau 1 nio coincide
com um trabalho publicado em 2005 que refere que a redugao na expressao destes receptores
nas células do cumulus estd associada a uma boa qualidade embriondria, em humanos
(Hasegawa et al., 2005). Contudo, ha certas tendéncias que levam a concluir que se o nimero

de amostras for superior poderdo observar-se diferengas nalgumas das taxas supracitadas.

A expansdo da matriz do cumulus é essencial para a maturagdo citoplasmatica do
ovécito e é um processo acompanhado por modificagdes nas juncdes gap (Dell’Aquila et al.,
2004). Estas jungdes gap tém um papel essencial no desenvolvimento do ovécito, no entanto,
ndo existe um conhecimento total sobre a regulacdo da principal conexina presente nestas
jungBes nos complexos cumulus-ovécito, a conexina 43 (Cx43; Sasseville et al., 2009).

Em estudos dos complexos cumulus-ovécito de ovelha em que analisaram esta
conexina, localizaram-na através de imunohistoquimica entre o ovdcito e as células do
cumulus e entre as préprias células do cumulus. Mais precisamente, a marcac¢do observava-se

na membrana plasmatica das células do cumulus de forma pontilhada (Pant et al., 2005). A
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localizacdo desta proteina nas células do cumulus de ovelha é a mesma que em células do
cumulus de humanos, onde através de imunocitoquimica localizdmos esta conexina também
na membrana plasmatica de uma forma heterogénea/pontilhada.

No trabalho de Pant et al. (2005), verificaram ainda que a expressdo de Cx43 tende a
ser maior em complexos cumulus-ovécito imaturos do que em complexos maturos. Como ja
observado em roedores, o inicio da maturacdo meidtica é precedido pela desagregacao das
jungdes gap nos foliculos ovaricos (Larsen et al., 1981), o que restringe a transferéncia de
sinais das células do cumulus para o ovécito. Deste modo, seria de esperar precisamente o que
Pant et al. (2005) observaram, ou seja, ovocitos mais imaturos que necessitam de maturar e
ganhar competéncia do desenvolvimento requererem mais comunica¢des com as células do
cumulus e deste modo, estas expressariam mais Cx43. Por outro lado, ovécitos mais maduros e
prestes a resumir a meiose, passariam pela desagregacao das suas juncdes gap e por isso
teriam uma expressao mais baixa de Cx43. No nosso trabalho 48% das células do cumulus em
média, expressavam Cx43, contudo, ndo conseguimos observar alteragées consoante o estado
de maturagdo do pool de ovédcitos. No entanto, pensamos que se formos capazes de aumentar
0 numero de amostras analisadas observar-se-do diferencas na expressao de Cx43 células do
cumulus consoante a maturacdo dos ovdcitos.

Com base na literatura disponivel nao foi possivel encontrar trabalhos anteriores que
relacionassem a expressdo da Cx43 com a taxa de fecundagdo dos ovdcitos, com a
percentagem de embriGes de grau 1 a que os ovdécitos deram origem ou com a taxa de
desenvolvimento embriondrio. No entanto, curiosamente, verificou-se neste estudo que
mulheres que engravidaram possuiam mais células do cumulus marcadas para Cx43 do que
mulheres que ndo engravidaram. Este resultado ndo seria o esperado, visto que, os ovdcitos
gue ddo origem a gravidez sdo, normalmente, os mais maduros e com maior competéncia do
desenvolvimento. Assim sendo, esperar-se-ia que estes tivessem menor células do cumulus

marcadas para Cx43 ao seu redor.
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Encontra-se ja descrito que foliculos ovaricos morfologicamente idénticos possuem
niveis variados de apoptose tanto nas suas células do cumulus, como nas células murais da
granulosa (Zeuner et al., 2003). Deste modo, a caracteriza¢do desta apoptose diferencial nas
células sera de grande interesse, principalmente, se se conseguir estabelecer uma relacdo com
o estado do ovdcito. Assim, a par com a gendmica e a protedmica, a apoptose tem sido um
parametro muito estudado nas células do cumulus nos ultimos anos (Lee et al., 2001;
Mikkelsen et al., 2001; Raman et al., 2001; Hgst et al., 2002; Moffatt et al., 2002; lkeda et al.,
2003; Corn et al., 2005; Yuan et al., 2005; Abu-Hassan et al., 2006; Han et al., 2006; Hussein et
al., 2005; Zeuner et al., 2003).

No estudo por nds efectuado comparamos a actividade das caspases-3/7 nas células
do cumulus, tanto provenientes de um Unico ovécito como de pools de ovécitos. Globalmente,
nas células do cumulus isoladas de um Uunico ovdcito, foi possivel estabelecer que quanto
maior for a actividade destas caspases, menor é a densidade das células do cumulus por
ovécito e que quando o ovécito possui muitas células do cumulus ao seu redor, a actividade
das caspases é mais baixa. Deste modo, o processo de morte celular programada parece
interferir com a divisdo das células, fazendo com que o complexo cumulus-ovdécito seja menos
numeroso em termos de células do cumulus. Ou podera também estar a acontecer o contrario,
ou seja, poucas células do cumulus fazerem com que haja uma maior incidéncia de apoptose e
uma densidade alta destas células fazer com que a incidéncia de apoptose seja menor. Este é o
primeiro relato de uma associacdo entre a densidade das células do cumulus e a apoptose.

Juntando esta correlagdo com os primeiros resultados deste estudo relativos a
densidade de células do cumulus, em que ovdcitos em MIl estdo associados a mais células do
cumulus do que ovdcitos em MI seria de esperar que este dado também se reflectisse em
termos de actividade de caspases. Ou seja, que células do cumulus associadas a ovdcitos em
MiIl, que apresentam uma maior densidade de células do cumulus, tivessem menor actividade

de caspases do que as de ovdcitos em MI. Assim como seria de esperar que o grupo dos DEG +
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AT apresentasse uma tendéncia para ter uma menor apoptose nas células do cumulus
circundantes que as células do cumulus que rodeiam os ovécitos em MI. No entanto, isto ndo
acontece, apresentando todos os grupos a mesma actividade de caspases. Estes dados vao de
encontro com dados publicados em humanos em que ovécitos maduros possuem a mesma
incidéncia de apoptose nas suas células do cumulus que ovécitos imaturos (Moffatt et al.,
2002). Em contraste com estes resultados, H@st et al. (2002) e Corn et al. (2005) descreveram
gue existem maiores niveis de apoptose nas células do cumulus provenientes de ovdcitos em
Ml e VG (imaturos) e também em complexos apenas com células do cumulus (em que o
ovacito degenerou), quando comparados com células do cumulus provenientes de ovdcitos em
MiIl. Quando se procedeu ao mesmo estudo em células do cumulus provenientes de pools de
ovacitos com diferentes percentagens de ovdcitos em MIl (276% e 50%-75% de ovocitos em
MIl), constatou-se novamente que os diferentes grupos possuem a mesma actividade de
caspases.

A taxa de fecundagdo e a sua relagdo com a apoptose nas células do cumulus foi um
parametro estudado por Raman et al. (2001), em que revelou que apds ICSI, os ovdcitos que
fertilizaram possuiam uma maior fragmentacdo de ADN nas suas células do cumulus (Raman et
al., 2001). E assim, este estudo relacionou positivamente a taxa de fertilizacdo com a apoptose
nestas células, sendo o Unico estudo que o faz. Os autores justificam que as células do cumulus
apoptéticas serdo um sinal de que o ovdcito possui competéncia do desenvolvimento e estara
apto a ser fertilizado (Raman et al., 2001). Contrariamente a este trabalho, surge outro em
2002 que indica que a apoptose nas células do cumulus compromete a fecundac¢do de ovdcitos
em MIl apds ICSI (Hgst et al., 2002). Em 2006, outro estudo relata ndo existir qualquer relagdo
entre os niveis de apoptose nas células do cumulus e a taxa de fertilizagdo do ovécito (Abu-
Hassan et al., 2006). Este ultimo trabalho encontra-se em coeréncia com os nossos resultados

(quer queo as células do cumulus foram analisadas individualmente ou em pools).
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Em relagdo a qualidade embrionaria, trabalhos ja publicados indicam existir uma
correlacdo negativa com a apoptose nas células do cumulus, ou seja, embrides de melhor
qualidade estdo associados a uma incidéncia de apoptose mais baixa nas células do cumulus
do que embrides de pior qualidade (Lee et al., 2001). Encontra-se ja descrito também que um
maior numero de células do cumulus apoptodticas prejudica o desenvolvimento do blastocisto e
a sua qualidade (Corn et al., 2005). Quando analisamos as células do cumulus pertencentes a
um sé ovdcito, observdmos que células germinais que originam embrides de pior qualidade
(grau 3) tém mais caspases activas nas células do cumulus em seu redor, do que ovécitos que
originam embrides de melhor qualidade (grau 1), o que é concordante com os dois estudos
acima referidos. Apesar deste resultado ser estatisticamente significativo, o facto de apenas
existiram duas amostras analisadas de células do cumulus que rodeavam ovdcitos que
originaram embrides de grau 3, ndo nos assegura a solidez deste resultado. Contudo, os
resultados obtidos indicam que a apoptose nas células do cumulus devera ter uma influéncia
na qualidade do embrido desenvolvido a partir do ovécito em estudo. Assim, poderd haver
uma transferéncia de sinais apoptéticos entre as células do cumulus e o ovdcito que
condicione o desenvolvimento nuclear e citoplasmatico do ovdcito e, deste modo,
comprometa a qualidade do embrido resultante. No entanto, outros trabalhos indicam ndo
existir qualquer relagdo entre a apoptose e a qualidade embrionaria (Hgst et al., 2002; Abu-
Hassan et al., 2006).

Apesar de influenciar a qualidade embrionaria, a apoptose nas células do cumulus ndo
foi relacionada com a taxa de gravidez, o que coincide também com os resultados do estudo
elaborado por Raman et al. (2001).

Nos estudos ja publicados verifica-se uma maior incidéncia de apoptose nas células do
cumulus a partir de uma certa idade nas mulheres. Apesar de Lee et al. (2001) afirmarem que
este aumento de morte celular programada se verifica a partir dos 40 anos, outros afirmam

gue é a partir dos 38 anos (Moffatt et al., 2002) e outros ainda a partir dos 35 anos (Corn et al.,




Capitulo IV

2005). Tal como em Raman et al. (2001), os nossos dados ndo indicam qualquer influéncia da
idade da paciente na apoptose das células do cumulus.

Deste modo pode-se concluir que a apoptose nas células do cumulus, ndo depende do
estado de maturacdo dos ovédcitos, nem da idade da paciente. A apoptose nas células do
cumulus também nao influencia a taxa de fecundacao, a taxa de desenvolvimento embrionario
e a taxa de gravidez. Interessantemente, os embrides de melhor qualidade parecem
desenvolver-se de ovdcitos com menor incidéncia de apoptose nas células do cumulus
circundantes. Contudo serd necessdrio aumentar o nimero de amostras analisadas, para se

poder ter dados mais sélidos quanto a esta relagao.

A idade da paciente parece ndo ter influéncia em nenhum dos parametros estudados

nas células do cumulus.
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Globalmente, os resultados obtidos permitem-nos concluir que o pool de ovécitos de
uma dada mulher aquando da puncao folicular é muito heterogéneo. Esta heterogeneidade
ndo se reflecte apenas em termos de maturacdo das células germinais mas também em
termos dos parametros medidos neste trabalho, que irdo influenciar o estado do embrido,
assim como a ocorréncia, ou ndo, de gravidez.

Assim, o presente trabalho permitiu estabelecer que em média existem 17216 + 24227
células do cumulus a rodear um ovdcito humano e que a densidade das células do cumulus é
dependente do grau de maturag¢do do ovdcito, apresentando os ovécitos em metafase Il mais
células do cumulus que os ovdcitos em metafase | e estes menos células que os ovdcitos
atrésicos e degenerados. Foi possivel determinar também que ovdcitos que ddo origem a
embrides de melhor qualidade sdo aqueles cujas células do cumulus circundantes existem num
numero mais elevado, e parece haver uma tendéncia para estes ovdcitos possuirem menor
incidéncia de apoptose. O estudo efectuado permitiu-nos também determinar que os ovdcitos
mais maduros apresentam diferencas na expressdo dos receptores de progesterona nas suas
células do cumulus, expressando estas mais o receptor gendémico nPR-A/B do que o ndo
gendmico PGRMC1. A gravidez da paciente parece estar relacionada com uma maior expressao
de conexina 43 nas células do cumulus que circundam os ovdcitos.

Futuramente, quando um maior nimero de amostras for analisado e estes parametros
forem mais solidamente definidos, podera tentar fazer-se a escolha dos ovécitos e embrides
nas clinicas de procriagdo medicamente assistida, através do estudo do nimero de células do
cumulus por ovdcito, dos receptores de progesterona, da conexina 43 ou da apoptose nas
células do cumulus. Em Portugal podem-se fecundar todos os ovécitos obtidos da puncdo
folicular, contudo os resultados aqui apresentados poderao ser Uteis na abordagem da escolha
do embrido, visto sé se poderem transferir para o Utero dois embrides e em casos excepcionais

e bem justificados, trés.
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O maior problema deste trabalho foi o reduzido nimero de células disponivel para
estudo, situacdo também descrita por varios autores. Assim, na continuidade deste trabalho,
pretende-se aumentar o nimero de amostras analisadas em todos os testes efectuados. Por
outro lado, com os resultados apresentados, é claro que o estudo do pool/ de células do
cumulus ndo é tdo produtivo nem garante resultados tdo fidedignos quanto o estudo das
células do cumulus que circundam apenas um ovdcito. Deste modo, um objectivo futuro serd a
optimizagdo de testes para o estudo das células do cumulus por ovdcito. Um objectivo mais
concreto serd também a correlagdo dos dados dos receptores de progesterona nas células do
cumulus com o protocolo hormonal a que a paciente foi submetida. Assim como acompanhar
o estudo da apoptose com outros testes (teste da anexina V, por exemplo) de modo a
assegurar a deteccao de diferentes aspectos e fases deste fendmeno celular. Sera de grande
interesse relacionar a apoptose com o potencial de membrana mitocondrial, e de modo a
completar o estudo deste parametro metabdlico analisar também a quantidade de ATP
existente nestas células.

Em conclusdo, através dos resultados obtidos ainda ha um longo caminho a percorrer
e muito a estudar nestas células para se poder estabelecer totalmente a rela¢do das células do
cumulus com o ovdcito. Contudo, pode-se concluir que estas células tém um grande potencial
como biomarcadores da qualidade do ovdcito, assim como, do embrido. Poderdo tornar-se em
bons indicadores de qualidade do ovécito ou do embrido, a utilizar nas clinicas de procriagao
medicamente assistida rotineiramente ou apenas em casos especificos em que a causa da
infertilidade é desconhecida ou esta relacionada com problemas a nivel da matura¢do dos
ovécitos ou da ovulagdo. Idealmente, espera-se que o estudo e analise das células do cumulus
levem a um aumento nas taxas de gravidez, aumentando o sucesso das técnicas de

reproducao assistida.
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