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

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

ABSTRACT

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

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

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

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

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

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

Sistemas de cultura de CG livres de soro foram descri-
tos pela primeira vez por Campbell e Webb em 1996 com
CG ovinas'® e, posteriormente, CG bovinas.'> Nesses siste-
mas de cultura a producdo de estradiol pode ser induzida
e mantida em resposta a concentracoes fisiolégicas de FSH,
IGF-I e/ou insulina com aumento das respostas proliferativa
e estrogénica até 144 horas de cultura. Além da capacidade
estrogénica das CG e do padrdo normal de produgdo hormo-
nal caracteristico da fase folicular do ciclo, as CG mantém
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