
FMVZ-UNESP-BOTUCATU

INFLUÊNCIA DA AÇÃO DA hCG SOBRE A EXPRESSÃO

GÊNICA DE EPIRREGULINA, AMPIRREGULINA E 

HIALURONA SINTETASE-2 EM FOLÍCULOS 

OVARIANOS DE ÉGUAS ESTIMULADAS OU NÃO COM

EXTRATO DE PITUITÁRIA EQÜINA

IEDA DALLA PRIA BLANCO

BOTUCATU-SP
AGOSTO DE 2011

FMVZ-UNESP-BOTUCATU



2

INFLUÊNCIA DA AÇÃO DA hCG SOBRE A EXPRESSÃO

GÊNICA DE EPIRREGULINA, AMPIRREGULINA E 

HIALURONA SINTETASE-2 EM FOLÍCULOS 

OVARIANOS DE ÉGUAS ESTIMULADAS OU NÃO COM

EXTRATO DE PITUITÁRIA EQÜINA

IEDA DALLA PRIA BLANCO

Tes e a pres en ta da a o progra m a de
pós-gra du a çã o em Reprodu çã o
An im a l pa ra ob ten çã o do títu lo de
doutora
Orien ta dora : Fern a n da da Cru z
Landin e Alvarenga
Co-orientadora: Paula Ripamonte

BOTUCATU-SP
AGOSTO DE 2011



3

FICHA CATALOGRÁFICA ELABORADA PELA SEÇÃO DE AQUIS. E TRAT. DA INFORMAÇÃO
DIVISÃO TÉCNICA DE BIBLIOTECA E DOCUMENTAÇÃO - CAMPUS DE BOTUCATU - UNESP

BIBLIOTECÁRIA RESPONSÁVEL: ROSEMEIRE APARECIDA VICENTE
Blanco, Ieda Dalla Pria.
     Influência da ação da hCG sobre a expressão gênica de epirregulina, 
ampirregulina e hialurona-sintetase-2 em folículos ovarianos de éguas 
estimuladas ou não com extrato de pituitária equina./ Ieda Dalla Pria Blanco. -
Botucatu, 2011

    Tese (doutorado) - Faculdade de Medicina Veterinária e Zootecnia de 
Botucatu, Universidade Estadual Paulista, 2011
    Orientadora: Fernanda da Cruz Landim e Alvarenga
    Capes: 50504002

    1. Égua - Doenças.  2. Ovários.  3. Glicoproteínas.  4. Hormônios.

Palavras-chave: Ampirregulina; Aspiração folicular; Epirregulina; Equinos; 
Folículos ovarianos; Hialurona-sintetase-2.



4

AUTORA: IEDA DALLA PRIA BLANCO

DATA: 12/08/2011

COMPOSIÇÃO DA BANCA EXAMINADORA

--------------------------------------------------------------------
FERNANDA DA CRUZ LANDIM E ALVARENGA

-------------------------------------------------------------------
CEZINANDE MEIRA

----------------------------------------------------------------
FREDERICO OZANAN PAPA

-------------------------------------------------------------------
MÁRCIO TEORO DO CARMO

----------------------------------------------------------------------
CLAUDIA BARBOSA FERNANDES



5

DEDICATÓRIA

Aos meus pais, Claudio Blanco e Flavia Dalla Pria Blanco.



6

AGRADECIMENTOS

Á Deu s por toda a força qu e t ive pa ra s u pera r a s d ificu lda des e

pelas oportunidades de crescimento que cada uma delas representou.

À m in h a orien ta dora , Fern a n da , n ã o s ó pela or ien ta çã o, m a s

ta m bém pela a m iza de, pelo a poio e a cim a de tu do pela con fia n ça

depositada nas minhas idéias malucas.

À m in h a co-or ien ta dora Pa u la Rip a m on te, pela a ju da , pela

disponibilidade e principalmente pela paciência.

Às a m iga s Ma ria n a Fern a n des Ma ch a do e Ros iá ra Ma zziero, por

trabalharem no meu projeto como se fosse delas.

Ao Migu el pela in d is pen s á vel a ju da e or ien ta çã o n o Pos to de

Mon ta . À Bia n ca , ta m bém pela a ju da n o pos to de m on ta e

principalmente pela disponibilidade e boa vontade.

Ao profes s or J os é Bu ra tin i J r por d is pon ib iliza r o la bora tór io de

Fis iologia Molecu la r Ova r ia n a do IB pa ra a s a n á lis es m olecu la res , à

FAPESP e à CAPES pelo apoio financeiro.

Aos a m igos , colega s de tra b a lh o, p rofes s ores e fu n cion á r ios d o

depa r ta m en to de Reprodu çã o An im a l, qu e cola bora ra m m a is do qu e

imaginam para minha formação profissional e pessoal.

A ta n tos a m igos qu e m e a com pa n h a m s em pre, n a s m a is va r ia da s

s itu a ções , boa s e ru in s , qu e por s erem ta n tos eu precis a r ia de m a is

pá gin a s pa ra cita r ca da u m , e qu e exa ta m en te por s erem a m igos de

verda de s a bem qu e a im por tâ n cia deles n a m in h a vida n ã o pode s er

expressa por palavras.

Aos m eu s irm ã os , Diego e La u ra , qu e eu ta n to a m o, pelo orgu lh o

de en ten der o qu e a pa la vra irm ã o s ign ifica , e à toda m in h a fa m ília

que se orgulha e torce tanto por mim, desde sempre.



7

The world ain´t all sunshine and rainbows. It´s a very mean and 
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hard you hit, it´s about how hard you can get hit and keep moving 

forward, how much you can take and keep moving forward: that´s 

how winn ing is done ! (Rocky Balboa)
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RESUMO

As a ltera ções obs erva da s n os folícu los p ré-ovu la tór ios dos m a m íferos a

pa r t ir da on da pré-ovu la tór ia de LH s ã o m edia da s por fa tores de

cres cim en to com o AR e ER, qu e in du zem a expa n s ã o da s célu la s do

cumulus e m a tu ra çã o oocitá r ia . O LH ta m bém es tim u la a depos içã o de

á cido h ia lu rôn ico m ed ia da pela en zim a HAS-2 . Em eqü in os , já foi

ca ra cter iza da a expres s ã o de HAS-2 , AR e ER em res pos ta à

a dm in is tra çã o de hCG em folícu los p ré-ovu la tór ios , m a s sua a çã o em

folícu los im a tu ros n ã o es tá es cla recida , em bora ten h a s ido dem on s tra da

a expa n s ã o precoce do cumulus a pós s u a a dm in is tra çã o em folícu los

m en ores de 30m m . O ob jet ivo des te es tu do foi ca ra cter iza r o pa d rã o de

expres s ã o de ER, AR e HAS-2 em folícu los de eqü in os em diferen tes

es tá gios de m a tu ra çã o, s u bm etidos ou n ã o a o tra ta m en to com EPE e

hCG. Pa ra is s o, recu pera m os célu la s folicu la res por OPU de folícu los de

d ivers os ta m a n h os , em 3 ou 24 h ora s a pós es t ím u lo gon a dotrófico

exógen o, e a va lia m os a expres s ã o gên ica de ER, AR e HAS-2 por PCR em

tem po rea l. O tra ta m en to com h CG in du ziu a expres s ã o de ER em

folícu los im a tu ros e p ré-ovu la tór ios , dem on s tra n do s u a ca pa cida de de

in du çã o da m a tu ra çã o folicu la r p recoce, e h ou ve ten dên cia do m es m o

efeito s er ob tido com a expres s ã o de HAS-2 , em bora n ã o ten h a s id o

estatisticamente comprovado. O EPE a p res en tou efeito m en or qu e a h CG

n a in du çã o da expres s ã o de ER, o qu e pode s er ju s t ifica do pelo

m eca n is m o de d ow n regu la tion qu e o LH exerce s ob re a a tiva çã o dos

fatores de crescimento ligados ao EGF, como a ER e a AR. 

Palavras-chave: ER, AR, HAS-2, eqüinos, maturação folicular
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ABSTRACT

Th e m odifica t ion s obs erved on m a m m a lia n follicles a fter th e pré-

ovu la tory s u rge of LH a re m edia ted by growth fa ctors like ep iregu lin

(ER), wh ich is res pon s ib le for th e cu m u lu s cells expa n s ion a n d in ter fere

with th e oocyte m a tu ra t ion . Th e LH a ls o s t im u la tes th e depos it ion of

h ya lu ron ic a cid m edia ted by th e h ia lu ron a n s yn th a s e -2 (HAS-2). In

h ors es , th e expres s ion of HAS-2 a n d ER wa s a lrea dy ch a ra cter ized in

pre-ovu la tory follicles , a fter th e a dm in is t ra t ion of h CG. In th e p res en t

exper im en t we were a b le to dem on s tra te th a t th e h CG is a ls o a b le to

in du ce th e expres s ion of ER in equ in e follicles s m a ller th a n 30m m in

d ia m eter , con firm in g a n a b ility of im m a tu re follicles in res pon d in g to

h orm on a l s t im u li. Alth ou gh n o s ta t is t ic d ifferen ces were obs erved

a m on g grou ps a ten den cy to th e s a m e effect wa s a ls o obs erved for th e

HAS-2 . Sim ila r ly, th e u s e of EPE s t im u la ted th e expres s ion of ER, bu t

wh en EPE a n d h CG were com bin ed a decrea s e in expres s ion wa s

obs erved . Th is obs erva t ion in d ica tes a m ech a n is m of down regu la t ion

exerted by the LH on the ER and HAS expression. 

Ke y wo rds : ep iregu lin , h ia lu ron a n s yn th a s e-2 , equ in e, follicu la r

maturation, EPE, hCG
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1. INTRODUÇÃO

Folícu los ova r ia n os s ã o es tru tu ra s com plexa s e

com pa r t im en ta da s , qu e a p res en ta m du ra n te s eu cres cim en to vá r ios

es tá gios de des en volvim en to, n os qu a is im porta n tes m od ifica ções

m orfológica s s ã o obs erva da s e refletem a ltera ções b ioqu ím ica s e

m olecu la res des en ca dea da s pela a çã o h orm on a l, p r im a r ia m en te dos

hormônios hipofisários LH e FSH.

A ovu la çã o é u m proces s o ela bora do, qu e com eça com o a u m en to

do LH circu la n te, o qu a l é res pon s á vel por u m a s ér ie de even tos n o m icro

ambiente folicular que levam à liberação do oócito para a fertilização.Todas

a s célu la s folicu la res , in clu s ive o oócito, p a r t icipa m a tiva m en te d o

proces s o ovu la tór io, orqu es tra n do os even tos por m eio de fa tores de

cres cim en to. Ca da tipo celu la r a pres en ta a expres s ã o de fa tores de

cres cim en to es pecíficos , com fu n ções d iferen cia da s , de a cordo com s eu

local e tempo de ação.

Fa tores de cres cim en to s ã o polipep t ídeos qu e m odu la m a

prolifera çã o e a d iferen cia çã o celu la r , a gin do a tra vés da liga çã o a

recep tores celu la res es pecíficos . Ao con trá r io da s s u bs tâ n cia s com a çã o

en dócr in a , eles a gem loca lm en te, por ta n to s u a a çã o é ca ra cter iza da com o

a u tócr in a ou pa rá cr in a . Divers os fa tores de cres cim en to es tã o en volvidos

n a a t iva çã o de ca s ca ta s b ioqu ím ica s res pon s á veis pela expres s ã o gên ica e

s ín tes e de m olécu la s cu ja pa r t icipa çã o n o proces s o ovu la tór io n em s em pre

é es cla recida , s en do feita s a pen a s h ipótes es a pa r t ir da obs erva çã o do

pa drã o tem pora l de s u rgim en to, es tu dos com deleçã o gên ica ou com

reposição exógena de substâncias em cultivos in vitro.
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O com plexo cu m u lu s oophoru s é u m a es tru tu ra folicu la r form a da por

célu la s da gra n u los a d iferen cia da s , a s célu la s do cumulus, qu e en volvem e

s e com u n ica m com o oócito pela troca de m eta bólitos . Es ta s célu la s es tã o

a n cora da s em u m a m a tr iz extra celu la r com plexa e d in â m ica , form a da por

d ivers a s su bs tâ n cia s qu e se depos ita m em qu a n tida des cres cen tes , com a

progres s ã o do proces s o ovu la tór io, a té qu e es teja ca ra cter iza da a expa n s ã o

do cumulus, que é o espaçamento entre as células que envolvem o oócito.

Além da expa n s ã o do cumulus, o a u m en to do LH en dógen o es t im u la

u m a s ér ie de even tos res pon s á veis pela m a tu ra çã o oocitá r ia fin a l e

cu lm in a com a ovu la çã o. Recep tores de LH (LH-R) s ã o expres s os n a s

célu la s da teca n o in ício do des en volvim en to folicu la r e a pen a s m a is ta rde

s u a expres s ã o é obs erva da n a s célu la s da gra n u los a m u ra l. En treta n to,

n a s célu la s do cumulus e n o oócito s u a expres s ã o é a u sen te ou m ín im a , o

que sugere a necessidade de mediadores parácrinos para sua ação.

De todos os fa tores de cres cim en to ova r ia n os qu e pos s ivelm en te s ã o

os m ed ia dores pa rá cr in os da a çã o d o LH n o folícu lo p ré-ovu la tór io, a

fa m ília do fa tor d e cres cim en to ep iderm a l (EGF) têm m os tra do gra n de

im por tâ n cia , a pa r t ir de pes qu is a s recen tes . J á foi dem on s tra do qu e a

a d içã o de EGF a o m eio de cu lt ivo m elh ora os ín d ices de m a tu ra çã o in vitro

e é n eces s á r ia pa ra a expa n s ã o da s célu la s do cumulus. Além dis s o, a

a dm in is t ra çã o de h CG in du z a u m en to da expres s ã o de proteín a s

relacion a da s a o EGF, com o a a m pirregu lin a , a ep ir regu lin a e a beta

celulina.

Um a m elh or com preen s ã o dos even tos rela cion a dos à m a tu ra çã o

folicu la r e oocitá r ia e da s in tera ções a u tócr in a s e pa rá cr in a s en tre os
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d iferen tes t ipos de célu la s n o m icro a m bien te folicu la r pode a ju da r a

des en volver p rotocolos m a is eficien tes de s u perovu la çã o, recu pera çã o de

oócitos e m a tu ra çã o in v itro, a m p lia n do a u t iliza çã o de b iotécn ica s de

rep rodu çã o a s s is t id a pa ra a es pécie eqü in a . Des ta form a , o ob jet ivo des te

tra ba lh o foi in ves t iga r a exp res s ã o gên ica de ep ir regu lin a , a m pir regu lin a e

h ia lu ron a s in teta s e-2 em diferen tes es tá gios de m a tu ra çã o folicu la r , a lém

de a va lia r o efeito do es t ím u lo gon a dotrófico exógen o com EPE e h CG em

folícu los ova r ia n os eqü in os , a pa r t ir de célu la s folicu la res ob t ida s in vivo

por aspiração.

2. REVISÃO DE LITERATURA

2.1 Estrutura e função do cumulus oophorus

Em folícu los ova r ia n os , a s célu la s da gra n u los a s ã o cla s s ifica da s em

du a s s u bpopula ções p r in cipa is : célu la s do cumulus e célu la s da gra n u los a

m u ra l. As célu la s do cumulus s ã o in t im a m en te a s s ocia da s a o oócito e

form a m o ch a m a do com plexo cu m ulus oophorus (CCO), en qu a n to a s

célu la s da gra n u los a m u ra l s ã o orga n iza da s com o u m epitélio es tra t ifica do

na periferia do folículo, próximo à parede folicular. 

Es ta d is t in çã o s e torn a m a is eviden te a pós a form a çã o do a n tro

folicu la r , du ra n te a folicu logên es e, e a pós o es tím u lo gon a dotrófico pré

ovu la tór io, qu a n do ocorre depos içã o de m a tr iz extra celu la r en tre a s célu la s

do cumulus. As célu la s do cumulus s ã o ca p tu ra da s pela fím br ia do ovidu to

ju n ta m en te com o oócito n o proces s o ovu la tór io, en qu a n to n a s célu la s d a

granulosa mural não há deposição de MEC e estas permanecem no folículo 
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a pós a ovu la çã o. É es ta m a tr iz extra celu la r qu e fa cilita a extru s ã o d o CCO

do folícu lo e prom ove, ju n ta m en te com a s célu la s do cumulus, o a m bien te

a dequ a do pa ra a pen etra çã o es perm á tica e a fer t iliza çã o (SALUSTRI et a l.,

1996).

Nos folícu los pré-ovu la tór ios , a rela çã o en tre a s célu la s do cumulus e

os oócitos m a du ros é de in flu ên cia recíp roca , com o oócito in terfer in d o

d ireta m en te n a m orfogên es e e d iferen cia çã o da s célu la s da gra n u los a . A

rem oçã o do oócito res u lta n a lu tein iza çã o prem a tu ra e s ecreçã o eleva da de

proges teron a pela s célu la s folicu la res , e fa tores pa rá cr in os der iva dos do

oócito s ã o res pon s á veis pelo es t ím u lo à m itos e n es ta s célu la s e pela

regu la çã o da expa n s ã o do cumulus a tra vés da in du çã o da s ecreçã o de

á cido h ia lu rôn ico, em res pos ta a o AMPc e FSH. Além dis s o, o con trole d a

m a tu ra çã o m eiót ica do oócito en volve u m a in tera çã o com plexa en tre

célu la s s om á tica s e germ in a tiva s , com a pa r t icipa çã o de in ú m era s via s

metabólicas (FULKA et al., 1998; CANIPARI et al., 2000).

Em ca m u n don gos , o CCO pos s u i cerca de 3 a 5 m il célu la s qu e s e

m a n tém u n ida s en tre s i e a o oócito por ju n ções t ipo GAP e por proces s os

de m em bra n a , o qu e fa cilita a troca d e m eta bólitos de glicos e, pequ en a s

m olécu la s s in a liza dora s e íon s . Os oócitos depen dem da s célu la s do

cumulus pa ra o m eta bolis m o de glicos e e s u p r im en to de p iru va to pa ra a

produ çã o de en ergia . A exten s a depos içã o de m a tr iz extra celu la r ver ifica da

após o estímulo gonadotrófico pré-ovulatório causa um aumento de volume 

do CCO (em até 40 vezes) e sua separação da parede folicular (CANIPARI et

al., 2000; ZHUO E KIMATA, 2001).
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As célu la s do cumulus pos s u em res pon s ivida de a h orm ôn ios e perfis

de expres s ã o gên ica d iferen tes dos obs erva dos n a s célu la s da gra n u los a

m u ra l. Em folícu los pré-ovu la tór ios , a m ba s a p res en ta m , em a bu n dâ n cia ,

recep tores de s u perfície pa ra LH, m a s du ra n te o cres cim en to folicu la r a

m a s s a do cumulus e a ca m a da de célu la s da gra n u los a m a is p róxim a a o

a n tro m os tra m m a ior res pos ta p rolifera t iva a o FSH. As célu la s do cumulus

s ã o a s m a is d ireta m en te expos ta s a fa tores m itogên icos s ecreta dos pelo

oócito, per ten cen tes à s u perfa m ília TGF , qu e es ta belecem u m gra d ien te

m orfogên ico qu e a s proporcion a ca ra cter ís t ica s qu e in clu em a lto ín d ice de

proliferação celular e biossíntese de progesterona, entre outros (ERICKSON

E SHIMASAKI, 2000). 

Após o LH pré-ovu la tór io, a s célu la s do cumulus res pon dem com u m

pa drã o ú n ico de in du çã o gên ica qu e leva à produ çã o e es ta b iliza çã o da

m a tr iz extra celu la r loca l qu e en volve o CCO. Es te proces s o, con h ecido

com o expa n s ã o do cumulus, é depen den te de u m a ca s ca ta es pecífica de

sinais intracelulares e da expressão de genes relacionados, dentro do CCO, 

e des em pen h a u m pa pel fu n da m en ta l n o proces s o ovu la tór io e n a

fertilidade subseqüente (RUSSEL E ROBKER, 2007).

Sim u lta n ea m en te, o es t ím u lo do LH ta m bém a u m en ta a

es teroidogên es e, a s ín tes e de pros ta gla n d in a s e leu cotr ien os , a degra da çã o

da m a tr iz extra celu la r por p rotea s es or iu n da s da s célu la s da teca e

gra n u los a e m u da n ça s n a perm ea bilida de da s ba rreira s s a n guíneas

folicu la res , o qu e res u lta em u m a u m en to da p res s ã o in tra -folicu la r , qu e

p rom ove a ru p tu ra da pa rede folicu la r e extru s ã o do CCO (ZHUO E

KIMATA, 2001, RUSSEL E ROBKER, 2007).
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De a cordo com a revis ã o de Ta n gh e et a l. (2002), o CCO

com pleta m en te des en volvido exerce 3 fu n ções b iológica s : s u por te à

m a tu ra çã o oocitá r ia a n tes da ovu la çã o; con du çã o do oócito a o ovidu to

du ra n te a ovu la çã o e con trole do a ces s o a o oócito pelo es perm a tozóide

durante a fertilização.

Con form e revis to por Ru s s el e Robker (2007), foi dem on s tra do em

tra ba lh os cien t íficos com ca m u n don gos knockout qu e a form a çã o e

expa n s ã o a dequ a da do cumulus s ã o fu n da m en ta is pa ra a ovu la çã o, s en do

a ru p tu ra folicu la r e a fer t iliza çã o con s idera dos p roces s os s en s íveis à

a ltera ções n a com pos içã o e, por ta n to, n a ca pa cida de fu n cion a l da m a tr iz

extracelular do cumulus.

2.2 CARACTERÍSTICAS MORFOLÓGICAS DOS FOLÍCULOS EQÜINOS

Ha wley et a l. (1995) a n a lis a ra m com pa ra tiva m en te folícu los d is s eca dos

de ová r ios de bovin os e eqü in os p roven ien tes de m a ta dou ro, e concluíram

qu e h á en tre eles d iferen ça s qu e ju s t ifica m a d ificu lda de de ob ten çã o de

oócitos eqü in os . A égu a pos s u i u m cu m ulu s oophorus m a is es pes s o e

m en os fen es tra do qu e a va ca , qu e s e a p res en ta m en os s a lien te em rela çã o

à la m in a ba s a l, com u m a a m pla ba s e n a regiã o em qu e o cumulus es tá

fixa do. Além dis s o, es tes a u tores obs erva ra m qu e, s om en te em a lgu n s

folícu los eqü in os , n a teca in tern a im edia ta m en te a ba ixo do oócito, h a via

u m a á rea rela t iva m en te a celu la r , fib r ila r e va cu oliza da n a qu a l s e

es ten d ia m proces s os celu la res da s célu la s do cu m u lu s , e con clu íra m qu e

es ta regiã o s erve com o â n cora pa ra o oócito, im ped in do qu e ele s eja

fa cilm en te des ta ca do da pa rede folicu la r . Pa ra folícu los p ré - ovu la tór ios ,
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en treta n to, a depos içã o de á cido h ia lu rôn ico m edia da por LH fa vorece o

destacamento do oócito (GOUDET et al., 1997; HAFEZ, 2000).

2.3 Composição da matriz extracelular do cumulus

O prin cip a l com pon en te da MEC qu e en volve o CCO é o á cido

h ia lu rôn ico (HA), u m a glicos a m in oglica n a de a lto pes o m olecu la r

produzida, n o ová r io, pela s célu la s do cumulus e gra n u los a a d ja cen tes a o

a n tro, e es ta b iliza do em u m a m a tr iz por liga çã o cova len te à p roteín a s

(RICHARDS et a l., 2002). Em u m CCO com pleta m en te expa n d ido, HA es tá

p res en te em u m a con cen tra çã o de 0 ,5 -1 m g/ m l, s en do a lém do prin cipa l

com pon en te da m a tr iz extra celu la r , o res pon s á vel ta m bém por s u a

característica visco-elástica (ZHUO E KIMATA, 2001).

O á cido h ia lu rôn ico é u m a glicos a m in oglica n a , com pos ta por 2000 a

25000 u n ida des de d is s a ca r ídeos , qu e con tr ibu i pa ra a h om eos ta s e e

b iom ecâ n ica tecidu a l em divers os tecidos , a lém de des em pen h a r u m pa pel

fu n da m en ta l n a ovu la çã o e fer t iliza çã o de oócitos de m a m íferos . É

s in tet iza d o n a m em bra n a celu la r pela s h ia lu ron a -s in teta s es (HAS). Em

m a m íferos , a fa m ília da s HAS é com pos ta por três con h ecida s is o-enzimas:

HAS-1, -2 e 3 (EINSPANIER E SCHOENFELDER, 2003).

A regu la çã o tem pora l da depos içã o de HA pa rece ocorrer a o n ível da

tra n s cr içã o de h ia lu ron a s in teta s e-2 (HAS-2), cu jo mRNA a pa rece n a s

célu la s do cumulus cerca de u m a h ora a pós o p ico de LH e a n tes do in icio

da s ín tes e de HA, e des a pa rece qu a n do ces s a a s ín tes e de HA, con form e

demonstrado em camundongos por Fulop et al. (1997). 
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A m a tr iz extra celu la r do cumulus es tá bem a n cora da n a s u perfície

celu la r pelo s eu bem ca ra cter iza do recep tor , CD44 (ZHUO E KIMATA,

2001). Proteín a s deriva da s do soro e s in tet iza da s pela s célu la s do cumulus

orga n iza m o HA em u m a rede elá s t ica in ter -celu la r qu e a n cora o oócito em

u m a u n ida de qu e n ã o pode s er m eca n ica m en te d is s ocia da ( SALUSTRI et

al., 1996).

Por ta n to, a lém do HA, proteoglica n a s e p roteín a s s ecreta da s pela s

células do cumulus e células da granulosa mural também são componentes 

im por ta n tes da m a tr iz extra celu la r do CCO. Es ta s in clu em s u lfa to de

con droit in a , s u lfa to de derm a ta n a e s u bs tâ n cia s s em elh a n tes à h epa r in a .

Ta m bém foi ca ra cter iza da a expres s ã o gên ica do fa tor de n ecros e tu m ora l

gen e es t im u la do-6 (TSG-6), qu e cod ifica u m a proteín a com u m s ít io de

liga çã o a o HA, e u m a proteoglica n a de 35kDa com u m s ít io de liga çã o a o

HA, con h ecida com o inibidor serum der iva do I I (ZHUO E KIMATA, 2001 ;

RICHARDS et al., 2002). 

O I I é u m a proteín a com plexa , com du a s s u bu n ida des de ca deia s

pes a da s (HC), on de o HA s e liga . É s in tet iza da pelo fíga do e circu la n o

p la s m a s a n gu ín eo em a lta s con cen tra ções , a den tra n do o folícu lo com o

res u lta do do a u m en to da perm ea b ilida de va s cu la r folicu la r ver ifica do

durante a ovulação (RUSSEL E ROBKER, 2007).

A fu n çã o da MEC é depen den te da es tru tu ra es pecífica produ zida pela

liga çã o da HC e do com plexo HC-TSG-6 a o á cido h ia lu rôn ico (CARRETE et

al., 2001 ; MUKHOPADHYAY et a l., 200 1 ; FULOP et a l., 20 03). A form a çã o

do com plexo I I-HC-HA requ er u m a in tera çã o in term ediá r ia com o TSG-6

(CHEN et a l., 1996 ; CARRETTE et a l., 2001 ; J ESSEN & ODUM et a l.,
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2003). Sem a s ín tes e de TSG-6 ou I I, o HA é produ zido, m a s n ã o

es ta b iliza do, ou s eja , n ã o h á a grega çã o de m a tr iz n em expa n s ã o

m orfológica do cumulus, in vitro ou in vivo, o qu e res u lta em m en ores

ín d ices de ovu la çã o ou em prob lem a s de im pla n ta çã o, de a cordo com

estudos em camundongos (RUSSEL E ROBKER, 2007).

A depos içã o de m a tr iz extra celu la r ta m bém é a feta da pelo

citoes qu eleto da s célu la s do cumulus. O LH in du z o a lon ga m en to e

pola r iza çã o da s célu la s do cumulus, a com pa n h a da pela red is tr ibu içã o dos

m icrofila m en tos e em s egu ida pela exten s ã o dos m icrotú b u los e fila m en tos

in term ed iá r ios em direçã o à s recém form a da s projeções citop la s m á tica s

das células do cumulus (ZHUO E KIMATA, 2001).

2.4. MATURAÇÃO FOLICULAR PRÉ-OVULATÓRIA MEDIADA POR LH

Em m a m íferos , a on da pré-ovu la tór ia d e LH des en ca deia u m a s ér ie de

mudanças no folículo ovariano, que são necessárias para a ovulação de um 

ga m eta a p to à fer t iliza çã o. Ela s in clu em a in du çã o da retom a da da m eios e

oocitá r ia , d iferen cia çã o da s célu la s da gra n u los a m u ra l e rep rogra m a çã o

de s u a a t ivida de es teroidogên ica , expa n s ã o e a ltera ções da s célu la s do

cumulus com o a expres s ã o de t ipos d iferen tes de m RNAs e proteín a s , e

m u da n ça s n a s p rop r ieda des s ecretór ia s des ta s célu la s (PARK et a l., 2004 ;

TSAFRIRI et al., 2005).

A ru p tu ra da pa rede folicu la r e libera çã o da célu la germ in a tiva

feminina, o oócito, é o que chamamos de ovulação.  Para que isto aconteça, 

o ová r io deve s ofrer u m a sér ie de even tos in tim a m en te regu la dos , e os

folícu los devem ch ega r a o es tá gio pré-ovu la tór io, on de a s célu la s da
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gra n u los a , da teca e o oócito a pres en ta m ca ra cter ís t ica s es pecifica s . O

oócito deve es ta r a p to pa ra retom a r a m eios e, a s célu la s da gra n u los a

devem ter a dqu ir ido a ca pa cida de de p rodu zir es trógen os e res pon der a o

LH e a s célu la s da teca com eça m a s in tet iza r qu a n tid a des m a iores de

a n drógen os , qu e s ervirã o de s u bs tra to pa ra a es teroidogên es e (RICHARDS

et al., 2002).

As célu la s s om á tica s do folícu lo coorden a m o es tím u lo ovu la tór io pa ra

a retom a da da m eios e e libera çã o do oócito, bem com o rem odela çã o e

lu tein iza çã o do folícu lo. Um a com plexa com u n ica çã o in tercelu la r com a n da

es tá gios cr ít icos d a m a tu ra çã o oocitá r ia e liga es te proces s o com a

libera çã o do oócito do folícu lo. A ovu la çã o é, por ta n to, con trola da a tra vés

de m u itos fa tores , in clu in do h orm ôn ios en dócr in os , s in a is im u n ológicos e

m eta bólicos e fa tores pa rá cr in os da s célu la s da teca , gra n u los a m u ra l e

cumulus, bem como pelo próprio oócito (RUSSELL E ROBKER, 2007).

A s eqü ên cia tem pora l de even tos qu e ocorrem du ra n te a ovu la çã o é

in icia da em res pos ta a o LH p ré - ovu la tór io, qu e a ge ta n to n a s célu la s da

gra n u los a qu a n to n a s da teca pa ra es t im u la r o AMPc e a t iva r a PKA, o qu e

ra p ida m en te in du z a tra n s cr içã o de gen es es pecíficos , os qu a is in icia m ou

a ltera m proces s os qu e irã o ca u s a r a ru p tu ra folicu la r e a rem odela çã o do

folículo para a formação do corpo lúteo (RICHARDS et al., 2002).

O LH a ge via in tera çã o com s eu s recep tores (LH-R) qu e per ten cem à

super-fa m ília dos recep tores a cop la dos à p roteín a G (GPCRs ), s en do

prim a r ia m en te a cop la dos à proteín a Gs e a tiva dos pela a den ilil cicla s e.

Por ta n to, o s in a l p r im á rio p roven ien te des te recep tor é o a cú m u lo de AMPc

n as células da teca e da granulosa, e este segundo mensageiro é o provável 
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m edia dor da m a ior ia da s m u da n ça s qu e ocorrem n o folícu lo p ré-ovulatório

(CONTI et al., 2006).

As célu la s da teca des en volvem recep tores pa ra LH, e a s da gra n u los a

in icia lm en te pa ra FSH e depois pa ra LH, em decorrên cia da m a tu ra çã o

folicu la r . Na rea lida de, o FSH a ge em con ju n to com o es tra d iol pa ra

es t im u la r o des en volvim en to de LH-R n a s célu la s da gra n u los a do folícu lo

m a du ro (HUNTER et a l., 2003). A res pos ta d ireta a o LH pré-ovulatório é

p redom in a n te n a s célu la s da gra n u los a m u ra l d evido à m a ior qu a n tida de

de receptores (RUSSELL e ROBKER, 2007).

A expres s ã o de LH-R, in icia lm en te res tr ita à s célu la s da teca , é

obs erva da n a s célu la s da gra n u los a m u ra l n os es tá gios fin a is de

desenvolvimen to folicu la r , m a s es tes recep tores es tã o a u s en tes ou em

pequ en o n ú m ero em célu la s do cumulus e n o oócito, o qu e torn a es ta s

célu la s in s en s íveis à es t im u la çã o d ireta pelo LH, s en do n eces s á r ia a

p res en ça de m ed ia dores pa rá cr in os (MEHLMANN et a l., 2005 ; PARK et a l.,

2004; CONTI et al., 2006). O sinal ovulatório do LH é recebido e respondido 

pela s célu la s da teca e da gra n u los a m u ra l, qu e o tra n s m item com o s in a l

s ecu n dá r io à s célu la s do cumulus, in du zin do m u da n ça s e a p róp r ia

regulação da expressão de LH-R (RUSSELL e ROBKER, 2007).

Em eqü in os , Gou det et a l. (1999) dem on s tra ra m qu e os LH-R n a s

célu la s da gra n u los a a u m en ta m con form e a u m en ta o d iâ m etro folicu la r , e

qu e folícu los com 5 m m de d iâ m etro já a p res en ta m LH-R ta n to n a s célu la s

da gra n u los a m u ra l qu a n to n a s do cumulus, o qu e n ã o h a via s ido

repor ta do em ou tra s es pécies , on de os LH-R s ã o detecta dos n o cumulus

apenas em folículos pré-ovulatórios.
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A ín t im a con exã o en tre a s célu la s folicu la res e o oócito, con ecta dos

via ju n ções GAP, perm ite qu e fa tores pa rá cr in os s ecreta dos ta n to pela s

célu la s da gra n u los a qu a n to pelo oócito regu lem m u ita s fu n ções

im por ta n tes n o a m bien te folicu la r , p rom oven do o cres cim en to e

d iferen cia çã o da s célu la s da gra n u los a , a depos içã o de m a tr iz extra -celular

e a regu la çã o da m a tu ra çã o oocitá r ia (ALBERTINI et a l., 2001 ; PARK et a l.,

2004). Den tre es tes fa tores , os m em bros da fa m ília do fa tor de cres cim en to

ep iderm a l (EGF) s ã o os m a is p rová veis m ed ia dores da a çã o do LH pré-

ovulatório, uma vez que o LH ou a hCG estimulam um aumento transitório

e s eqü en cia l n a expres s ã o de a m pir regu lin a , ep ir regu lin a e beta -celulina,

qu e per ten cem à fa m ília do EGF (PARK et a l., 2004). EGF é u m fa tor de

cres cim en to per ten cen te a u m gra n de gru po de proteín a s in tim a m en te

relacionadas que incluem TGF, ampirregulina, epirregulina e beta-celulina,

entre outros (BEN-AMI et al., 2006).

Am pir regu lin a , ep ir regu lin a e beta -celu lin a s e liga m a os recep tores de

EGF (EGF-R) presentes no ovócito e nas células do cumulus. A ativação dos 

EGF-R por es ta s p roteín a s in du z a expa n s ã o da s célu la s do cumulus e

m a tu ra çã o n u clea r em h u m a n os e ca m u n don gos (FEUERSTEIN et a l.,

2007 ; PARK et a l., 2004). Em égu a s , 2 a 4 h ora s a pós a a dm in is t ra çã o

s is têm ica de h CG, obs ervou -s e a u m en to da expres s ã o de mRNA pa ra

a m pir regu lin a e ep ir regu lin a n a s célu la s da gra n u los a de folícu los

dom in a n tes p ré-ovu la tór ios (LINDBLOOM et a l., 2008). Em folícu los

cu lt iva dos de ca m u n don gos , Pa n igon e et a l. (2008) dem on s tra ra m

a u m en to in icia l da expres s ã o de ER e AR em 30 m in u tos a p ós a

a dm in is t ra çã o de LH recom bin a n te, com a expres s ã o m á xim a detecta da 2
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h ora s depois do LH. Em ra tos , Sek igu ch i et a l. (2004) dem on s tra ra m

a u m en to da ER e AR em folícu los pré-ovu la tór ios es t im u la dos com eCG

du ra n te 24 h ora s , com m á xim o em 4 h ora s . Em m a ca cos , a expres s ã o de

AR e ER foi detectada entre 3 e 12 horas após hCG após estímulo com hCG 

(FRU et al., 2007).

De acordo com a revisão de Ben-Ami et al. (2006) e segundo o trabalho 

de Pa n igon e et a l. (2008), a liga çã o do LH a o s eu recep tor a t iva a a den ila to

cicla s e e porta n to eleva o AMPc, qu e por s u a vez es t im u la a p roteín a

qu in a s e a (PKA) en volvida n a s ín tes e de ER e AR. Pa ra a dqu ir ir a t ivida de

b iológica , ER e AR precis a m s er cliva da s por m eta lop rotein a s es , e a pós a

cliva gem e a t iva çã o podem s e liga r a recep tores da s célu la s do cumulus em

pa drã o pa rá cr in o, desen ca dea n do a expa n s ã o do cumulus e a m a tu ra çã o

oocitá r ia , ou a u tócr in o, com efeito m itogên ico. Em célu la s da gra n u los a

n orm a is , a pós o a u m en to do LH ocorre down-regulation da s

metaloproteinases responsáveis pela ativação da ER e AR.

O LH pré-ovu la tór io ta m bém é res pon s á vel pelo es t ím u lo à

es teroidogên es e folicu la r , s ín tes e de pros ta gla n d in a e leu cotr ien os ,

s ecreçã o de protea s es pa ra a degra da çã o de m a tr iz extra -celu la r e

a ltera ções n a perm ea b ilida de va s cu la r qu e leva m a o a cu m u lo de flu ido e

aumento da pressão intra-folicular (ZHUO E KIMATA, 2001)

Nos es tá gios fin a is de m a tu ra çã o folicu la r , o a cú m u lo de á gu a e

expa n s ã o da m a tr iz extra -celu la r do folícu lo o leva a o s eu d iâ m etro

m á xim o. O cres cim en to e a rem odela çã o da m em bra n a ba s a l d eve s er

extrem a m en te rá pido pa ra s u por ta r es ta s m u da n ça s fin a is , e

im ed ia ta m en te a n tes da ovu la çã o h á d is s olu çã o com pleta da m em bra n a
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ba s a l, a lem de m odifica ções va s cu la res qu e in clu em va s od ila ta çã o e

hiperemia, com progressiva mudança de cor do folículo, devido ao aumento 

da perm ea b ilida de va scu la r . Acred ita -s e qu e a h iperem ia é m ed ia da por

histamina e prostaglandina E2 (PGE2).

Entretanto, obs erva -s e is qu em ia loca l n o pon to de ru p tu ra do folícu lo.

(HUNTER et a l., 2003). Es ta is qu em ia loca l é res pon s á vel pela m orte da s

célu la s ep itelia is , a s qu a is libera m h id rola s es qu e con tr ibu em pa ra a

d is s olu çã o da s ca m a da s celu la res a d ja cen tes . A qu ebra fin a l da pa rede

folicu la r depen de da a propr ia da degra da çã o de tecido con ju n t ivo e ou tros

com pon en tes da m a tr iz extra -celula r . Além dis s o, o a u m en to de volu m e do

folícu lo p ré-ovu la tór io é fa cilita do pela d is s ocia çã o progres s iva da s fib ra s

colá gen a s , u m proces s o qu e com eça n a tú n ica a lbu gín ea h ora s a n tes da

ru p tu ra folicu la r . Fib rob la s tos a d ja cen tes à teca s e torna a tivos e

prolifera m , s en do prova velm en te res pon s á veis pela libera çã o de en zim a s

p roteolít ica s , es pecia lm en te cola gen a s es , qu e degra da m a m a tr iz extra -

celu la r , fa cilita n do s u a m ovim en ta çã o e leva n do a u m a delga ça m en to da

parede folicular (ESPEY et al., 1994).

Na m a ior ia da s es pécies , in clu in do ovin os , s u ín os , bovin os e eqü in os ,

h á redu çã o da pres s ã o in tra -folicu la r a n tes da ovu la çã o, com o folícu lo s e

torn a n do m a is flá cido e perden do a ten s ã o da pa rede folicu la r . Nes te ca s o

a fa s e fin a l de des en volvim en to folicu la r é ca ra cter iza da pela deform a çã o

do folícu lo, qu e pode s er detecta da por pa lpa çã o reta l em va ca s e égu a s

(HUNTER et al., 2003).
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2.5. Expressão gênica de fatores associados à expansão do cumulus

A expansão do CCO é uma conseqüência do pico de LH e é dependente

da in du çã o de gen es es pecíficos , qu e in clu em : cicloxigen a s e-2 (COX2), a

en zim a qu e s in tet iza p ros ta gla n d in a s ; h ia lu ron a s in teta s e 2 (HAS2), qu e

s in tet iza á cido h ia lu rôn ico; e TSG-6 , qu e é u m a proteín a liga n te de HA

(RICHARDS et al., 2002).

Os m eca n is m os m olecu la res pelos qu a is o LH in du z a expres s ã o

gên ica de HAS-2 , COX-2 E TSG-6 pod em s er ta n to d iretos , via recep tores

de LH (LH-R) n a s célu la s do cumulus ou in d iretos , via a t iva çã o de ou tros

even tos s in a liza dores n o folícu lo, com o o GDF-9 e EGF. A a çã o d ireta via

LH-R é m u ito qu es t ion a da , em fu n çã o da pequ en a qu a n t ida de des te

recep tor iden t ifica da n a s m em bra n a s da s célu la s do cumulus (RICHARDS

et al., 2002; SHIMADA et al., 2006).

O prová vel pa pel do EGF e de s eu s fa tores rela cion a dos , com o AR, ER

e BTC é ju s t ifica do pelo a u m en to de s u a expres s ã o em folícu los n o es tá gio

pré-ovu la tór io, em pa drã o tem pora l s em elh a n te a o dos recep tores de

p ros ta gla n d in a , por exem plo, u m dos recep tores de p ros ta gla n d in a E2

(EP2), qu e é expres s o n a s célu la s do cumulus e pa r t icipa do proces s o de

expa n s ã o do cumulus e ovu la çã o (CONTI et a l., 2005 , SHIMADA et a l.,

2006).

Con form e revis to por Rich a rds et a l. (2002), es tu dos dem on s tra ra m

qu e a ovu la çã o é defeitu os a em ca m u n don gos com deleçã o do gen e COX-2,

e qu e s em COX-2 h á fa lh a s n a res pos ta a o LH qu a n to à expa n s ã o do

cumulus. A ovu la çã o e a expa n s ã o do cumulus podem s er n orm a liza da s ,

en treta n to, com a a dm in is t ra çã o exógen a de PGE2 ou in ter leu cin a -1 (IL1),
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o qu e in d ica qu e pros ta gla n d in a , p r in cipa lm en te PGE2 , e ou tra s via s

sinalizadoras s ã o fu n da m en ta is pa ra a m bos os even tos , e evidên cia s

indicam que a ação da prostaglandina se dá ao nível do TSG-6, não do HA.

Ta n to o TSG-6 qu a n to o HA s ã o expres s os m u ita s h ora s a n tes de

qu a lqu er s in a l fís ico de expa n s ã o da MEC, o qu e s u gere qu e a pres ença

des s a s m olécu la s n ã o é s u ficien te pa ra a form a çã o da m a tr iz ou pa ra qu e

a s célu la s do cumulus s e a fa s tem do oócito. Is to ocorre porqu e u m pré-

requ is ito pa ra a form a çã o e es ta b iliza çã o da MEC é a en tra da de I I n o

folícu lo, o qu e ocorre du ra n te o p roces s o ovu la tór io pelo a u m en to da

perm ea b ilida de va s cu la r folicu la r ver ifica do du ra n te a d is s olu çã o da

m em bra n a ba s a l. A expa n s ã o do cumulus s ó ocor re qu a n do o I I en tra n o

folícu lo ou qu a n do s oro é a d icion a do a o CCO pa ra es ta b iliza r a m a tr iz, por

ligação covalente do HA à cadeia pesada do I I (RICHARDS et al., 2002). 

O m eca n is m o pa rá cr in o de a çã o dos fa tores s em elh a n tes a o EGF n a s

célu la s do cumulus foi p ropos to por Con ti et a l. (2006): A a tiva çã o do LH

n a s célu la s da gra n u los a m u ra l es t im u la a via d o AMPc, qu e por s u a vez

in du z a expres s ã o de ER, AR e BTC. Es tes fa tores a gem n a s célu la s da

gra n u los a m u ra l ou s e d ifu n dem pa ra a gir n a s célu la s do cumulus, e a

a t iva çã o dos receptores de EGF n a s célu la s do cumulus proporcionam

ju n ta m en te com o AMPc, a m a tu ra çã o oocitá r ia e a expa n s ã o do cumulus

(CONTI et al., 2006). 

A depos içã o da MEC ta m bém é in flu en cia da por fa tores oocitá r ios da

s u per fa m ília TGF , com o o GDF-9 , BMP-15 e BMP-6 . Den tre es tes , o

GDF-9 é o m a is im por ta n te, já qu e s u a deleçã o em ca m u n don gos gera

p rodu tos com pleta m en te in fér teis , ten do s ido ta m bém dem on s tra da s u a
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in flu ên cia s ob re a expres s ã o de HAS-2 , COX-2 e en zim a s da

esteroidogênese (ZHUO E KIMATA, 20 01). En treta n to, GDF-9 é expres s o

em oócitos des de os es tá gios in icia is da folicu logên es e, o qu e s u gere qu e

s u a a çã o es pecifica em folícu los p ré-ovu la tór ios é depen den te do LH, o qu e

poder ia s er exp lica do por u m a n eces s ida de de a tiva çã o do GDF-9

(RICHARDS et al., 2002).

O GDF-9 , com o ou tros m em bros da fa m ília TGF, é s in tet iza do com o

propep tídeo e es tá p res en te n a s u perfície da s ju n ções celu la res en tre o

oócito e a s célu la s do cumulus, pos s ivelm en te liga do a proteoglica n a s , em

la tên cia . A in du çã o de protea s es pelo LH pode s er n eces s á r ia pa ra a t iva r

ou libera r o GDF-9 , perm it in do s u a in tera çã o com recep tores celu la res e

in du çã o da expres s ã o de HAS-2 e COX-2 n a s célu la s do cumulus

(RICHARDS et al., 2002). 

A expa n s ã o do cumulus, por s u a vez, ta m bém é es t im u la da pelo LH e

en volve a form a çã o de u m a m a tr iz extra -celu la r vis cos a , com pos ta

p r in cipa lm en te por á cido h ia lu rôn ico (HA), s ecreta do pela s célu la s d o

cumulus, qu e form a u m es qu eleto es tru tu ra l ju n ta m en te com m olécu la s

associadas (ASHKENAZI et al., 2005, KIMATA et al., 2001). 

Ao con trá r io do qu e a con tece em ou tra s es pécies , on de a expa n sã o

celular é verificada somente nas células do cumulus, em eqüinos o LH pré-

ovu la tór io ca u s a u m a expa n s ã o de toda a ca m a da da s célu la s da

granulosa in vivo, e n es ta es pécie foi ca ra cter iza da a expres s ã o de HAS-2

n a s célu la s da gra n u los a m u ra l em res pos ta a o h CG em folícu los p ré-

ovu la tór ios (STOCK et a l., 2002). Além dis s o, o h CG foi ca pa z de in du zir

expansão precoce do cumulus em folículos imaturos (BLANCO et al., 2009).
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A expres s ã o m á xim a de HAS-2 em equ in os foi detecta da 36 h ora s a pós

hCG (STOCK et al., 2002)

3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

O objetivo gera l des te tra ba lh o é o de in ves t iga r a expres sã o gên ica de

ep ir regu lin a (ER), a m pir regu lin a (AR) e h ia lu ron a s in teta s e-2 (HAS-2) em

folícu los de eqü in os em diferen tes es tá gios de m a tu ra çã o, s u bm etidos ou

n ã o a o es tím u lo gon a dotrófico exógen o com EPE e h CG, vis a n d o u m

m elh or con h ecim en to dos even tos celu la res qu e cu lm in a m n a expa n s ã o do

cumulus oophorus.

3.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS

1) detecta r a expres s ã o de HAS-2 , AR e ER em folícu los de eqü in os p ré-

ovulatórios e imaturos; 

2 ) detecta r s e a expres s ã o de HAS-2 , AR e ER pode s er in du zida pela

administração de EPE ou hCG em folículos <30mm

3) determ in a r a in flu ên cia do protocolo de s u perovu la çã o (EPE+h CG) s obre

a expressão de AR, ER e HAS-2 em folículos <30 mm e >35 mm;

4) investigar a influência da indução da ovulação no padrão temporal de 

expressão gênica de AR, ER e HAS-2.



32

4. HIPÓTESES

1) a expres s ã o de ER, AR e HAS-2 a pres en ta pa d rã o d iferen cia do en tre

folículos imaturos e pré-ovulatórios

2) a expres s ã o de ER, AR e HAS-2 é in du zida por es t ím u lo gon a dotrófico

exógeno (EPE e hCG)

5. MATERIAL E MÉTODOS

5. 1 . ANIMAIS

Fora m u t iliza da s 12 égu a s m es t iça s , com ida de en tre 4 e 15 a n os ,

pes a n do en tre 250 e 400 kg e s em a ltera ções qu a n to à ciclicida de e

fertilidade durante as estações de monta (outubro a março) dos anos 2009-

2010 e 2010-2011 . Todos os a n im a is u t iliza dos n ã o a pres en ta ra m

a ltera ções detecta da s n o exa m e do tra to rep rodu tivo (h is tór ico, pa lpa çã o

reta l, exa m e u ltra s s on ográ fico e citologia u ter in a ). As égu a s fora m

m a n tida s n o Pos to de Mon ta da Fa zen da La jea do UNESP loca liza do n o

município de Botucatu (LAT. 22ºS e LONG. 48ºW), estado de São Paulo, em 

piquetes com livre a ces s o à á gu a , com forn ecim en to de 1 ,5 kg de

con cen tra do/ a n im a l/ d ia e 5kg de fen o/ a n im a l/ d ia , a lém de

suplementação mineral em área coberta. 

A dinâmica de crescimento folicular foi acompanhada por palpação retal 

e u lt ra s s on ogra fia (AQUILAVET, ESAOTE-PIE MEDICAL, HOLANDA)

utilizando-s e tra n s du tor lin ea r de 5 Mh z em dia s a ltern a dos a té qu e se

obs erva s s e u m folícu lo de 30 m m ou s e in icia s s e o tra ta m en to h orm on a l ,

quando iniciava-se o acompanhamento diário.
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5.2. PREPARAÇÃO DO EXTRATO DE PITUITÁRIA EQUINA

O extra to de p itu itá r ia eqü in a foi p repa ra do s egu n do o m étodo propos to

por Gu illon & Com ba rn ou s , (1983) n o la bora tór io d a Un ivers ida de

Es ta du a l Pa u lis ta (UNESP), AMPcu s de Botu ca tu -SP. As p itu itá r ia s era m

a dqu ir ida s n o fr igor ífico, loca liza do n a cida de de Sa n ta Fé-PR, on de era m

con gela da s e con du zida s pa ra o la bora tór io (UNESP). Depois de

des con gela da s , a s p itu itá r ia s era m ba n h a da s em á gu a

des t ila da / deion iza da , t r itu ra da s em liqü id ifica dor dom és t ico com s olu çã o

de 40% de eta n ol, á lcool et ílico P.A. (La bora tór io Din a m ica , Sã o Pa u lo), e

6% de a ceta to de a m ôn ia (La bora tór io Syn th , Sã o Pa u lo-SP). A fra çã o

a t iva era p recip ita da , a u m en ta n do-s e a con cen tra çã o de eta n ol em 80%,

s en do em s egu ida d ia liza da , liofiliza da e con s erva da a u m a tem pera tu ra de

-20 C. Ao s er u t iliza do, o EPE liofiliza do foi d ilu ído em s olu çã o fis iológica

n a p roporçã o de 6 m g/ m L, s en do con s erva do em refr igera dor a 5 C n o

período máximo de sete dias. 

5.3. DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

5 .3 .1 EXPERIMENTO 1 : An ális e da e xpre s s ão de AR, ER e HAS-2 e m

fo líc ulos pré -ovulatórios de é guas s ubm e t idas a dife re n te s

tratamentos hormonais

As éguas foram aleatoriamente dividas nos seguintes grupos:

a) CPO - Grupo c ont ro le pré ovulat ório (não s upe rovuladas s e m

indução da ovulação):
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No s ét im o d ia a pós a ovu la çã o a dm in is tra va -s e u m a dos e de 1 m l de

a n á logo de p ros ta gla n d in a i.m (Cloprostenol, 5m g/ m l). A aspiração do

folícu lo dom in a n te era efetu a da en tre 3 e 24 h ora s a pós a detecçã o de u m

folículo com 35-40 mm.

b) EPE/ h CG PO - Grupo EPE/ hCG pré -ovulatório (s upe rovuladas

com indução da ovulação): 

No s étim o d ia a pós a ovu la çã o a dm in is t ra va -s e u m a dos e de 1 m l de

a n á logo de pros ta gla n d in a i.m (d in opros t , 5 m g/ m l) e era in icia do o

tra ta m en to s u perovu la tór io, com a a p lica çã o de 6 m g de EPE, i.m , BID.

Quando a m a ior ia dos folícu los a t in gia 35 m m de d iâ m etro, era

a dm in is t ra da u m a dos e de h CG (2500 UI) e a s a s p ira ções era m efetu a da s

após 3 ou 24 horas .

c) hCG PO - Grupo hCG pré -ovulatório (n ã o s u perovu la da s com

indução da ovulação): 

No s ét im o dia a pós a ovu la çã o os a n im a is receb ia m u m a dos e de 1 m l

de a n á logo de pros ta gla n d in a i.m (d in opros t , 5 m g/ m l)e a h CG (2500 UI,

i.v) era a dm in is tra d a qu a n do detecta va -s e a p res en ça de u m folícu lo com

35 mm de diâmetro, e as aspirações eram efetuadas  após 3 ou 24 horas.

d) EPE PO - Grupo EPE pré ovulatório (s upe rovuladas s e m induç ão

da ovulação):

O tra ta m en to s u perovu la tór io era efetu a do com o n o gru po 2 , e qu a n do

o m a ior folícu lo a t in gia 35 m m a s a sp ira ções era m efetu a da s a s 3 e 24

horas, como nos grupos anteriores.
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5.3.2. EXPERIMENTO 2 : An ális e da e xpre s s ão de ER, AR e HAS-2 e m

fo líc ulos im aturos de é guas s ubm e t idas a dife re nte s t ratam e nto s

hormonais

As égu a s fora m divid ida s a lea tor ia m en te n os m es m os 4 gru pos de

tra ta m en to des cr itos pa ra o exper im en to 1 , en treta n to a s a s p ira ções era m

efetu a da s 3 ou 24 h ora s a pós a detecçã o de u m folícu lo de 30 m m .Os

gru pos fora m den om in a dos con trole im a tu ro (CIM), EPE/ h CG im a tu ro

(EPE/hCG IM), hCG imaturo (hCG IM) e EPE imaturo (EPE IM).

Figura 0 1 : Es qu em a de tra ta m en to h orm on a l pa ra os gru pos de égu a s

estimuladas com EPE
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Figura 0 2 : Es qu em a de tra ta m en to h orm on a l pa ra os gru pos de égu a s

tratadas somente com hCG e grupo controle

5.4. OBTENÇÃO DAS CÉLULAS FOLICULARES

Após a h igien iza çã o da regiã o per ivu lva r da égu a , a p lica va -s e 1m l de

xila zin a iv, 1 m l de bu torph a n ol iv e 15-20 m m de bu s copa n i.v. Os

folícu los era m a s p ira dos , u t iliza n do u m a a gu lh a de lú m en du p lo (12 -GA-

Oocyte As p ira t ion Set 59009 Min itu be, Veron a m WI) a cop la da a u m

tra n du tor con vexo de 7 ,5 MHz em u m a gu ia de aspiração (Nu tr icell,

AMPcinas-SP) trans-vaginal, que por sua vez era acoplada a uma bomba de 

vá cu o com pres s ã o en tre 180-200 m m HG. O a n tro de ca da folícu lo

pu n cion a do era la va do de form a con tín u a com cerca de 50 m l de PBS

(Nutricell, AMPcinas-SP) com 1 m l de h epa r in a d ilu ida , pa ra a recu pera çã o
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de célu la s folicu la res . O flu ido folicu la r e o la va do in tra -folicu la r era m

levados individualmente à placas de Petri (45x25) com fundo quadriculado, 

pa ra rá p ida in s peçã o em es terom icros cóp io com a u m en to de 40x, pa ra

visualiza çã o da qu a n t ida de e a s pecto da s célu la s folicu la res ob t ida s . Pa ra

evita r a degra da çã o do RNA, a s célu la s folicu la res era m ra p ída m en te

ret ira da s da p la ca , com a u xílio de p ipeta dor a u tom á tico. O flu ido folicu la r

res ta n te era cen tr ifu ga do pa ra a s epa ra çã o do pellet com pos to pela s

células foliculares restantes.

O pellet era ret ira do com a u xílio de m icrop ipeta dor fixo (1 m l) e

coloca do em eppen dorfs de 2 m l, n os qu a is era m a cres cen ta dos 1 m l de

tr izol®. Em s egu ida era m con gela dos im edia ta m en te em freezer a -20ºC e

tra n s fer idos em m en os de 24 h ora s pa ra freezer a -80 ºC, on de fica va m

armazenados até o momento da extração de RNA.

5.5. EXTRAÇÃO DO RNA

Depois de tr itu ra da s e h om ogen eiza da s em Polit ron (Ultra tu r ra x®), a s

a m os tra s de célu la s da teca e célu la s da gra n u los a fora m s u bm etida s a o

protocolo Tr izol® (In vit rogen ) pa ra extra çã o de RNA tota l. Es te p rotocolo

foi rea liza do em qu a tro eta pa s s eqü en cia is : s epa ra çã o, p recip ita çã o,

lavagem e dissolução do RNA total.

A extra çã o do RNA foi rea liza da s egu n doo protocolo Trizol (In vitrogen ®).

Ao fin a l da extra çã o, a s a m os tra s de RNA tota l fora m s olu b iliza da s em

á gu a des tila da e a u tocla va da . As con cen tra ções da s a m os tra s de RNA tota l

foram mensuradas por espectofotometria (ND-2000, Nanodrop®). 
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A fim de evitar uma eventual contaminação por DNA genômico, todas as 

a m os tra s de RNA tota l fora m tra ta da s com DNAs e a n tes de s erem

s u bm etida s a o RT-PCR. Con form e a s in s tru ções do protocolo DNAs e I

Am plifica t ion Gra d e (In vitrogen ®), o volu m e da s olu çã o de RNA tota l

tra ta do com DNAs e foi ca lcu la do a fim de con ter 1 μg de RNA tota l. A es te

volu m e foi a d icion a do 1μl de ta m pã o DNAs e, 1μl de DNAs e I (1 u n ida de/ μl)

e á gu a RNAs e free s u ficien te pa ra com pleta r 10 μl. Es s a s olu çã o

perm a n eceu a tem pera tu ra a m bien te du ra n te 15 m in u tos e, em seguida,

foi a cres cida de 1μl de EDTA (25m M) e in cu ba da a 65 oC por 10 m in u tos

pa ra in a tiva çã o da en zim a . Após es te p roced im en to, a s a m os tra s fora m

a rm a zen a da s em gelo a té s erem s u bm etida s à rea çã o de tra n scr içã o

reversa.

5.6. REAÇÃO DE TRANSCRIÇÃO REVERSA

O RNA extra ído foi s u bm etido à rea çã o de tra n s cr içã o revers a (RT-PCR)

pa ra a ob ten çã o de cDNA, u t iliza n d o a en zim a tra n s cr ip ta s e revers a

recom bin a n te (Su pers cr ip t IIITM, In vit rogen ) com u m oligon u cleotídeo poli

T-12 a 1 8 n u cleotídeos , s egu in do a m etodologia des cr ita n o m a ter ia l

fornecido com a enzima.

5.7 AVALIAÇÃO DA EXPRESSÃO GÊNICA POR PCR EM TEMPO REAL 

Pa ra a qu a n t ifica çã o da expres s ã o gên ica em tem po rea l, u t iliza m os o

cora n te SybrGreen e o equ ipa m en to da App lied Bios ys tem s . O pr in cíp io d o

m étodo es tá ba s ea do n a detecçã o de flu ores cên cia n o tu bo de rea çã o à
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m edida qu e DNA du p la fita é gera do, em vir tu de da con cen tra çã o do

fluoróforo SybrGreen entre as cadeias de DNA amplificadas. 

Os oligon u cleot ídeos in icia dores fora m delin ea dos a pa r t ir de

seqüência s d ispon íveis n o ba n co de da dos Gen Ba n k ou ob tidos n a

literatura (Tabela 1).

A rea çã o corre em u m a m á qu in a es pecifica qu e m ede a flu ores cên cia

gera da pela a m plifica çã o e d is põe os res u lta dos em form a de grá fico, on de

o eixo ver t ica l rep res en ta o n u m ero de cóp ia s e o h orizon ta l dem on s tra o

n u m ero de ciclos . O treshold é a lin h a pré-determ in a da u t iliza da pa ra

a va lia çã o da cu rva de expres s ã o, qu e é s igm oida l e a p res en ta u m a fa s e de

cres cim en to expon en cia l e u m pla tô, qu e é o pon to on de a s rep lica ções s ã o

redu zida s , o qu e ocorre por fa tores com o a fa lta de rea gen tes , a es ta a ltu ra

já con s u m idos . O ch a m a do ciclo tres h old (Ct) é o pon to on de a cu rva de

expres s ã o a t in ge o treshold. Qu a n to m en or o va lor de Ct, m a is cóp ia s de

DNA es tã o p res en tes n a a m os tra . Um con trole n ega t ivo s em pre é u t iliza do

e os res u lta dos s ã o a n a lis a dos com pa ra t iva m en te a os res u lta dos da

expres s ã o de u m gen e de con trole en dógen o, s en do es te n eces s a r ia m en te

um gene de expressão comum às células do organismo estudado.

Em n os s o exper im en to, fora m a n a lis a da s a expres s ã o dos gen es AR, ER

e HAS-2 em relação à expressão do controle endógeno ACTB, o que foi feito 

a pós o cá lcu lo da eficiên cia da s rea ções pelo m étodo Lin Reg, e

determ in a da s os va lores de expres s ã o rela t iva pelo m étodo de Pfa ffl et a l.

(2001), qu e é u m a equ a çã o qu e forn ece a ra zã o en tre a expres s ã o dos

genes alvo e a expressão do gene de controle endógeno.
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5 .8 CARACTERIZAÇÃO DO PERFIL DE EXPRESSÃO DE GENES POR

PCR EM TEMPO REAL

O perfil de expres s ã o dos mRNA cod ifica dores da ER, AR e HAS-2

e dos gen es de con trole en dógen o tes ta dos (GAPDH, UBC, ACTB) foi

in ves t iga do por en s a io de PCR em tem po rea l em mRNA oriu n do da s

célu la s da gra n u los a ob t ida s com a s aspirações dos d iferen tes gru pos .

Pa ra is to, foi u t iliza do o k it SYBR Green PCR Ma s ter Mix (Applied

Bios ys tem ) pa ra a m plifica çã o n o ABI Pris m 7500 Sequ en ce Detect ion

Sys tem (App lied Bios ys tem ), em cola bora çã o com o Prof. Dr . J os é Bu ra t in i

Jr, do Depto. De Fisiologia do Instituto de Biociências da UNESP-Botucatu.

A eficiên cia de a m plifica çã o dos gen es foi es t im a da u tiliza n do-s e o

programa LinRegPCR (Ramakers et al., 2003). Para tanto, foi considerada a 

eficiên cia m éd ia de ca da gen e com ba s e n a cu rva de a m plifica çã o

in d ividu a l de ca da a m os tra . A va r ia çã o n a expres s ã o dos gen es foi

normalizada pela freqüência de expressão do gene constitutivo mais estável 

en tre a s a m os tra s , determ in a do pelo progra m a geNorm (Va n des om pele et

al., 2002) A expres s ã o rela t iva foi ob t ida pelo m petodo Ct corr igido pela

eficiên cia da a m plifica çã o, n a equ a çã o des cr ita por Pfa ffl et a l. (2001 ,

figura o1).

5.9 VALIDAÇÃO DOS PRIMERS

Inicialmente, foram testadas d iferentes condições de amplificação dos

quatro genes, com variações nas combinações de temperatura de anelamento e

concentração de primers. A eficiência de cada reação de amplificação foi calculada

por meio de curva padrão através de diluições seriadas e pelo programa LinReg
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PCR. As amostras obtidas in vivo e in vitro utilizadas para a padronização foram as

que apresentaram maior quantidade e melhor qualidade de RNA, de acordo com

análise prévia feita com o espectrofotômetro Nanodrop®.

TABELA 01: Seqüências de primers, tamanho do amplicon, condições e

eficiências de amplificação de cada primer utilizado nos experimentos

Genes Se qüê n c ia de Prim e rs (5 - 3 )
Tamanho

amplicon

Temperatura

anelamento

[final]

primer

Eficiência de 

amplificação

AR
S: - AGTGCTGATGGGTTTGAGGT
AS: GGATATTTGTGGTTCGTTGTCA 132pb 58 ºC 300nM 91%

ER
S: CAATAACGAAGTGCAGCTCTGA
AS: GCATTGTCCATGCAAACAGT 53pb 61 ºC 200 nM 84%

HAS-2
S: ACAAATGTGGCAGGCGGAAGAG

AS: GTGATATGTCTCCGTTGGTGGCA
172pb 61 ºC 300nM 83%

GAPDH S: GTT TGT GAT GGG CGT GAA CC
AS: TTG GCA CCA GTA GAA GC 255pb 60 ºC 200nM --

ACTB
S: CCA GCA CGA TGA AGA TCA AG
AS: GTG GAC AAT GAG GCC AGA AT 88pb 60ºC 200nM 88%

Diferen ça s n a ta xa de expres s ã o dos gen es fora m n orm a liza da s pela

freqüência daquele que foi considerado o melhor controle endógeno. Após a 

a n á lis e da s a m os tra s com o con trole en dógen o GAPDH, con clu ím os qu e o

prim er u tiliza do, a pes a r de ter s ido ob t ido da litera tu ra (Della qu ila et a l.,

2004), n ã o a p res en tou eficiên cia de a m plifica çã o des ejá vel. Em vis ta d is s o,

n ovos p r im ers pa ra d iferen tes con troles en dógen os fora m delin ea dos e

tes ta dos : -a ct in a (ACTB), e u b iqu it in a (UBC). Após a pa d ron iza çã o,

concluiu-s e qu e o gen e ACTB era o m a is a dequ a do, e decid iu -s e u t ilizá -lo



42

com o con trole en dógen o, por ter m os tra do m elh ores res u lta dos de

amplificação em relação ao GAPDH. 

FIGURA 0 3 : Modelo m a tem á tico pa ra cá lcu lo da expres s ã o rela t iva

derivada de dados obtidos por PCR em tempo real. A razão de um gene alvo 

é expres s a em rela çã o a o gen e con s t itu t ivo e n orm a liza da em rela çã o à

amostra con trole. Ealvo é a eficiên cia do tra n s cr ito do gen e a lvo; Eref é a

eficiên cia do tra n s cr ito gen e referen cia ; Ctalvo é des vio de CP do con trole

amostra do gene alvo transcrito; Ct ref é desvio de CT do controle  amostra 

do gene referência transcrito.

5.10 ANÁLISE ESTATÍSTICA

A análise de variância (ANOVA) foi realizada pelo procedimento PROC 

MIXED d o SAS (vers ã o 9 .2 ) em qu e o m odelo con s idera os a n im a is com o

efeito a lea tór io e efeitos de tra ta m en to, fa s e (im a tu ro e p ré-ovulatório)

den tro de tra ta m en to e tem po (3 e 24 h ora s ) den tro de tra ta m en to e fa se

com o efeitos fixos . As m éd ia s fora m com pa ra da s pelo tes te t de Stu den t .

Os va lores u t iliza dos pa ra es s a a n á lis e fora m a s ra zões en tre a expres s ã o

dos gen es a lvo em rela çã o a o en dógen o, ca lcu la da s pela equ a çã o de Pfa ffll

(2001).

6. RESULTADOS

Fora m efetu a da s , a o todo, 66 s es s ões de aspiração, ten do s ido

a s p ira dos 93 folícu los (Ta bela 02 ). Des tes folícu los , os qu e n ã o

a pres en ta ra m des vio pa d rã o a ceitá vel n a a n á lis e de expres s ã o gên ica da s
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du p lica ta s fora m exclu ídos , s en do a pen a s 53 folícu los in clu ídos n a s

a n á lis es in icia is de expres s ã o gên ica (a n exo 01) e 23 n a a n á lis e es ta t ís t ica

final.

TABELA 02: Porcentagem de detecção dos genes em cada grupo

              GENE

GRUPO
HAS-2 ER AR ACTB

CIM 83% 100% 50% 100%

CPO 66% 44% 44% 66%

EPE IM24 0 66% 0 100%

EPE PO24 100% 100% 100% 100%

EPE/HCG IM24 85% 57% 57% 42%

EPE/HCG PO24 57% 85% 57% 85%

EPE/HCG PO3 60% 100% 40% 100%

HCG IM24 66% 100% 0 100%

HCG IM3 75% 100% 50% 100%

hCG PO24 100% 33% 100% 33%

HCG PO3 100% 50% 100% 50%

CIM: con trole im a tu ro; CPO: con trole p ré-ovulatorio; EPE: gru pos es t im u la dos com EPE;
EPE/hCG: gru pos es t im u la dos com EPE e tra ta dos com h CG; hCG: gru pos t ra ta dos com
h CG s em es t im u la çã o com EPE; IM: aspiração de folícu los <30m m , PO: aspiração de
folículos> 35mm.

O ta m a n h o m éd io dos folícu los a s p ira dos por gru po es tá dem on s tra d o

na Tabela 03.

Do tota l de a m os tra s res ta n tes pa ra a a n á lis e de expres s ã o gên ica ,

a pen a s 73% (49/ 53 ) detecta ra m expres s ã o, m es m o com Ct a lto, do

con trole en dógen o e da ER, en qu a n to 75% (40/ 53 ) detecta ra m HAS-2 e

60% (32 / 53 ) a AR. En tre gru pos , a va r ia çã o da porcen ta gem de a m os tra s

on de fora m detecta dos os gen es a va lia dos va r iou en tre 0 e 100% (Ta bela
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02). A a n á lis e des cr it iva dos da dos em con ju n to, con s idera n do já a s ra zões

de expres s ã o rela t iva , dem on s tra a gra n de va r ia b ilida de da s a m os tra s p or

s eu s a ltos erros pa d rã o em rela çã o à m édia da s ra zões (ta bela 04 , figu ra

04).

TABELA O3: diâmetro médio do total de folículos aspirados por grupo

GRUPO DIÂMETRO

CIM 31,83 ± 3,12

CPO 45,6 ± 4,21

EPE IM24 33,67 ± 3,21

EPE PO24 39 ± 2,82

EPE/HCG IM24 32,14 ± 2,54

EPE/HCG PO24 36,42 ± 3,4

EPE/HCG PO3 38 ± 3,74

HCG IM24 27,34 ± 4,93

HCG IM3 32,25 ± 4,34

hCG PO24 39,34 ± 4,16

HCG PO3 37 ± 1,41

CIM: con trole im a tu ro; CPO: con trole p ré-ovulatorio; EPE: gru pos es t im u la dos com EPE;
EPE/hCG: gru pos es t im u la dos com EPE e tra ta dos com h CG; hCG: gru pos t ra ta dos com
h CG s em es t im u la çã o com EPE; IM: aspiração de folícu los <30m m , PO: aspiração de
folículos> 35mm.
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FIGURA 04 : média das razões (equação Pfaffl, 2001) utilizada nos 

cálculos de expressão gênica, por gene.
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TABELA 0 4 An á lis e des cr it iva dos da dos (m éd ia ± des vio pa drã o d a

m édia ) u t iliza dos n a expres s ã o dos gen es HAS, ER e AR de folícu los

im a tu ros e p ré-ovu la tór ios d e égu a s n os tra ta m en tos con trole, EPE,

HCG e HCG/EPE.

Genes HAS ER AR

Tratamento n Média ± DP n Média ± DP n Média ± DP

Controle 9 1,17±2,67 9 15,98±43,24 5 0,54±0,58

EPE 2 4,30±0,57 4 87,04±72,21 2 23,36±25,72

EPE/HCG 9 1,39±2,23 10 22,78±28,05 6 7,93±18,21

HCG 8 37,06±103,31 7 109,57±116,38 6 3,89±6,05

Total 28 11,72±55,11 30 11,72±75,91 19 6,33±13,54

A a n á lis e es ta t ís t ica n ã o detectou efeito do ta m a n h o dos folícu los

(im a tu ros ou pré-ovu la tór ios ), n em dos tem pos de tra ta m en to (3 ou 24

h ora s ) s ob re a expres s ã o dos gen es a va lia dos . Ta m bém n ã o h ou ve

d iferen ça s ign ifica t iva em fu n çã o da a p lica çã o de EPE, h CG ou EPE

com h CG em rela çã o à expres s ã o de HAS-2 e AR. O ú n ico gen e qu e

a p res en tou d iferen ça s ign ifica t iva em s u a expres s ã o, de a cordo com o

tra ta m en to h orm on a l efetu a do, pa ra u m n ível de s ign ificâ n cia de 0 ,05 ,

foi a ER (Tabela 05).
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TABELA 05  Análise de variância (ANOVA) considerando os tratamentos 

con trole, EPE, HCG e HCG/ EPE, os gru pos de célu la s do cumulus

proven ien tes de folícu los im a tu ros e pré-ovu la tór ios (fa s e) a s 3 e 24

horas (tempo).

HAS ER AR

Efeitos GL Pr > F GL Pr > F GL Pr > F

Tratamento 3 0,74 3 0,04 3 0,20

Fase (tratamento) 3 0,60 4 0,88 2 0,11

Tempo (tratamento*fase) 4 0,45 4 0,24 2 0,09

GL= graus de liberdade. P<0,05

A expres sã o de ER foi in flu en cia da pelo tra ta m en to h orm on a l,

a u m en ta n do s ign ifica t iva m en te n os gru pos EPE e h CG, m a s n o gru po

EPE em a s s ocia çã o com h CG s u a expres s ã o n ã o d ifer iu do gru po

controle. A expres s ã o da HAS-2 , em bora ten h a s ido n u m er ica m en te

s u per ior pa ra o gru po tra ta do com h CG, n ã o foi es ta t is t ica m en te

diferente da expressão dos outros grupos (Tabela 06, Figura 05).
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TABELA 06 Expres sã o rela t iva (m éd ia ± erro pa d rã o da m éd ia ) do

mRNA dos gen es a lvo n os gru pos de célu la s do cumulus de folícu los

im a tu ros e p ré-ovu la tór ios , n os tra ta m en tos p ropos tos , à s 3 e 24 h ora s

em rela çã o à a m os tra pa d rã o, a n a lis a dos por ANOVA e com pa ra dos por

t de Student.

HAS-2 ER

Controle 2,20±26,94a 3,06±38,88 b

EPE 4,30±42,27 a 87,04±34,10 ab

EPE/HCG 2,27±22,67 a 22,92±25,58 b

HCG 37,23±25,89 a 125,39±26,96 a
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Figura 0 5 Expres s ã o gên ica rela t iva da h ia lu ron a s in teta s e-2 (HAS-2)

ep ir regu lin a (ER) e a m pir regu lin a (AR) em folícu los de eqü in os

submetidos a diferentes tratamentos.
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7. DISCUSSÃO

Em m a m íferos a o es t ím u lo pre-ovu la tór io do LH in du z a retomada

da meiose no oócito, a reprogramação das células da granulosa da parede 

folicu la r qu e pa s s a m a produ zir u m n ovo con ju n to de RNAs e proteín a s e

a m u da n ça s m eta bólica s n a s célu la s do cúmulus qu e pa s s a m a s ecreta r

u m a m a tr iz extra -celu la r es pecia liza da qu e s e depos ita a o redor do

oócito, a qu a l é fu n da m en ta l pa ra o s u ces s o do proces s o de ovu la çã o

(PARK et a l. 2004). Des ta form a o u s o de in du tores da ovu la çã o a n tes da

aspiração é preconizado por diversos autores visando otimizar a liberação 

do oócito da pa rede folicu la r . Es te p roced im en to é pa r t icu la rm en te

im por ta n te n a es pécie eqü in a u m a vez qu e o folícu lo ova r ia n o eqü in o

a pres en ta a lgu m a s pa r t icu la r ida des m orfológica s qu e d ificu lta m ta n to a

recu pera çã o de oócitos qu a n to de célu la s folicu la res . Nes ta es pécie, a s

célu la s da gra n u los a e os oócitos s ã o a n a tom ica m en te m a is a der idos a os

folícu los (HAWLEY et a l., 1995) e ín d ices de recu pera çã o m a iores qu e

80% s ã o ob tidos a p a r t ir da aspiração de folícu los p ré-ovu la tór ios a pós a

administração de hCG (CARNEVALE E GINTHER, 1995). 

Para outros indutores de ovulação, como o EPE e o GnRH, os índices 

ob t idos em tra ba lh o com pa ra t ivo rea liza do por Squ ires et a l. (1992)

fora m , res pect iva m en te, 63 e 42%. No en ta n to, em folícu los im a tu ros

(<35 m m ), n em a h CG n em o EPE fora m ca pa zes , de a u m en ta r os ín d ices

de recu pera çã o de oócitos ob tidos por aspiração de folícu los im a tu ros

(BLANCO et a l., 2008), o qu e ta m bém a con teceu em ou tros es tu dos

publicados com folículos pré-ovulatórios, onde a superovulação, com FSH 

s u ín o (BRUCK et a l., 1997) ou eqü in o (PURCELL et a l., 200 7), EPE
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(CARMO et a l., 2 007 ; BRUCK et a l., 200 0 ; SQUIRES et a l., 1996) ou EPE

en r iqu ecido com FSH (BEZARD et a l., 1995) n ã o a u m en tou os ín d ices de

recu pera çã o por folícu lo, em bora a u m en te os ín d ices de recu pera çã o por

égua.

No tra ba lh o de Ma clella n et a l. (2002 ), os m elh ores ín d ices fora m

ob tidos a pa r t ir de égu a s n ã o es t im u la da s (69%) em com pa ra çã o com a s

égu a s s u perovu la da s (20%). O ba ixo ín d ice de recu pera çã o pode s er

a tr ibu ído à d ificu lda de de m a n ipu la çã o do ová r io s u per es t im u la do. De

fa to n o pres en te exper im en to obs ervou -s e em toda s a s coleta s rea liza da s

dificuldade na obtenção de material de estudo. 

O folícu lo ova r ia n o eqü in o a pres en ta a lgu m a s pa r t icu la r ida des

m orfológica s qu e d ificu lta m ta n to a recu pera çã o de oócitos qu a n to de

células foliculares. Nesta espécie, as células da granulosa e os oócitos são 

a n a tom ica m en te m a is a der idos a os folícu los (HAWLEY et a l., 1995), por

is s o o proced im en to de aspiração folicu la r deve s er feito com a gu lh a s de

gros s o ca lib re (12Ga ) e lú m en du plo, pos s ib ilita n do a lém da aspiração

propr ia m en te d ita , a la va gem e es ca r ifica çã o da pa rede folicu la r (MARI et

al., 2005). Es te p roced im en to res u lta , via de regra , em con ta m in a çã o do

a s p ira do com s a n gu e, e es ta con ta m in a çã o a u m en ta de a cordo com o

d iâ m etro do folícu lo, u m a vez qu e qu a n to m a is próxim o do es tá gio p ré-

ovulatório, mais vascularizada se apresentará a parede folicular.

De a cordo com Stock et a l. (2002), a o con trá r io d o qu e a con tece em

outras espécies, onde a expansão celular é verificada somente nas células 

do cu m u lu s , em eqü in os o LH pré-ovu la tór io ca u s a u m a expa n s ã o de

toda a ca m a da da s célu la s da gra n u los a in vivo, in clu in do a s célu la s da
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gra n u los a m u ra l. En treta n to, n o pres en te exper im en to, a qu a n t ida d e de

célu la s recu pera da , m es m o de folícu los es t im u la dos com EPE e h CG foi

extrem a m en te va r iá vel e qu a s e s em pre pequ en a . Obvia m en te es te fa to foi

a gra va do n os folícu los im a tu ros , on de o es t ím u lo h orm on a l n ã o res u ltou

em resposta significativa em termos de expansão das células foliculares.

Após a s a s p ira ções , o líqu ido folicu la r ob t ido era im edia ta m en te

cen tr ifu ga do pa ra ret ira da dos pellets de célu la s , m a s em a lgu n s ca s os

fora m gra n des a s d ificu lda de em s epa ra r os pellets do coá gu lo s a n gu ín eo

qu e s e a p res en ta va n o fu n do do tu bo. Além dis s o, m es m o a pós a

cen tr ifu ga çã o, a lgu m a s a m os tra s n ã o a p res en ta va m pelle ts s a t is fa tór ios ,

o qu e s ign ifica va qu e prova velm en te a qu a n t ida de de célu la s ob t ida s era

m u ito pequ en a . De fa to, a t ra vés de obs erva çã o em pír ica , foi pos s ível

a s s ocia r , n a m a ior pa r te da s vezes , a pres en ça de pellet vis ível com

quantidade de mRNA obtido.

Es ta d ificu lda de de ob ten çã o de m a ter ia l pa ra a n á lis e, in eren te à

es pécie eqü in a , foi gra n dem en te reflet ida n os res u lta dos , p rova velm en te

por ter com prom etido a qu a lida de da s a m os tra s , qu e con t in h a m célu la s

em qu a n tida des va r iá veis , o qu e pode ter in flu en cia do n a en orm e

va r ia çã o ob t ida en tre a m os tra s do m es m o gru po, obs erva da em vá r ios

casos. Além disso, a necessidade de escarificação da parede folicular para 

ret ira da da s célu la s da gra n u los a torn a im pos s ível a ob ten çã o de

a m os tra s s em presen ça de s a n gu e, qu e pode ter s ido deletér io pa ra o

material genético celular. 

As s ocia do a es te prob lem a , a es ca s s ez de a ba tedou ros de eqü in os n o

Brasil torna inviável o trabalho com ovários pos t m ortem , o que facilitaria, 
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pelo menos, a padronização da técnica com relação aos primers utilizados 

e d iferen ça s de expres s ã o em célu la s da teca e gra n u los a , u m a vez qu e

para nosso trabalho, de qualquer forma, precisaríamos de material obtido 

in vivo, pa ra qu e pu des s em s er a va lia dos os efeitos dos tra ta m en tos

hormonais propostos.

Investigações realizadas no decorrer da última década demonstraram 

qu e m olécu la s da fa m ília do EGF m im etiza m a lgu n s efeitos do EGF in

vitro (PROCHAZKA et a l. 2000). Fren te a es tes res u lta dos Pa rk et a l.

(2004) demonstraram que, em camundongos, o LH estimula as células da 

gra n u los a a produ zir fa tores de cres cim en to da fa m ília do EGF com o AR,

ER e BTC. Qu a n do a libera çã o des tes fa tores é im ped ida n o folícu lo de

ra tos por in ib idores de m eta lop rotein a s es a m a tu ra çã o m eiót ica oocitá r ia

induzida por LH é suprimida (ASHKENAZI et al., 2005), e a ligação destes 

fa tores a s eu s recep tores n a s célu la s do cu m u lu s res u lta n a expa n s ã o do

cumulus e na quebra da vesícula germinativa (JOHNSON et al., 1993).

Em ca m u n don gos a a dm in is tra çã o de u m a dos e in du tora d a

ovu la çã o de h CG leva a u m a eleva çã o rá p ida e tra n s itór ia da expres s ã o

do mRNA pa ra AR, ER e BTC em u m in terva lo en tre 1 a 3 h ora s a pós a

injeção. Enquanto a expressão de AR e a BTC foi transitória o mRNA para 

ER perm a n eceu eleva do por a té 12 h ora s a pós a es t im u la çã o com

gon a dotrofin a (PARK et a l., 2004). J á em égu a s foi dem on s tra do qu e o

mRNA pa ra AR e ER n a s célu la s da gra n u los a s e eleva m ta m bém em u m

in terva lo de 0 a 2 h ora s a pós a a d m in is tra çã o de h CG. No en ta n to,

en qu a n to a ep ir regu lin a ra p ida m en te declin a va , u m a n ova eleva çã o d a
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AR ocorr ia 4 h ora s a pós o h CG perm a n ecen do eleva da a té 6 h ora s a p ós a

administração da droga (LINDBLOOM et al., 2008). 

A m a ior ia da s pu b lica ções com a n á lis e de expres s ã o gên ica por

PCR em tem po rea l de m a ter ia l ob t ido de folícu los ova r ia n os é feita a

pa r t ir de da dos ob t idos com a n im a is de la bora tór io, h u m a n os e bovin os ,

o qu e ta m bém dificu ltou a execu çã o do n os s o tra ba lh o por fa lta de

parâmetros para comparação.

As in con s is tên cia s obs erva da s en tre os res u lta dos podem s er u m

reflexo da en orm e va r ia b ilida de en tre a s exp res s ões da s a m os tra s , com

m édia e des vio pa drã o dos Cts m u ito a lto, d ificu lta n do iden t ifica çã o de

u m pa drã o de expres s ã o n a gra n de m a ior ia dos ca s os . Além disso,

m u ita s a m os tra s fora m des ca r ta da s da a n á lis e es ta t ís t ica por n ã o

expressarem o gene de controle endógeno, o que inviabiliza a relativização 

da expres s ã o gên ica por m eio do cá lcu lo da s ra zões . Ou tro fa tor qu e

torn a a lgu m a s a m os tra s in viá veis pa ra a s a n á lis es é o des vio pa d rã o

en tre a s du p lica ta s . Ao a n a lis a r es te fa tor , ta m bém fora m exclu ída s

amostras que apresentaram desvio padrão muito alto entre as duplicatas, 

o que tornaria pouco confiável o resultado. 

Foi dem on s tra do n a ta bela 04 qu e n os gru pos CPO, EPE/ HCG IM2 4

e HCG PO3, por exem plo, a porcen ta gem de expres s ã o do gen e de

con trole en dógen o foi m en or qu e a expres s ã o dos gen es a va lia dos , e n a

mesma tabela podemos observar que em alguns casos a média dos Cts da 

ACTB es tá p róxim a de 35 , o qu e s ign ifica u m a expres s ã o m u ito b a ixa

pa ra o con trole en dógen o, o qu e s ó pode s er ju s t ifica do pela ba ixa

qu a lida de da s a m os tra s , u m a vez qu e o fis iologica m en te es pera do é a



55

expres s ã o do con trole en dógen o com Ct m a is ba ixo qu e o do gen e a lvo.

Foi con s idera da a h ipótes e de in a dequ a çã o do primer do con trole

en dógen o, en treta n to des ca r ta m os es ta pos s ib ilida de u m a vez qu e n a

pa dron iza çã o, feita com u m a a m os tra de boa qu a lida de, a eficiên cia da

amplificação foi alta.

Ain da n ã o s e pode des ca r ta r a h ipótes e de qu e, pelo m en os n os

folícu los im a tu ros , a detecçã o dos gen es es tu da dos poder ia s er

p reju d ica da pela d ificu lda de de recu pera çã o de célu la s da gra n u los a

m u ra is , a s qu a is n ã o s e des ta ca m fa cilm en te da pa rede folicu la r . De

a cordo com Pa rk et a l. (2004) a expres s ã o da AR, ER e BTC é res tr ita a s

célu la s da gra n u los a m u ra l e o s in a l es pecífico n ã o foi detecta do n a s

células do cumulus que circundam o oócito. 

Nos s o gru po já h a via detecta do in flu ên cia da a dm in is t ra çã o

exógen a de h CG s obre a expa n s ã o do cumulus em folícu los im a turos

(BLANCO et a l., 2009), on de o tra ta m en to s u perovu la tór io clá s s ico com

EPE a s s ocia do à in du çã o da ovu la çã o com h CG, efetu a do em folícu los de

vá r ia s ca tegor ia s de ta m a n h o, foi ca pa z de in du zir a expa n s ã o do

cumulus em folícu los <30 m m . No m es m o tra ba lh o, o EPE n ã o foi ca pa z

de induzir sozinho a expansão precoce do cumulus, e a partir daí surgiu a 

n eces s ida de de u m a exp lica çã o fis iológica pa ra es ta s d iferen ça s . Além

dis s o, u m a defin içã o do pa drã o tem pora l de expres s ã o de gen es

rela cion a dos à expa n s ã o do cumulus (HAS-2) e à m a tu ra çã o folicu la r e

oocitá r ia (AR e ER) poder ia a u xilia r n a cr ia çã o de protocolos de

tratamento hormonal destinados ao aumento do índice de recuperação de 
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oócitos por aspiração em eqü in os e n o pos ter ior a p roveita m en to des tes

oócitos para técnicas de produção in vitro de embriões.

Nes te tra ba lh o, n ã o obs erva m os d iferen ça es ta t ís t ica en tre

folícu los im a tu ros (<30 m m ) e pré-ovu la tór ios (>35m m ) em rela çã o a o

pa drã o gera l de expres s ã o dos gen es es tu da dos , o qu e pode s er

ju s t ifica do pelos da dos de Gou det et a l. (1999) qu e detecta ra m a

expres s ã o de LH-R ta n to n a s célu la s da gra n u los a m u ra l e do cumulus

em folícu los a pa r t ir de 5 m m , ou s eja , a in da n a fa s e in depen den te de

gon a dotrofin a s . A p res en ça de recep tores de LH em folícu los im a tu ros

explica a res pos ta des tes a o es t ím u lo gon a dotrófico exógen o. En treta n to,

estes autores estimularam os folículos ovarianos com EPE 34 horas antes 

da aspiração, o qu e pode ter in du zido a expres s ã o precoce des tes

recep tores , u m a vez qu e o FSH a ge em con ju n to com o es tra d iol n a

in du çã o de expres s ã o de recep tores pa ra LH, e o EPE é u m prepa ra d o

pa rcia l de gon a dotrofin a s qu e, por ta n to, con tém FSH e LH. No pres en te

es tu do, a p res en ça de FSH n o EPE u tiliza do em a s s ocia çã o a o h CG,

ta m bém poder ia ter in du zido a expres s ã o precoce de recep tores pa ra LH.

No en ta n to, n es te gru po foi obs erva do u m efeito es t im u la tór io d im in u ído

sobre a ativação da ER em comparação com o uso do hCG sozinho.

Além dis s o, en con tra m os d iferen ça s ign ifica t iva n a expres s ã o de

ER en tre os gru pos tra ta d os e con trole: o gru po tra ta do com h CG

a pres en tou u m a expres s ã o de ER m a ior qu e os gru pos con trole, EPE

s ozin h o e EPE com h CG, o qu e dem on s tra a in du çã o da expres s ã o de ER

pela a dm in is tra çã o de h CG, res u lta do com pa tível com o obs erva do em

ou tra s es pécies (PARK et a l., 2004 ; SEKIGUCHI et a l., 2004 ; FRU et a l.,
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2007 ; PANIGONE et a l., 2008 ), e em folícu los p ré-ovu la tór ios eqü in os por

Lin db loom et a l. (2 007). Com o n ã o h ou ve d iferen ça en tre a expres s ã o n os

gru pos de folícu los im a tu ros e p ré ovu la tór ios , foi pos s ível con clu ir , por

es ta a n á lis e p relim in a r , qu e a a dm in is t ra çã o exógen a de h CG é ca pa z de

in du zir a exp res s ã o de ER em folícu los im a tu ros , o qu e pode ju s t ifica r a

m a tu ra çã o folicu la r precoce ob tida pelo tra ta m en to com h CG por n os s o

grupo em trabalhos anteriores (BLANCO et al., 2009).

A possível explicação para o efeito da associação de EPE com hCG 

s er m en or qu e o efeito do u s o is ola do des tes dois h orm ôn ios pode s er o

m eca n is m o revis to por Bem -Am i et a l. (2006), s egu n do o qu a l h á u m

m eca n is m o de d ow n regu lation do LH s obre a a t iva çã o d a ER e AR. Se

ta n to a h CG qu a n to o EPE s e liga m a os recep tores de LH, es te

m eca n is m o de d ow n regu la tion pode ter s ido a tiva do a n tes pa ra a

associação dos dois hormônios, resultando na baixa expressão relativa da 

ER nos momentos avaliados (3 e 24 horas após a administração da hCG).

Por sua vez, a ação da hCG isolada foi maior que a do EPE isolado, o 

que corrobora nossas observações anteriores (BLANCO et al., 2009), onde 

a h CG s ozin h a ou em a s s ocia çã o com EPE in du ziu a m a tu ra çã o folicular

precoce (expa n s ã o do cumulus e a u m en to da produ çã o de proges teron a )

em folícu los im a tu ros , m a s o EPE s ozin h o n ã o ob teve o m es m o efeito,

in d ica n do qu e prova velm en te a qu a n tida de de LH n o EPE u tiliza do era

ba ixa , ou a in da qu e a h CG p os s u i m a ior a fin ida de pa ra os recep tores de

LH que o próprio LH, conforme proposto por Nogueira et al. (2007).

Qu a n to à expres s ã o da HAS-2 , foi obs erva do qu e foi n u m er ica m en te

s u per ior pa ra o gru po tra ta do com h CG, ta n to em folícu los p ré-
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ovu la tór ios qu a n to em im a tu ros , dem on s tra n do qu e a a dm in is t ra çã o

exógen a de h CG pode in du zir a expa n s ã o do cumulus em a m ba s a s

ca tegor ia s de folícu los e tem pos de tra ta m en to a n a lis a dos , o qu e já h a via

s ido dem on s tra do p or Stock et a l. (200 2) em célu la s da gra n u losa m u ra l

de folícu los p ré-ovu la tór ios de equ in os , on de a expres s ã o de HAS-2

a u m en tou à s 12 , 24 e 36 h ora s a pós a h CG, s en do m a ior a s 36 h ora s .

Nes te exper im en to n ã o con s egu im os detecta r d iferen ça en tre a expres s ã o

dos gen es a s 3 e 24 h ora s , o qu e pode s ign ifica r qu e a in du çã o da

expres s ã o da HAS-2 pela hCG pode ocorrer antes de 12 horas, entretanto 

n os s os res u lta dos devem ser a n a lis a dos com ca u tela em fu n çã o do ba ixo

n exper im en ta l ob t ido a pós a exclu s ã o da s a s m otra s de ba ixa qu a lida de,

conforme citado anteriormente.

Pa ra u m a in du çã o m a is expres s iva da expa n s ã o precoce da s célu la s

do cumulus, en treta n to, ou tra s s u bs tâ n cia s a lém do á cido h ia lu rôn ico

devem es ta r p res en tes , com o a I I e o TSG-6 (RICHARDS et a l., 2002), o

qu e s ign ifica qu e n ã o n eces s a r ia m en te a a p lica çã o de h CG prom ove a

expa n s ã o com pleta do cumulus com u m res u lta n te a u m en to do ín d ice de

recu pera çã o de oócitos em folícu los im a tu ros , o qu e ta m bém foi

demonstra do por n os s o gru po em tra ba lh o a n ter ior , on de a pes a r da

indução precoce da expa n s ã o do cumulus, os ín d ices de recu pera çã o de

oócitos n ã o fora m s em elh a n tes a os obs erva dos em folícu los p ré-

ovulatórios (BLANCO et al., 2009).

A expres sã o da AR gera lm en te segu e o pa d rã o da ER, e seu a u m en to

pode ser in du zido por gon a dotrofin a s exógen a s . A litera tu ra cita

a u m en tos a pa r t ir de 30 m in u tos a pós a a dm in is tra çã o de LH
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recom bin a n te em ra tos (PANIGONE et a l., 2008), m a s n o gera l os

a u m en tos com eça m a s er detecta dos em 2-3 h ora s (FRU et a l., 2007 ,

PANIGONE et a l., 2008), h a ven do rela tos de detecçã o em a té 24 h ora s

após o estímulo com eCG (SEKIGUCHI et al., 2004). 

Nes te tra ba lh o, a expres s ã o de ER n ã o foi d iferen te en tre os tem pos

de tra ta m en to (3 ou 24 h ora s a pós h CG), o qu e em pa r te con d iz com os

res u lta dos a p res en ta dos por Lin db loom et a l. (2007), on de o a u m en to

inicial tanto da ER quanto da AR ocorreu entre 2 e 4 horas. Entretanto, a 

expres s ã o de ER e AR n ã o h a via s ido in ves t iga da a n tes em folícu los de

eqü in os em 24 h ora s a pós a in du çã o da ovu la çã o com h CG, qu a n do de

acordo com os nossos resultados a ER ainda é detectada.

Se obs erva da a m éd ia dos Cts e a porcen ta gem de expres s ã o da AR

ob tida n os d ivers os gru pos a n a lis a dos , en treta n to, pode-s e con clu ir qu e

es te gen e, pa r t icu la rm en te, n ã o a p res en tou da dos con fiá veis pa ra a

a n á lis e, u m a vez qu e m es m o n os gru pos on de a porcen ta gem de

expres s ã o foi a lta , con s idera m os a s u a expres s ã o m u ito ba ixa a o

a n a lis a rm os a m éd ia dos Cts , n a gra n de m a ior ia dos gru pos m a ior qu e

30 . Por ta n to, em bora a litera tu ra dem on s tre qu e o pa drã o de expres s ã o

da AR é s em elh a n te a o da ER em folícu los pré-ovu la tór ios s ob es t im u lo

gon a dotrofico exógen o (PARK et a l., 2004 ; SEKIGUCHI et a l., 2004 ; FRU

et a l., 2007 ; PANIGONE et a l., 2008 , LINDBLOOM et a l., 2008), n os s os

da dos in felizm en te n ã o n os perm it ira m es ta belecer u m pa drã o de

expressão de AR em folículos eqüinos imaturos.
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8. CONCLUSÃO

O tra ta m en to com h CG foi ca pa z de in du zir a exp res s ã o de ER

ta n to em folícu los im a tu ros qu a n to em folícu los p ré-ovulatórios,

dem on s tra n do s u a ca pa cida de de in du çã o da m a tu ra çã o folicu la r precoce.

Observa-s e ta m bém u m a ten dên cia do m es m o efeito s er ob t ido com a

expressão de HAS-2, embora não tenha sido estatisticamente comprovado.

O tra ta m en to s u perovu la tór io (EPE s ozin h o ou em a s s ocia çã o com

h CG) a pres en tou efeito m en or n a in du çã o da expres s ã o de ER qu e o

tratamento com hCG sozinha.
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ANEXO 0 1 : Méd ia dos Cts d a s du p lica ta s da s a m os tra s a pós exclu s ã o

da s a m os tra s com des vio pa d rã o en tre du p lica ta s >0 ,3 . ND: n ã o

detectadas.
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Abstract

The modifications observed on mammalian follicles after the pré-ovulatory surge of LH

are mediated by growth factors like epiregulin (ER), which is responsible for the

cumulus cells expansion and interfere with the oocyte maturation. The LH also

stimulates the deposition of hyaluronic acid mediated by the hialuronan synthase -2

(HAS-2). In horses, the expression of HAS-2 and ER was already characterized in pre-

ovulatory follicles, after the administration of hCG. In the present experiment we were

able to demonstrate that the hCG is also able to induce the expression of ER in equine

follicles smaller than 30mm in diameter, confirming an ability of immature follicles in

responding to hormonal stimuli. Although no statistic differences were observed among

groups a tendency to the same effect was also observed for the HAS-2. Similarly, the

use of EPE stimulated the expression of ER, but when EPE and hCG were combined a

decrease in expression was observed. This observation indicates a mechanism of down

regulation exerted by the LH on the ER and HAS expression.

Key words: epiregulin, hialuronan synthase-2, equine, follicular maturation, EPE, hCG
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Introduction

Ovarian follicles are morphological and functional unities were the somatic and

the germinative cells are in intimate association forming an inter-dependent element

fundamental for the development of a mature healthy follicle that will release a

competent oocyte for fertilization (Canipari et al, 2000).

In mammals the pre-ovulatory surge of LH is responsible for a series of changes in 

the follicle, which includes meiosis resumption, differentiation and reprogramation of

steroidogenical activity of mural granulosa cells, and expansion of cumulus cells (Park

et al, 2004; Tsafriri et al, 2005).

The meiosis resumption and ovulation is controlled by the follicular cells trough a

cascade of events trigger by the LH surge. The periovulatory cascate is controlled by

many factors, including hormones, immunological signals, metabolic factors and

paracrine signals of the theca, mural granulose, cumulus cells and the oocyte itself

(Russel e Robker, 2007).

The expression of LH receptor (LH-R) initially restricted to the theca cells, is

observed in mural granulosa cells in the final stages of follicular development, but these

receptors are absent or in very low numbers in the cumulus cells and in the oocyte,

which makes these cells unresponsive to direct stimulation by LH, requiring the

presence of paracrine mediators (Mehlmann et al, 2005; Park et al, 2004; Conti et al,

2006). It is now established that the effects of LH on the cumulus-oocyte-complex

(COC) are mediated by epidermal growth factor (EGF)-like family members,

ampphiregulin (AR), epireguli (ER) and betacellulin (BTC), which are secreted by

mural granulose cells in response to LH and act upon cumulus cells, were they stimulate 

their own synthesis (Park et al, 2004; Conti et al, 2006; Russell e Robker, 2007).).
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These molecules then activate the EGF receptor (EGFR) on cumulus cells and

stimulate the expression of genes necessary for cumulus expansion. The main

component of the extracellular matrix which involves the COC expansion is the

hyaluronic acid (HA), a glycosaminoglycan of high molecular weight produced in the

ovary by the granulosa and cumulus. Besides being the main component of the

extracellular matrix, the HA is also responsible for the visco-elastic characteristic of the

expanded COC (Zhuo and Kimata, 2001, Richards et al, 2002). The setting time of the

deposition of HA appears to occur at the transcriptional level of the enzyme hialurona

synthetase-2 (HAS-2), whose mRNA is found in the cumulus cells one hour after the

LH peak, and disappears when the synthesis of HA ceases, as demonstrated in mice by

Fulop et al (1997).

In horses, the expression of HAS-2, ampirregulina (AR) and epirregulina (ER) in

response to administration of hCG in pre-ovulatory follicles was already characterized

(Lindbloom, 2008, Stock et al, 2002). However, the action of hCG in immature follicles

is unclear, although our group has successfully demonstrated the expansion of cumulus

cells after the administration of this hormone in follicles smaller than 30 mm (Blanco et

al, 2009). The influence of the superovulation protocol (EPE + hCG) on the expression

of these factors in pre-ovulatory follicles was also not determined, and the hypothesis

that possible changes in the microenvironment of peri-ovulatory follicle could explain

the deficiencies in the maturation of oocytes from superovulated mares should be

considered.
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Material and Methods

A total of 12 mares, aged between 4 and 15 years, weighing between 250 and 400

kg and with historic of normal cyclicity and fertility were used during the breeding

seasons (October-March) of the years 2009-2010 and 2010-2011. Follicular dynamics

was accompanied by rectal palpation and ultrasound (AQUILAVET, ESAOTE-PIE

MEDICAL,   NETHERLANDS) using a 5 MHz linear transducer on alternate days until

a follicle with 30 mm was observed or the hormone therapy started, when daily

monitoring was initiated. The equine pituitary extract was prepared according to the

method proposed by Guillon & Combarnous, (1983) in the laboratory of the University

of São Paulo State (UNESP), Botucatu. The OPUS were performed as described in

previous works (Blanco et al 2008), and the follicular fluid and intra-follicular flushes

were taken individually to Petri dishes (45x25) with checkered background, for rapid

inspection on stereomicroscope with 40x magnification for viewing the amount and

appearance of the follicular cells obtained, which were quickly removed from the plate

with the aid of automatic pipette. Follicular fluid remaining was centrifuged to separate

the pellet consisted of the follicular cells remaining.

Experimental design: 

EXPERIMENT 1: Analysis of expression of ER and HAS-2 in pre-ovulatory

follicles in mares subjected to different hormonal treatments:

The mares were randomly divided in the following groups:

a) CPO - Group control pre-ovulatory (without superovulation treatment and

with no induction of ovulation) - On the seventh day following ovulation a dose of 1 ml

of prostaglandin analog (dinoprost, 5mg/ml) was administered. Aspiration was
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performed between 3 and 24 hours after the detection of a follicle with 35-40 mm in

diameter.

b) EPE / hCG PO - Group EPE / hCG pre-ovulatory (superovulated with

induction of ovulation) On the seventh day following ovulation a dose of 1 ml of

prostaglandin analog (dinoprost, 5mg/ml) was administered and the superovulatory

treatment started with application of 6 mg of EPE, BID. When most of the follicle

reached 35 mm in diameter, a dose of hCG (2500 IU) was administered and follicular

aspirations were performed after 3 or 24 hours.

c) hCG PO - Group hCG pre-ovulatory (not superovulated with induction of

ovulation): Seven days after ovulation the animals received a dose of 1 ml of

prostaglandin analog (dinoprost, 5mg/ml) and hCG (2500 IU, iv) was administered

when the presence of a follicle 35 mm in diameter was detected. The OPUS were made

after 3 or 24 hours.

d) EPE PO - Group EPE pre-ovulatory (superovulated without induction of

ovulation): The superovulatory treatment was performed as in group 2, and when the

largest follicle reached 35 mm aspirations were performed at 3 and 24 hours, as in

previous groups.

EXPERIMENT 2: Analysis of expression of ER and HAS-2 in immature follicles in

mares subjected to different hormonal treatments:

The mares were randomly divided in the same four treatment groups described

for experiment 1. The aspirations were performed 3 or 24 hours after detection of a

follicle with 30 mm in diameter. The groups were: immature (CIM), EPE / hCG

immature (EPE / hCG IM), hCG immature (hCG IM) and EPE immature (EPE IM).
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RNA extraction

After crushed and homogenized in a polytron (Ultraturrax ®), samples of theca cells

and granulosa cells were submitted to the Trizol ® (Invitrogen ) for the extraction of

total RNA. This protocol was performed in four sequential steps: separation, 

precipitation, washing and dissolution of total RNA.

Reverse transcription reaction

The extracted RNA was subjected to reverse transcription reaction (RT-PCR) to 

produce cDNA using the recombinant enzyme reverse transcriptase (Superscript IIITM,

Invitrogen) with a poly T oligonucleotide, 12-18 nucleotides. The method of reverse

transcription reaction is described in the material provided with the enzyme.

Characterization of the pattern of gene expression by real time PCR

The expression profile of mRNA encoding the ER and HAS-2 gene as well as

the endogenous control gene ACTB was investigated by testing real-time PCR

in mRNA derived from granulosa cells obtained with the different groups of

OPUS. For this, we used the kit SYBR Green PCR Master Mix (Applied

Biosystems) for amplification on the ABI Prism 7500 Sequence Detection System 

(Applied Biosystems). The efficiency of gene amplification was estimated using

the program LinRegPCR (Ramakers et al., 2003). Therefore, we considered the

average efficiency for each gene based on the amplification curve for each

individual sample. Variation in gene expression was normalized by the

frequency of constitutive gene expression between the more stable samples, as

determined by the program geNorm (Vandesompele et al, 2002). The relative

expression was obtained by the method Ct corrected by the efficiency of

amplification, in the equation described by Pfaffl et al (2001)
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Table 01:

Sequences of primers, amplicon size, conditions and efficiency of each

amplification primer used in the experiments

Genes Sequences of primers (5 - 3 )
Amplicon

size

Annealing

temperature
[primer]

Amplification

efficiency

ER
S: CAATAACGAAGTGCAGCTCTGA
AS: GCATTGTCCATGCAAACAGT 53pb 61 ºC 200 nM 84%

HAS-2
S: ACAAATGTGGCAGGCGGAAGAG

AS: GTGATATGTCTCCGTTGGTGGCA
172pb 61 ºC 300nM 83%

ACTB
S: CCA GCA CGA TGA AGA TCA AG
AS: GTG GAC AAT GAG GCC AGA AT -- 60ºC 200nM 88%

Statistical Analysis

The analysis of variance (ANOVA) was performed by PROC MIXED

procedure of SAS (version 9.2) that considered the animals as a random effect and

treatment, follicular phase (immature and preovulatory) and time (3 to 24 hours) as

fixed effects. Means were compared by Student's t test. The values used for this

analysis were the ratios between target gene expression relative to the endogenous gene

calculated by Pfaffll equation (2001).

Results

The statistical analysis did not detect any effect according to the size of the

follicles (immature or preovulatory) or the time of OPU (3 or 24) on the expression of

the studied genes. There was no significant difference depending on the application of

EPE, EPE with hCG or hCG on the expression of HAS-2. The only significant
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difference on gene expression, in accordance with the hormonal treatment performed,

was observed for the ER (Table 02).

Table 02

Analysis of variance (ANOVA) whereas the control treatments, EPE, hCG and

hCG / EPE, groups of cumulus cells from immature and pre-ovulatory follicles (Phase)

aspirated at the 3 and 24 hours (Time) after treatment.

HAS ER

Effect GL Pr > F GL Pr > F

Treatment 3 0,74 3 0,04

Phase 3 0,60 4 0,88

Time 4 0,45 4 0,24

GL= degrees of freedowm.  P<0,05

The expression of ER was influenced by hormone treatment, significantly

increasing in the groups hCG and EPE. However, when EPE was used in combination

with hCG the expression of ER did not differ from control group (Table 03, Figure 01).

The expression of HAS-2, although numerically higher in the group treated with hCG

was not statistically different from the other groups.

Table 03

Relative mRNA expression (mean ± standard error of mean) of the target genes

in groups of cumulus cells from immature and pre-ovulatory follicles, in the proposed

treatments, at 3 and 24 hours compared to the standard sample, (analyzed by ANOVA

and compared by Student t test).
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HAS-2 ER

Control 2,20±26,94a 3,06±38,88 b

EPE 4,30±42,27 a 87,04±34,10 ab

EPE/HCG 2,27±22,67 a 22,92±25,58 b

HCG 37,23±25,89 a 125,39±26,96 a

Figure 01 

Relative gene expression of hyaluronan synthase-2 (HAS-2) epiregulina (ER) in

follicles of horses subjected to different treatments.

Discussion

The equine ovarian follicle presents some morphological peculiarities that hinder

the recovery of both oocytes and follicular cells. In this species, granulosa cells and

oocytes are more anatomically attached to the follicles (Hawley et al, 1995), so the

follicle aspiration procedure should be done with large-caliber double lumen needle

(12ga), allowing in addition to aspiration, washing and scraping of the follicular wall

(Mari et al, 2005). Furthermore, the use of ovulation-inducers before the OPU is

advocated by several authors to optimize the release of the egg from the follicular wall.
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According to Stock et al (2002), unlike other species where the cell expansion is

only observed in cumulus cells, in the equine LH preovulatory stimulus causes

expansion of the entire layer of granulosa cells in vivo, including the mural granulosa

cells. However, in this experiment, the number of cells recovered, even when follicles

were stimulated with EPE and hCG was extremely variable and often low.

Our group had already detected the influence of exogenous administration of hCG

on cumulus cells expansion in immature follicles (Blanco et al, 2009), where the classic

superovulation treatment with EPE associated with induction of ovulation like hCG,

was able to induce cumulus expansion in follicles <30 mm. In the same study, the EPE

alone was unable to produce cumulus expansion, and from there came the need for a

physiological explanation for these differences. Furthermore, a definition of the time

pattern of expression of genes related to cumulus expansion (HAS-2) and the follicle

maturation (ER) may assist in creating a hormonal treatment protocols to increase the

rate of oocyte recovery during OPU in horses and the subsequent use of these

techniques for in vitro production of embryos.

In this study, we found no statistical difference between immature (<30 mm) and 

preovulatory (> 35mm) follicles compared to the general pattern of expression of the

studied genes.  This  can be justified by the data of Goudet et al (1999) who detected the

expression of LH-R both in mural and cumulus granulosa cells in follicles as smaller as

5 mm, in other words, in a phase not yet under the influence of gonadotropins. The

presence of LH receptors in immature follicles explains their response to exogenous

hormonal stimulation. However, the authors stimulate the follicles with EPE 34 hours

before the OPU, which could induced an early expression of these receptors, since FSH

acts together with estradiol in the induction of expression of LH receptors, and EPE

contains both FSH and LH. In the present study, the presence of FSH in the EPE in
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combination with hCG could also have induced early expression of LH receptors.

However, in this group a diminished stimulatory effect on the activation of ER was

observed in comparison with the use of hCG alone.

In the present work we found significant differences in the expression of ER

between treated and control groups: in group treated with hCG, ER expression was

greater than the control group, EPE alone and EPE+hCG, demonstrating the induction

of the expression of ER by hCG. This result is consistent with that seen in other species

(Park et al, 2004; Sekiguchi et al, 2004; Fru et al, 2007; Panigone et al, 2008), and also

in equine preovulatory follicles by Lindbloom et al (2007). As there was no difference

in expression between groups of pre-ovulatory and immature follicles, it was possible to 

conclude that the exogenous administration of hCG is able to induce the expression of

ER in immature follicles, which may account for follicular maturation obtained by early

treatment with hCG by our group in previous works (Blanco et al, 2009).

A possible explanation for the effect of the combination with hCG+EPE be

smaller than the isolated effect of these hormones can be reviewed by the mechanism

described by Bem-Ami et al (2006), according to witch there is a down-regulation of

LH on activation of ER and AR. If both the hCG and the LH present in the EPE bind to

LH receptors, this down-regulation mechanism may have been activated in the above

case of the association of two hormones, resulting in reduced expression of ER on the

studied times (3 and 24 hours after administration of hCG).

In turn, the effect of hCG alone was higher than the EPE alone, which confirms

our earlier observations (Blanco et al, 2009), where the hCG alone or in combination

with EPE induced follicular maturation (cumulus expansion and increased production of

progesterone) in immature follicles, but the EPE alone did not obtain the same effect.

Probably this result indicate that the amount of LH in the EPE was low, or that hCG has
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a higher affinity for LH receptors than the actual LH as proposed by Nogueira et al

(2007).

In the present study, the expression of ER was not different between OPU

moments (3 or 24 h after hCG), which is partly consistent with the results presented by

Lindbloom et al (2007), where the initial increase in ER occurred between 2 and 4

hours. However, expression of ER has not been previously investigated in equine

follicles within 24 hours after hCG treatment, when in accordance with our results the

ER is still detected in the follicles.

The HAS-2 expression was numerically higher for the group treated with hCG in

both pre-ovulatory and immature follicles, demonstrating that the administration of

exogenous hCG can induce cumulus expansion in both categories of follicles. Similar

results have been shown by Stock et al (2002) in mural granulosa cells of preovulatory

follicles of horses, where the expression of HAS-2 increased on 12, 24 and 36 hours

after the Administration hCG being higher at 36 hours. In the present experiment no

differences were detect between the expression of genes at 3 and 24 hours after hCG,

which indicate that the induction of expression of HAS-2 by hCG starts before 12 hours.

Conclusion

The treatment with hCG was able to induce the expression of ER both in immature

and in pre-ovulatory follicles. There was also a tendency for the same effect to be

obtained with the expression of HAS-2, although not statistically proven. The

superovulation (EPE alone or in combination with hCG) had less effect on the induction

of expression of ER that treatment with hCG alone, which can be explained by the down-

regulation mechanism that LH has on the activation of growth factors bound to EGF,

such as the ER. The elucidation of the effects of the change in expression of these factors

on the hCG-induced oocyte maturation as well as the temporal pattern of induction would
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assist in the development of hormonal treatment protocols to increase oocyte recovery

and improvement of in vitro production techniques for equine embryos.
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