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RESUMO

FATIMA, L. A. Andlise diferencial da expressdo génica e proteiaao corpo luteo de
bovinos submetidos a tratamentos com eCGDifferential analysis of the gene and protein
expression in bovine corpus luteum under eCG treatsh. 2012. 176 f. Tese (Doutorado em
Ciéncias) — Faculdade de Medicina Veterinaria etémoa, Universidade de S&o Paulo, Sado
Paulo, 2012.

A gonadotrofina coribnica equina (eCG) tem siddiasitia em programas de sincronizacao
para inseminacéao artificial em tempo fixo e nornaite promove o aumento do volume do
corpo luteo e a da producédo de progesterona. Aléso,desta mesma gonadotrofina pode ser
utilizada para superovulacdo. Desse modo, hipotesdasvas aos mecanismos pelos quais
gonadotrofinas exdgenas alteram as funcbes cedutaye corpos IUteos resultantes foram
formuladas. Para testar tais hipéteses, 18 va®asifidicus) foram divididas em grupos:
controle (n=5), estimulado (n=6) e superovulado7jne a ovulacdo das mesmas foi
sincronizada usando um protocolo ja estabelecido dispositivo de progesterona. Os
animais estimulados receberam 400 Ul de eCG noddiaemocédo do dispositivo de
progesterona e 0s animais superovulados 4 dias.ddtedia 7 apos injecdo de GnRh, os
animais foram abatidos para a coleta de CLL e sanfndlises de peso e volume de CL,
concentracdo de progesterona (P4), bem como d&ssduwr génica e proteica de fatores
angiogénicos e de proteinas esteroidogénicas fogatizadas. Além disso, o transcriptoma
foi analisado por microarranjo. Foi observado qu®lome do CL foi maior nos animais do
grupo estimulado (1177,37 + 167,07 Mire ainda maior nos do superovulado (1495,18 +
137,01 mmnl) quando comparados ao grupo controle (830,33 +923tnT; p = 0,03). A
concentracdo meédia de progesterona por CL nos andoagrupo estimulado foi maior que
nos animais do grupo controle (5,95047 vs 3,69 + 0,72 ng/ml; p = 0,03) e que nos
superovulados (4,11 + 0.73;50,01). Além disso, os tratamentos com eCG aumanta
expressdo do FGFR2 e também da STAR nos animamsu&sios e superovulados (p <
0,05). Quanto aos resultados do microarranjo, ted #%12 transcritos foram aumentados e
111 foram diminuidos nos animais estimulados e fbtdm aumentados e 113 diminuidos
nos animais superovulados em relagcdo aos animaisot® (~1,5 vezes, g 0.05). Entre os

genes diferencialmente expressos, muitos estavamolveaos na sintese de lipidios e na



producdo de progesterona, tais como: PPARG, HMGEIRAR, receptores de prolactina e
folistatina. Estes achados demonstraram que @steaitos com eCG modularam a expresséo
génica diferencialmente, dependendo do tratamentge nossos dados contribuem para
entender as vias relacionadas ao aumento do valiom@L e da producdo de progesterona
observada ap6s os tratamentos. Em um segundo memto, foi realizado andlises da
influéncia do FSH na expressdo de VEGF no cultieo cglulas da granulosa. Neste
experimento foi possivel observar que o FSH aunteat@xpressao génica e proteica do

VEGF, colaborando com a ideia de que as gonadoa®tém propriedades angiogénicas.

Palavras-chave: eCG. Corpo luteo. Progesteronardidbgénese



ABSTRACT

FATIMA, L. A. Differential analysis of the gene and protein expigsion in bovine corpus
luteum under eCG treatments [Andlise diferencial da expresséo génica e pratabd corpo
liteo de bovinos submetidos a tratamentos com eC@]2. 176 f. Tese (Doutorado em
Ciéncias) — Faculdade de Medicina Veterinaria etemua, Universidade de Sdo Paulo, S&o
Paulo, 2012.

Equine chorionic gonadotropin (eCG) has been widslgd in synchronization protocol to
artificial insemination program and usually promatpus luteum (CL) volume increases
and stimulates progesterone production. Furtherf@esame gonadotropin can be used to
superovulation protocols. Thus, hypotheses conegrtiie mechanisms by which exogenous
gonadotropins alter cellular functions in resultcaypora lutea were formulated. To test that
hypothesis, 18Bos indicus) cows were divided into control (n=5), stimulaté®=6) and
superovulated groups (n=7). Ovulation was synclemhiusing a progesterone device-based
protocol. Stimulated animals received 400 IU of eGfGlevice removal and superovulated
animals received 2000 IU of eCG 4 days prior. Coapgotea (CLL) and blood samples were
collected seven days after GnRH administration. Iyses of CL weight and volume,
progesterone (P4) concentration, as well as the gad protein expression of angiogenic and
steroidogenic proteins were performed. Furthermdne, transcriptome was evaluated by
microarray. The CL volume was higher in superowdaf{1495.18 + 137.01) than in
stimulated (1177.37 + 167.07) cows and higher im@ated than in the control (830.33 +
234.99) cows, and the P4 concentration per CL wgtseh in stimulated (5.95 .17 ng/ml)
animals than in the control (3.69 + 0.72 ng/ml) auwperovulated (4.11 + 0.73 ng/ml;=P
0.01) animals. Overall, 242 transcripts were ups@gd and 111 transcripts were down-
regulated in stimulated cows £70.05) and 111 were up-regulated and 113 down-atgmilin
superovulated cows in relation to the control (fbls, P < 0.05). Among the differentially
expressed genes, many were involved in lipid bithesgis and progesterone production, as
PPARG, HMGCR, STAR, prolactin receptors and fddlist. In conclusion, eCG modulates
gene expression differently depending on the treatmOur data contribute to the
understanding of the pathways involved in increa€kdvolume and progesterone levels

observed after eCG treatment. In a second expetiraealyzes were performed about the



influence of FSH on the expression of VEGF in thétuwre of granulosa cells. In this
experiment it was observed that FSH increasesxpeession of the VEGF gene and protein,

these finding collaborate with the idea that gomiahins have angiogenic properties.

Keywords: eCG. Corpus luteum. Progesterone. Stegeidesis.
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1 INTRODUCAO GERAL

Com o intuito de melhorar o desempenho reprodutas rebanhos bovinos
(BARUSELLI et al., 2004), bem como de outros ansnaiomeésticos como bufalos
(CARVALHO et al., 2002) e ovelhas (FORCADA et &#011) protocolos hormonais s&o
utilizados para manipular o ciclo estral, o desénreento folicular, o nimero de embrides
produzidos, e principalmente aumentar as taxaodeepcdo. Em bovinos, estas estratégias
sdo importantes a fim de minimizar prejuizos enag@b ao fracasso de uma gestacéo,
diminuir os problemas relacionados ao anestro pd®pbem como aumentar a disseminagao
de animais geneticamente superiores (SALES et28011; AMBROSE et al.,, 1999;
HANSEN et al., 2001; BARUSELLI et al., 2011).

O corpo luteo é uma glandula endocrina com a cdadei de produzir progesterona
(P4), hormdnio essencial para a manutencéo irdeigestacdo, sendo um orgao fundamental
para o sucesso da fungéo reprodutiva (GRAHAM; CLARKI997; MANN, 1999; GREEN et
al., 2005) e um importante alvo das técnicas deodeigdo assistida. Nas técnicas de
inseminacao artificial em tempo fixo (IATF; tratami@ estimulatorio), por exemplo, nas
quais a gonadotrofina coriénica equina (eCG) € amphte empregada, foram observados
aumento tanto no volume do corpo lateo (CL) quauatproducdo de progesterona (SALES et
al., 2011; SA FILHO et al., 2010). Outro tratamentoqual a eCG também pode ser utilizada
€ o0 de superovulacéo; no entanto, o horménio fmliestimulante (FSH) tem sido o mais
utilizado, o qual causa importantes alteracoesQCids formados, tais como 0 aumento da
expressao de fatores angiogénicos e da vasculaizbem como o aumento da produgéo de
progesterona (PAPA et al., 2007; FATIMA; 2008). Gmlo, a eCG vem mostrando grande
vantagem em relacdo ao FSH, por apresentar ressilsatisfatorios apds unica aplicacao
(BARUSELLI et al.,, 2011). Assim, o presente estdidiodelineado para tentar elucidar os
mecanismos celulares e moleculares desencadeaddsjamnentos com gonadotrofinas no
corpo lateo bovino, de forma a contribuir trazeastancos para as técnicas biotecnoldgicas.

Tendo em vista as diferentes abordagens destdhoabm relacdo aos tratamentos
com a utilizagdo de gonadotrofinas, ele ser4 aptade em dois capitulos distintos. No

capitulo um, o foco esta direcionado a hipétesiesiomadas a influéncia dos tratamentos de
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estimulacdo do foliculo pré-ovulatério e superogé@tacom o uso da eCG na expresséo de
genes que estejam direta ou indiretamente reladosneom a angiogénese, desenvolvimento
do CL e com a producao de P4. A seguir, no capéals, um modelan vitro foi delineado
para avaliar os efeitos do FSH na regulacdo daesgfio génica e proteica do VEGF em
células da granulosa bovina provenientes de fa$cpkequenos e grandes, contextualizando

com relatos existentes na literatura.
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2 REVISAO DE LITERATURA

Nesta secdo serdo revisados alguns conceitos mnpestpara a compreensdo das
hipoteses e objetivos do presente trabalho, beno aandiscussdo dos resultados, os quais

serdo apresentados nas secdes subsequentes.

2.1 CICLO OVARIANO

Os ovérios dos mamiferos séo tecidos muito dindndm forma geral, nos quais
ocorrem mudancas ciclicas como maturagdo folicokanjacédo, formacdo do corpo luteo, e
na auséncia de prenhez a involugdo desse corpm E$ses processos estdo submetidos ao
controle enddcrino, principalmente, pelas gonadiote pituitarias, como o FSH e o LH;
estes induzem numerosas interacfes extracelularesragelulares. Em sintese, o FSH
promove o crescimento dos foliculos que subseqoemtie produzirdo estrégenos, enquanto
o LH induzira o desenvolvimento do corpo liteo caubsequente producdo de progesterona
(NISWENDER et al., 2000; STOCCO, C.; TELLERIA; GIBRQ 2007; STOCCO, C., 2011).

O ciclo estral é caracterizado por varias mudaggasocorrem nas concentracées de
horménios que regulam a reproducdo. Essas ocasincdividem em quatro estagios ou
periodos: estro (periodo de aceite do macho), steta@eriodo que cessa 0 estro e comeco
do desenvolvimento do corpo lateo), diestro (periode pleno funcionamento do corpo
liteo) e proestro (periodo que vai da regressa@atpo lateo até o comeco do estro)
(RATHBONE et al., 2001). Fémed®s indicus apresentam geralmente duracdo mais curta
do periodo do estro (em torno de 10 horas), dihodo sua deteccdo e ampliando
necessidade da aplicacdo de técnicas de sincrépizi;cio (BARUSELLI et al., 2006). O
desenvolvimento folicular ovariano é um process@ulico caracterizado pela emergéncia de
ondas sucessivas, sendo que em cada onda de @etxiimlicular um nimero de foliculos

sao recrutados de um “pool” de foliculos antraipethelentes de gonodotrofina. Durante o
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ciclo estral uma onda de foliculos emerge entrelias 1 e 3 ap0s 0 estro. Seu numero
geralmente entre 10 e 50, e nos dias subsequeatés,desses foliculos crescem sendo que 2
a 5 foliculos maiores do grupo continuardo a cresceenquanto os outros regridem. Dos
foliculos remanescentes pelo menos um continuaescer e torna-se dominante, e este
momento é denominado divergéncia (BO et al., 1994)bovinos podem apresentar uma,
duas ou trés ondas de crescimento folicular pdo @stral, dependendo da duragéo da fase
luteinica sendo cada onda precedida de aumentoodeemtracdo plasmatica de FSH.
Contudo, em zebuinos existem relatos que descrewaior incidéncia de 3 ondas, sendo
notificada a presenca de até 4 ondas de crescirf@ditidar por ciclo estral (RHODES et al.,
1995; FIGUEIREDO et al., 1997). A selecdo do fdbocdominante coincide com o declinio
da onda estimulatéria de FSH, e a presengaakptores para LH nas células da granulosa de
foliculos dominantes, apdsdavergéncia folicular, sugere efetiva participag@éste horménio

na fase final daesenvolvimento e maturacgao folicular (FIGUEIREDO@lg 1997).

O desenvolvimento do CL tem inicio com a ovulac&udh foliculo dominante.
Durante a maior parte do ciclo estral em bovinggtagesterona e o p+stradiol inibem a
secrecdo de LH por meio de retroalimentacdo negatdbre o hipotalamo e a hipofise.
Durante a lutedlise, ocorre queda nas concentrapimsnaticas de progesterona e a
retroalimentacdo negativa deixa de existir, penddium aumento lento na frequéncia e na
amplitude dos pulsos de LH. Neste periodo do @shoal, a secrecdo defté@stradiol pelo
foliculo dominante é estimulada pela maior secret@d H, e 0 primeiro passa a exercer
retroalimentacdo positiva sobre o hipotadlamo, imtlz o pico pré-ovulatério de LH
(KARSCH et al., 1977).

2.2 FORMACAO DO CORPO LUTEO E REGULACAO DA FUNCAQUTEINICA

A preparacdo do foliculo para ovulacdo se inicieer@rmente a ovulacdo, com o
surgimento do pico de LH pré-ovulatério. Dentro dékilas do foliculo, ocorre a dispersdo
da cromatina nuclear concomitantemente com o awume@atnumero de polirribossomos
(MCCLELLAN et al., 1975). As juncbes GAP entre aSlutas da granulosa também
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comecam a desaparecer. O numero de reticulos asdofticos lisos nas células da
granulosa aumenta drasticamente, as mitocOndriasegam a ficar mais arredondadas
(MCCLELLAN et al., 1975; SMITH, M. F.; MCINTUSH; SMH, 1994). O pico de LH pré-
ovulatorio também induz mudancas na atividade e coacentracdo de enzimas
esteroidogénicas nas células do foliculo pré-ogtatresultando na perda de sua habilidade
de produzir estrogenos. As mudancas que ocorretasnedlulas em processo de luteinizacéo
depois do pico de LH sao tanto quantitativas comalitgtivas, a expressao génica é alterada
para producédo de P4. Esta mudanca também € @i@atiima vez que a quantidade de P4
produzida pelas células luteinicas é muito maia guguantidade de estrégeno produzido
pelas células do foliculo. Aproximadamente 15-2@baepois do pico de LH a concentracdo
do mRNA da aromatase, a principal enzima para gé@uowe estradiol cai drasticamente
(VOSS; FORTUNE, 1993). E interessante que imediataenapos o pico de LH n&o ocorre
aumento detectavel no mRNA das enzimas essenecigsapproducdo de P4 sugerindo que o
aumento pré-ovulatério da producado de P4 é tansitNo entanto, 72 horas depois do pico
de LH, o mRNA das enzimas P450scc e HSD3B aumemsignificantemente (VOSS;
FORTUNE, 1993).

O CL é composto pelas células da teca e granulasasgfreram luteinizacao,
transformacdo esta que envolve dois processos taimeols: extensivo remodelamento do
tecido resultando na formag¢do do CL e aquisicdéudedo luteinica. Primeiramente uma
reprogramacdo celular é iniciada, seguida de relamogmto tecidual, regulacdo da
proliferacdo celular e hipertrofia. As células dga do foliculo ovulado luteinizam e
comecam rapidamente a proliferar como célulasrigas pequenas (FARIN et al., 1986).
Uma proliferacdo celular rapida também ocorre entrasupopulagcfes celulares néo
esteroiddgenicas, como as células endoteliais thummformacéo da rede vascular, e outras
células pequenas, como os fibroblastos (ALILA; HANS1984; ZHENG et al., 1994) . Em
contrapartida, as ceélulas da granulosa luteinizadasio células luteinicas grandes
interrompem a proliferagéo e sofrem macica hipBar¢ALILA; HANSEL, 1984; ZHENG
et al., 1994; SCHAMS; BERISHA, 2004). O pico de littluz parada da célula no ciclo
celular ndo somente pela elevacao dos inibidoresotto celular p27 e p21, mas também pela
completa supresséo do ativador ciclina D2 (ROBKERGHARDS, 1998). A desfosforilagéao
de proteinas durante a luteinizacdo pode suprinaiividdade das ciclinas D e E levando a
suprimir a passagem da célula pela fase G e agéanda fase G1 para S do ciclo celular
(ROBKER; RICHARDS, 1998; JOHNSON; WALKER, 1999). f2& forma, as células da
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granulosa luteinizadas permanecem presas a umoest proliferativo durante toda a
existéncia do CL, sendo sua hipertrofia a maiorsgado aumento da massa do CL em
comparacao ao foliculo do qual ele foi derivado DEHRS, 1973). O tamanho celular &
aumentado devido a modulacdo da expressdo de cemtpsndo citoesqueleto (KHAN-

DAWOOD; YUSOFF DAWOOD; TABIBZADEH, 1996).

A formagdo estrutural do CL também requer modifica da matriz extracelular
(ECM) e de interacdes celulares com a ECM. Luckhao (LUCK; ZHAO, 1993)
demonstraram uma mudanga no tipo de colageno @uerfbrmacdo do CL. O tipo IV
encontrado na membrana basal € substituido payexodéfibrilar (tipo 1), 0 qual comeca a ser
o principal componente da matriz extracelular ihita. A expressdo e a atividade de
enzimas que degradam a matriz extracelular encordea elevadas durante o extensivo
remodelamento associado com a luteinizacdo. Mpitateases tém sido identificadas com
uma funcdo importante no remodelamento luteinicwluindo o sistema plasmina-
plasminogénio e metaloproteinases com motivos damkdospondina (ADAMST),
metaloproteinases de matrix (MMP) e seus inibidoessim como inibidores de MMP
(TIMPs) (LIU et al., 1997; CURRY; OSTEEN, 2003; NBNICK, 2003; YOUNG;
STOUFFER, 2004).

Em resposta aos sinais angiogénicos que ocorreamt@up processo pré-ovulatério, o
endotélio ovariano maduro mantém sua capacidadesdeimento rapido, pois a formacao de
Novos vasos sanguineos é essencial para a forreag&oncdo do CL. A proliferagdo das
células endoteliais é um requisito para a neovasgatao durante o desenvolvimento luteal
e resulta em uma extensiva formacdo de redes diareap sanguineos (REDMER,;
REYNOLDS, 1996). De um modo analogo, esses evetaodem ocorrem no CL em
resposta aos sinais extracelulares. Embora o @GLusejtecido transitério, ele € um dos mais
vascularizados no organismo (BRUCE; MOOR, 1976addeum percentual de células
endoteliais superior a 50% em relacéo ao totaktldas (O'SHEA; RODGERS; D'OCCHIO,
1989; CHRISTENSON; STOUFFER, 1996; REYNOLDS; GRAZBILSKA; REDMER,
2002). Os capilares estdo presentes na tecaargegrterna, porém estao ausentes na camada
de células da granulosa, uma vez que a membramé & como uma barreira para a
vascularizagcdo. ApOs a ovulagdo, as células daimésana que estdo associadas a capilares
atravessam a membrana basal, que se degradowdem\a camada da granulosa e do tecido
folicular remanescente, o que leva ao desenvoltonén corpo luteo e inicio da producao de

progesterona em altas concentragcbes (NISWENDERI.et2@00). Desta forma, uma
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formacao apropriada do CL é fundamental para ossocdo estabelecimento e manutencao
inicial da prenhez.

Inicialmente, ocorre a formacdo de uma estruterseothinada de corpo hemorragico.
O corpo hemorragico se reorganiza para formar os6h influéncia de varios fatores
angiogénicos e mitogénicos como FGF2, fator decoresito | semelhante a insulina (IGF-1;
Suh et al, 1992), fator de crescimento semelhanteparina (GRAZUL-BILSKA et al.,
1992), VEGF-A (REDMER; REYNOLDS, 1996), entre owtrdAs organelas, substratos e
enzimas contidas nas células do CL determinardo capmcidade em sintetizar P4
(NISWENDER et al., 2000).

A formacédo do CL e seu desenvolvimento também egualados por uma série de
outros fatores. Ja foi relatado que fatores destragéio estdo envolvidos nos mecanismos
relacionados as alteracdes na expressdo géniceelldgs da granulosa luteinizadas. Estes
fatores medeiam a transducéo dos sinais hormanelgindo os decorrentes de lipidos, para
alvos no DNA. Um grupo de fatores de transcri¢c&orexeptores ativados por proliferadores
de peroxissom@PPARS alfa e gama, sé@o os reguladores chaves na horseastdipidios
dentro das células (KLIEWER et al., 1997). Alénsdiso PPARG tem a fungéo de auxiliar a
parada das células luteinicas no ciclo celular pamanter as células em seu estado
diferenciado (VIERGUTZ et al., 2000). O PPARG regalexpressao de genes que codificam
enzimas da via de sintese do colesterol tais corBehiaroxi-3-metilglutaril-CoA sintase
(RODRIGUEZ et al., 1994), 3-hidroxi-3-metilgluta@loA redutase (HMGCR) (BAKER et
al., 2010) e as lipoproteinas lipase (SCHOONJANS&.et1996). Além dessas, o PPRG esta
associado a regulacdo da sintese de enzimas dsggnicas como a STAR
(BAILLARGEON et al., 2004), HSD3B (YILMAZ et al.,a@05), P450c17 (RUBENSTRUNK
et al., 2007) e P450aromatase QU et al., 2002). No ovario de ruminantes, o PPARG
fortemente expresso nas células da granulosa esnexpoesso nas células da teca e no CL
(GASIC et al., 1998; KOMAR et al., 2001; FROMENTat, 2003). Adicionalmente, varias
proteases como a metaloproteinase de matrix 9lassmmogénio, os quais tem uma funcao
importante no processo de ruptura dos foliculogigdaan no remodelamento do tecido, sé&o
reguladas pelo PPARG dos foliculos (KATO et al92SHU et al., 2000).

Além de serem reguladas por gonadotrofinas higaéis, a foliculogénese e a
formacg&o do CL sdo também moduladas por outrosefatie crescimento como os fatores de

crescimento de transformacdo (TGF) alfa e betayr fde crescimento epidermal (EGF),
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proteinas ligadoras de fatores de crescimentoimsos (IGFBPs), fator de diferenciagdo do
crescimento (GDF-9), proteinas morfogenéticas @&ss@@MPs), inibinas, ativinas e
folistatinas (WEBB et al., 1999).

A folistatina € uma proteina glicolisada de cad@mca com uma similaridade
funcional aos membros da superfamilia do TGFB2CE®t al., 1987; ROBERTSON et al.,
1987) (ROBERTSON et al., 1987). O papel da folistaha funcdo ovariana € relacionado a
maneira pela qual ela interage com outros membaosugerfamilia do TGFB que séo as
ativinas, o GDF-9 e as BMPs. As células da gramu$d® as células do ovario responsaveis
pela producéo e secrecédo de folistatina de musiaécees. E importante observar que o nivel
de expressdao do mRNA da folistatina no ovario dépeafo estagio de desenvolvimento dos
foliculos. A expressdo do mRNA da folistatina autaesom a maturacédo folicular e declina
durante o processo de atresia (ROBERTS, V. J.,et993; LINDSELL; MISRA; MURPHY,
1994). Além disso, a proteina folistatina paredargsresente nos foliculos somente apés o
desvio folicular (NAKATANI et al.,, 1991). A extensadda diferenciacdo das células da
granulosa pode influenciar a producéo de folistaém resposta ao FSH, LH e ativina A.
Camudongos mutantes deficientes em folistatina enofiogo apds o nascimento tornando
dificil o estudo das fun¢des ovarianas neste mo@éT SUYAMA; TAKAHASHI, 1995),
no entanto, a super expressao da folistatina emma@omgos transgénicos resulta em defeitos
reprodutivos (Guo et al., 1998). No CL de bovinosxaresséo da folistatina foi observada
principalmente no momento de intenso desenvolvimelat glandula no diestro (SINGH,;
ADAMS, 1998Db).

2.3 SINTESE DE PROGESTERONA NO CORPO LUTEO

O colesterol é o precursor para a producao del4 sintetizado principalmente no
figado (KRISANS, 1996) e transportado na forma igeproteinas para todos os tecidos
esteroidogénicos. As lipoproteinas podem ser dedaitsidade (HDL) ou de baixa densidade
(LDL) e séo as fontes mais comuns de colester@ pasroducdo dos hormoénios esteroides
no CL (PATE; CONDON, 1982). O colesterol dispon#atio no citosol passa a ser utilizado
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como substrato para a esteroidogénese. Nas cdioldeas, a ligagdo do LH com seu
receptor especifico na membrana celular ativa anilatie ciclase que aumenta as
concentracdes de adenosina monofosfato ciclica @QMBP AMPc é responsavel pela
ativacdo da proteina kinase A (PKA), que em comaeéb aumentada, favorece a conversao
de ésteres de colesterol em colesterol e acido®gravento que contribui para uma maior
disponibilidade destes lipideos no citoplasma (BROQWOLDSTEIN, 1986). O transporte
do colesterol para o interior da membrana mitodahdr realizado principalmente pela
STAR. Este transporte é dependente da fosforildedproteina STAR, evento que pode ser
estimulado pelo LH através da ativacdo da PKA. émgbd do diestro, o CL aumenta em
tamanho e capacidade de sintetizar P4. A protéimer@mo P450scc esta ligada a membrana
mitocondrial interna, e € o primeiro componentecdmplexo enzimatico que cliva a cadeia
lateral do colesterol para formar a pregnenolorepds disso, a pregnenolona € convertida
em P4 pela HSD3B que esta associada ao reticutpkasthatico liso (NISWENDER, 2002).
Durante o desenvolvimento do CL as concentracfgsaséde P4 estdo associadas as
concentracdes de RNAmM das proteinas que partiayaandiversas etapas de producéo da P4,
incluindo os fatores de crescimento, STAR, enziessroidogénicas (CYP11Al e HSD3B)
e receptores para HDL. As concentracdes de taigp@oemtes ao longo do ciclo estral
definem diferentes padrées na sintese de P4 (NISDVER\et al., 2000).

A funcdo chave da P4 no estabelecimento e manwutete@renhez ja foi dscrita por
véarios autores (GRAHAM; CLARKE, 1997; MANN, 1999REEN et al., 2005). O aumento
da P4 também estd associado ao aumento da taxsolwevivéncia do embrides
(LAMMING; DARWASH; BACK, 1989). Muitos dos efeitopositivos da P4 na prenhez
estdo ligados ao seu efeito sobre a expressaoagéniatero. Forde e colaboradores (2009)
utilizaram microarranjo de DNA para identificar gendiferencialmente regulados no inicio
da prenhez pela progesterona entre grupos de caoaprogesterona alta e com producao
normal de P4. Um grande numero de genes difeleraie expressos foi identificado nas
fases iniciais da prenhez, muitos dos quais erdodvinos processos de metabolismo e
transporte de proteinas. Neste mesmo trabalhomfadantificados genes relacionados a
regulacédo da producéo de energia podendo serrestaas vias pela qual a P4 contribui para
0 estabelecimento da prenhez, uma vez que é tune fonte potencial de energia para o

desenvolvimento do concepto até o estdgio de loiagtceem bovinos (FORDE et al., 2009).

A progesterona também age de uma maneira parauritafina. Receptores de

progesterona foram identificados no nucleo daslagluteinicas grandes e pequenas como
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também nas células endoteliais vasculares (SAKUM@T&l., 2010). No CL a progesterona
parece ter uma grande funcao luteotréfica. No Cdung tratamento das células luteinicas
com um antagonista de P4 inibiu a ocitocina e estima secrecdo de PGF indicando que a
progesterona inibe a secrecdo de P4 no meio do *@ATE, 1988). A P4 também pode
estimular a sintese de receptores de LH nas cé&utaprimir o inicio da apoptose via um
mecanismo progesterona receptor dependente demttd dhovino demonstrando ainda mais
a funcéo luteotrofica da P4 (JONES; OTTOBRE; PATE92; RUEDA et al., 2000).

A prolactina tem um papel importante na manuterggéa producdo de P4 no CL de
roedores (RISK MC, 2001) mas em outros animaisfgsngdo no CL é controversa. Ela
exerce sua acao através da ligacao a receptorasrdbrana especificos. As isoformas longa,
curta e intermediaria de seu receptor sdo coddiEgubr um Unico gene (GOFFIN et al.,
1999) produzido por “ splicing” alternativo (BIGNO&t al., 1997). Apesar de alguns autores
relatarem que a prolactina ndo parece ser essgariala funcdo normal do CL durante o
ciclo estral em vacas, a expressdo do mRNA e daipeodos receptores longo e curto sao
regulados de acordo com a fase do CL (SAKUMOT@.e2010). Além disso, a expressao
dos receptores € maior em CL de vacas prenheslgueamparado ao CL maduro, indicando
mais uma vez a importancia da prolactina na furd@dCL bovino (SAKUMOTO et al.,
2010).

2.4 FATORES DE CRESCIMENTO NO CORPO LUTEO

Os fatores VEGF e FGF2 promovem proliferacdo da&dulas endoteliais
vasculares,migracdo, formacdo de capilares e péildeae vascular (HAZZARD;
STOUFFER, 2000). Yamashita et al., (YAMASHITA &t 2008) demonstraram que quando
um anticorpo para o VEGF e o FGF foi introduzidealmente, imediatamente apds a
ovulagdo, o CL bovino ndo se desenvolveu adequatame ocorreu uma diminui¢cao
significativa na secrecdo de P4 comparado ao ChalofYamashita et al., 2008). J& foi
reportado por outros autores que o FGF2 e o VE@®Rkeatam a secrecdo de progesterona
pelas células luteinicas em varias espécies indecgue o FGF2 e o VEGF estao envolvidos

na formacéo do CL e controle da secrecdosde P
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Outros fatores com funcdo importante na angiogén&ie as angiopoetinas (ANPT-1
e 2). Geralmenteo ANPT1 promove estabilidade @s®s, enquanto que a ANPT-2 trabalha
como um antagonista promovendo o remodelament@sleularizacdo (YANCOPOQULOS et
al., 2000). O balaco dos fatores angiogénicos pasec essencial para o desenvolvimento do
sistema vascular do CL, o que € essencial paraigdoida funcéo luteinica das células.

O VEGF desempenha importante papel regulador nenglek/imento vascular
fisioldgico, sendo que tanto a diminuicdo nos seiwgis quanto a sua auséncia provocam
danos na formacdo vascular sistémica. Assim seodtras funcdes fisioldgicas que
dependem de angiogénese sao prejudicadas quasdpréssido ou auséncia de VEGF, como
a reparacao tecidual de feridas (NISSEN et al.8189%rescimento 6sseo (GERBER et al.,
1999) e aovulacdo (FERRARA et al., 1998).

O VEGF age através dos receptores FLHAib<like tyrosine kinase — 1) (DE VRIES
et al., 1992) e o KDRK(inase insert domain containing region) (TERMAN et al., 1992). Séao
receptores tirosina-quinase (RTKs) caracterizadosr possuirem sete dominios
imunoglobulina — miméticos em sua porcao extraaeluima regido transmembréanica Unica e
uma seqiéncia tirosina-quinase interrompida pelmidio de insercdo a quinase em sua
porcao intracelular(SHIBUYA et al., 1990). O FLTEnfs-like tyrosine kinase — 4) outro
membro da mesma familia de RTKs age como recepuy WYEGF-C e VEGF-
D(KARKKAINEN; ALITALO, 2002). Estes receptores s@&xpressos em ceélulas endoteliais,
mas alguns outros tipos celulares podem expressasuuambos os receptores. O VEGF se
liga ao FLT1 com uma constante de dissociacdo ¢(edpproximadamente 10-20pM (DE
VRIES et al., 1992). Entretanto, o0 KDR tem uma meaftnidade com o VEGF, e a Kd &
estimada em aproximadamente 75-125pM (TERMAN ef.8D2).

Em CL de bovinos séo encontrados niveis de mMRNAXEK®BF e do receptoKDR
mais elevados durante as fases inicial e médiadguanomparados com o ultimo estagio
luteinico (BERISHA et al., 2000). Segundo Wulff @aboradores (WULFF et al., 2000) o
nivel aumentado da expressdo do mRNA do VEGF deiaptimeira fase é devido a intensa
angiogénese vista neste momento. Andlises semitpiassis por PCR mostraram, em
humanos, expressdo do mRNAEbT1 e KDR em todas as fases com um decréscimo bem
acentuado na ultima fase. Essas proteinas foraaizadas principalmente no citoplasma de
células da granulosa luteinizadas (ENDO et al.,1200Papa e colaboradores PAPA et
al.,2007) quantificaram a expressao da proteindE6F e seus receptores em CL de bufalas

por meio de imuno-histoquimica e PCR em tempo eeabservaram forte reacdo positiva
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para o VEGF, FLT1 e KDR em células luteinicas eotglahis a partir do dia 2 pos-ovulagao
assim como maior expressao do mRNA na fase lutemidia.

Sabe-se que o 17b-estradiol € necessario parasemadsvimento do CL e a
manutencao de suas fun¢cdes durante a prenhez anuers expressdo do VEGF em células
granulosas luteinizadas (GARRIDO; SAULE; GOSPODARICW, 1993). Por um lado, a
inibicdo do VEGF ou FLT1n vivo durante a fase luteinica média em primatas naaham
impede a angiogénese luteinica e suprime a secds;@oogesterona (WULFF et al., 2000).
Por outro lado, a PGE influencia negativamente a expressdao do sistem&GR/E
(VONNAHME et al., 2005).

OS FGFs sé&o uma familia de proteinas compostaSdmeinbros (FGF-1 a 25)
(KATOH; KATOH, 2005) que participam dos processoslutares de proliferacao,
diferenciacdo e angiogénese, mediante a ativac@iecdptores de alta afinidade codificados
por cinco genes distintos (FGFR-1 a 5) (SLEEMAMIet2001).

O FGF2 estimula a proliferacdo de células (GRAZULSKA et al.,, 1995) e a
secrecdo de progesterona em ruminantes (MIYAMOT@I.et1992) e inibe a secrecédo de
relaxina em células de suinos em cultura (TAYLORARK, 1992).

Em CL de bovinos a expressao do FGF2 é alta dueaptéaneira fase luteinica (1-2
dias), decrescendo significativamente nos diasds-ticlo estral e aumentando novamente
durante a ultima fase luteinica. Ocorre uma drarmathudanca na localizacdo do FGF2
durante o ciclo estral em bovinos. No inicio dafageinica (dias 1-3) o FGF2 foi detectado
intensamente no citoplasma das células endotelisi€apilares e em células do musculo liso
das artérias. Ja na fase luteinica média, noBel&sapos o pico de LH, a maioria das células
vasculares ndo se mostraram positivas para o F@R#@&eina foi localizada exclusivamente
no citoplasma das células. (SCHAMS et al., 1994)

Alta expressao do gene FGFR1 foi encontrada entaséllo CL fase luteinica inicial
de ovelhas (DORAISWAMY et al.,, 1998). Também emlbbas a expressédo proteicae do
MRNA do FGFR2 foi mais alta nos ultimos estagioeihicos quando comparados aos
estagios inicial e médio do desenvolvimento do BORAISWAMY et al., 1998). O mesmo
padrdo de expressao também foi encontrado paraFiREem CL de bovinos, sugerindo
que o aumento da expressao do FGFR2 pode desempenhduncdo durante a apoptose e
ou remodelamento do tecido no CL em regressao (O4ET et al., 2008).
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2.5 TRATAMENTOS DE SUPEROVULA:(;AO E ESTIMULACAO OVARNA COM
GONADOTROFINAS E SUAS INFLUENCIAS NO CL

Muitos protocolos hormonais foram desenvolvidos apananipulacdo folicular
ovariana com 0 objetivo de facilitar o0 manejo rejptvo e evitar perdas na gestacéo
(BARUSELLI et al., 2011b). Programas de inseminagédicial em tempo fixo (IATF) so
eficientes para superar a imprecisdo na deteccdestto, uma limitacdo importante na
industria de gado. O protocolo mais comum congistaiso de GnRH ou 17b-estradiol e
tambem dispositivos de progesterona e prostaglanéid alfa. Além disso, tratamentos com
gonadotrofinas associados aos protocolos de IAT¥elasam aumento das taxas de
concepcao, provavelmente devido ao aumento dasewtacfes plasmaticas de P4
(BINELLi et al., 2001; BO et al., 2002; SALES et,a20011; SA FILHO et al., 2010).
Tratamentos com eCG asao uma ferramenta impertaata aumentar o tamanho folicular e
as taxas de prenhez em programas de IATF, primegak para rebanhos com alta
prevaléncia de vacas em anestro ou com baixa Gmdmrporal (BARUSELLI et al., 2004).
A eCG estimula o crescimento continuo do folicutovecas que exibem uma deficiéncia na
liberacdo de gonadotrofinas. Estudos prévios detravam que fémeas tratadas com eCG
exibiram aumento no crescimento folicular finalpento do foliculo dominante e das taxas
de ovulacado, além de apresentarem também aumentoluime do CL e da P4 circulante
(SALES et al., 2010; SA FILHO et al., 2010a; SAIHO et al., 2011) minimizando falhas
no reconhecimento da gestacdo e aumentando é&nefiida transferéncia de embrides
(BINELLI et al., 2001).

O eCG é um farmaco de meia vida longa (até 3 ,d@®)duzido nos calices
endometriais da égua prenhe (40 a 130 dias) (MURRHARTINUK, 1991) que se liga aos
receptores de FSH e LH dos foliculos e aos receptde LH do corpo luteo (STEWART;
ALLEN, 1981; CAVALIERI et al., 1997). Em equinos, @CG resulta na ovulagdo ou
luteinizacdo de foliculos durante a gestacdo, comsexiente aumento da progesterona
circulante (MURPHY; MARTINUK, 1991)

O FSH é o hormdnio mais comum nos protocolos rewp&atorios (HESSER;
MORRIS; GIBBONS, 2011). Entretanto, a meia-vida B8H exdgeno em bovinos tem
duracdo de 5 horas, e entéo, requer duas aplicd@éss, 0 que aumenta a possibilidade de
falhas devido ao uso incorreto e erros na admagét. Além disso, a aplicacao frequente das
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injecOes pode causar indevidamente estresse nasadéroom consequente diminuicdo da
resposta superovulatéria e alteracdes no pico yukdrio de LH (BO et al., 2010). O
emprego da eCG pode ser uma importante alterngiNa,sua acdo de LH e FSH e meia vida
longa, podendo ser aplicado em dose Unica. Estalizado por (BARUSELLI et al., 2008)
apresentou o tratamento com eCG na dose de 20@Q@HIgancou a mesma eficiéncia que os
animais superovulados com FSH, com vantagens iigtvas quanto ao manejo das
doadoras e aos programas de transferéncia de eéwlerii\TF. A superovulacédo seguida pela
IA sdo técnicas que produzem um grande numero @ei@s por doadora. E estas técnicas
associadas a trasnferéncia de embrides para veogstoras, sdo potentes ferramentas para
disseminar a alta qualidade genética e aumentarfarmance reprodutiva (MURPHY;
MRTINUK, 1991).

Entende-se, dessa maneira que os resultados daulesfio com o uso do eCG
(crescimento folicular, ovulacdo e concepcdo) s@iasdvezes maiores em relacdo a
estimulacdo com FSH, devido ao seu tempo maiortwbe@o no organismo (SALES et al.,
2011) BO et al. (BO et al., 2002) verificaram quetiizacdo de 400Ul de eCG no momento
da emergéncia da onda de crescimento folicularmeteu apenas 2% de dupla ovulagcdo em
receptoras, e ainda formou corpos luteos Unigoaieres, ao que foi atribuido o incremento
na taxa de concepc¢dao e de prenhez. Posteriorngemestrou que a dose de 400Ul de eCG é
suficiente para obtencéo de resultados satisfat@mo vacas receptoras (SA FILHO et al.,
2010).

Em um estudo realizado por nosso grupo avaliangecéss morfofisiologicos dos
CLL coletados apos os tratamentos de superovulagdtimulacdo com eCG (RIGOGLIO et
al., 2012) os resultados mostraram um aumento meraude células luteinicas pequenas e no
didmetro das células luteinicas grandes (hipesrafiém de ter sido observado também um
aumento do volume mitocondrial nas vacas superdaslala nas vacas estimuladas o nimero
de células luteinicas grandes foi aumentado beno @densidade das mitocondrias esféricas
nas celulas luteinicas quando comparados com vaesas tratamento. O aumento na
densidade mitocondrial esférica junto com o nunteraélulas luteinicas grandes em vacas
estimuladas contribui diretamente com a concentrdgdP4 plasmatica (FIELDS; FIELDS,
1996). As células luteinicas grandes sdo as paixipélulas produtoras de P4 no CL
(FIELDS; FIELDS, 1996; NISWENDER et al., 2000) gawteristicas esteroidogénicas tais
como aumento da capacidade mitocondrial para aup#émd de pregnenolona apos o
tratamento com eCG ja foram descritas (TUCKEY; ANNKDN, 1989). Em nosso estudo, o
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tratamento estimulatério induziu mudancas morfalagique permitiu ao CL produzir mais
P4 em relacdo ao volume total deste 6rgdo. Poo datto, o tratamento superovulatério
induziu alteracdes relacionadas ao aumento do \@luat como aumento do numero de

células luteinicas pequenas.

Assim, a superestimulacao ou estimulacao ovariem&pam alteracdes morfologicas
e funcionais importantes no CL e, consequentemantambiente uterino. O estabelecimento
e a manutencdo da gestacdo, bem como o crescimemtdonario em bovinos, estdo
correlacionados a habilidade do CL em secretarALDS; FIELDS, 1996), hormdnio

intimamente relacionado com o ambiente tubaricednd.

Segundo Moura (MOURA, 2003) e Papa e colaborad®a®A et al., 2007), o CL
de budfalas superovuladas com FSH apresentou ddesmiscular maior do que CL de
bafalas ndo manipuladas. Além disso, houve umansateamunoreatividade das células
endoteliais para o VEGF e seus receptores, denaodstruma maior expressao deste sistema
em resposta ao tratamento superovulatorio. Altasartracdes de progesterona (PAPA et al.,
2007) como também de estradiol (MISRA et al.,, 1988p encontradas em bufalas

superovuladas.

As células de animais superovulados apresentanctedsticas que refletem maior
atividade de sintese protéica, como o aumento maatigade de reticulo endoplasmatico
rugoso e de mitocondrias (SMITH, C. J. et al., 238&m de altera¢gbes no formato do nucleo

e na condensacao da cromatina (ARTONI et al., 2004)

Trabalhos realizados por Shweiki e colaboraddg8/NEIKI et al., 1993) mostraram
gue em primatas e ratos, com ovarios hiperestiralagcorre uma elevacao dos niveis do
MRNA do VEGF, predominantemente apds uma onda ddJoiaumento do LH resulta em
maior expressdao do mRNA do VEGF pelas células @gmujpsa do foliculo ovariano
(HAZZARD et al., 1999). Além disso, o FSH estimalgroliferacdo de células endoteliais
em CL de macacos (CHRISTENSON; STOUFFER, 1996)rdém estimula a expressao do
MRNA do VEGF em células da granulosa. Christenso8tauffer (CHRISTENSON;
STOUFFER, 1997) demonstraram que a sintese e ecéeada proteina VEGF em células da
granulosa de macacos € aumentada oito vezes east@spgonadotrofina coribnica humana
(hCG).
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Apos estimulacdo de ratas com hCG também foi obderum aumento da expresséo
do mRNA do VEGF e aumento da permeabilidade vasau ovario. Quando comparados,
os efeitos estimulatérios do LH, FSH e hCG demanatn que o LH e FSH tem um efeito

menor na inducdo da permeabilidade vascular (GOMEZ al., 2003).
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3 INTRODUCAO

Biotecnologias para aumentar a eficiéncia repredwséo amplamente utilizadas em
rebanhos bovinos, principalmente direcionadas estienulacdo do crescimento dos foliculos
ovarianos e aumento das taxas de concepcao. Ddsrestratégias tém sido propostas com o
objetivo de melhorar a eficiéncia das técnicasiggr@nizacao para inseminacao artificial em
tempo fixo (IATF) como o uso da gonadotrofina comm@d equina (eCG) para estimular o
crescimento do foliculo pré-ovulatério, aument@re@ducédo de progesterona (P4) pelo corpo
luteo (CL) resultante e melhorar as taxas de ca@®eBO et al., 2002; SA FILHO et al.,
2010; SALES et al., 2011). Além disso, a mesma doinafina pode ser utilizada para a
superovulacdo (BARUSELLI et al., 2011), técnica guossibilita gerar um grande nimero de
embrides por vaca doadora, sendo um poderoso apaaed disseminar a alta qualidade
genética e melhorar o desempenho reprodutivo (AMBR@t al., 1999; HANSEN et al.,
2001)

A eCG € uma glicoproteina que se liga aos receptimédrormonio luteinizante (LH) e
do horménio foliculo estimulante (FSH) e pode ativaiitas vias de transducéo de sinal nos
tecidos alvo (MURPHY; MARTINUK, 1991). O uso da eQfas técnicas de IATF pode
aumentar o tamanho folicular (foliculo dominanteg@nsequentemente, o volume do CL, o
que tem sido associado ao aumento da producéocodesperona (SA FILHO et al., 2010a;
SALES et al., 2011; FIELDS et al., 2012). A progesha tem papel importante nos eventos
reprodutivos associados com o estabelecimento @tevagéo da prenhez através da indugéo
de mudancas no transcriptoma do endométrio (CLEMEMTT al., 2009). Em ruminantes e
primatas, o CL é largamente dependente da acadlddraves da via cAMP/proteina quinase
A (NISWENDER et al., 2000), e em roedores e coelbs& estabelecido que a prolactina e o
17p-estradiol s&o hormdnios luteotréficos essencBIORMSHAK; ZELINSKI-WOOTEN,;
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ABDELGADIR, 1987). Além disso, os hormdnios FSH E pbodem modular a sintese de
citocinas e fatores de crescimento, como o fatocrdscimento do endotélio vascular A
(VEGF-A) (PAPA et al., 2007).

A maquinaria esteroidogénica das células lutesnitzve ser altamente eficiente, e 0
primeiro passo No processo enzimatico da sintepeadesterona € a conversao do colesterol
para pregnenolona, catalisada pela citocromo P#b0OscdCYP11Al) localizada na
membrana mitocondrial interna (MILLER, 1988; NISWEER et al., 1994; NISWENDER,;
NETT, 1994). Em seguida, a pregnenolona é conwedid progesterona pela enzima 3beta-
hidroxiesterdide desidrogenase (HSD3B) presenteeticulo endoplasmatico liso (LABRIE
et al., 1992). No entanto, o primeiro desafio Eaesteroidogénese é a obtencdo do precursor
de colesterol, e 0 passo limitante é a transfeaédai colesterol da membrana mitocondrial
externa para a interna. Este processo é controbmi® proteina reguladora aguda da
esteroidogénese (STAR) (STOCCO; CHEDRESE; DEIS1R0A obtencdo de colesterol
pelas células luteinicas ocorre via endocitosdigaproteinas de baixa densidade (LDL) ou,
também, pela capitacdo seletiva de ésteres detemlederivados das lipoproteinas de alta
densidade (HDL) (BRANNIAN; STOUFFER, 1993). Alémssid, a sintesée novo do
colesterol também pode contribuir para o aumentaalesterol intracelular e esta sintese
pode ser controlada por hormdnios luteotroficos (GS; STRAUSS, 1988). A homeostase
do colesterol € muito importante para a adequadgéfudo CL. A regulacéo deste fendmeno
pode envolver fatores de transcricdo como 0s receptativados por proliferadores de
peroxissoma(PPARS, os quais tém uma funcédo central no metabolismo lghddios
(KLIEWER et al., 1997; KOTA; HUANG; ROUFOGALIS, 260.

Diante do exposto, podemos dizer que uma funcanaddo CL requer uma acao
coordenada entre horménios luteotroficos, fatomsrdscimento, proteinas esteroidogénicas
(NISWENDER, 2002), bem como a biossintese e horasedios lipidios dentro da célula
luteinica. Como os tratamentos com o uso do eC@magomover mudancas importantes no
CL, as quais levam ao aumento na producao de pergea, isso implica na formulacao de
hipéteses relativas aos mecanismos pelos quaisoaadgtrofinas exdégenas alteram as
fungbes celulares no CL. Deste modo, este estudwabanalisar as influéncias dos
tratamentos de estimulacdo folicular e superovolaggEn o uso da eCG na expresséo de
genes que estejam direta ou indiretamente reladosna angiogénese, desenvolvimento do

CL e, principalmente, com a producao de P4.
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4 HIPOTESE

Os tratamentos de estimulacdo e superovulacdoulmliccom o uso de eCG
influenciam a morfofisiologia do CL e a express&oganes relacionados a angiogénese, ao

desenvolvimento do CL e a produgé&o de P4.
Para testar as hipoteses acima descritas foranufados os seguintes objetivos:

1. Determinar as concentracdes de progesterona glaama dia 7 apoés injecdo de
GnRh em vacas tratadas ou ndo com eCG.

2. Determinar o fluxo sanguineo no CL no dia 6 apgscao de GnRh através do
exame Ultrassonografico Color-Doppler dos animaistios ou ndo com eCG.

3. Determinar o numero, o volume e o peso dos CLLtadtes no dia 7 apos injecédo
de GnRh dos animais tratados ou ndo com eCG.

4. Analisar a expressao génica e proteicados fatorg®génicos VEGF-A, FLT1,
KDR, FGF2, FGFR1 e FGFR2 e das proteinas ester@nicas STAR, HSD3B e
p450scc CYP11A1l) no corpo luteo dos animais tratados ou nao cor® eC
coletados no dia 7 apos inje¢éo de GnRh.

5. Identificar genes diferencialmente expressos coangarranjo de mRNA no corpo
luteo de animais tratados ou ndo com eCG coletadodia 7 apos injecdo de
GnRh.

6. Apoés as analises do microarranjo, selecionar geifesencialmente expressos
nos grupos tratados com eCG gue possam estamoeacs com a angiogénese, 0
desenvolvimento do CL e/ou a esteroidogénese pammsvalidados tanto na

proteina quanto no gene.
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5 MATERIAL E METODOS

O experimentoin vivo foi realizado utilizando-se 18 vacaBo§ indicus) divididas em 3
grupos: grupo controle (animais apenas sincrongaaeb), grupo estimulado (animais tratados com
400 Ul de eCG no dia 8 ap6s inicio da sincroniaag&6), e grupo superovulado (animais tratados
com 2000Ul de eCG no dia 4 ap6s inicio da sincag@ip, n=7). Anteriormente ao periodo
experimental, os animais foram avaliados quantoralicdo ovariana, por palpacao retal conforme
Madureira e colaboradores (MADUREIRA, 2004), eaibonografia, sendo selecionados aqueles que
apresentaram condicdo ovariana adequada (presetighcdilos e CL). No dia anterior ao abate todos
0s animais foram submetidos a exames ultrassonoggatom aparelho color-Doppler (MyLab 30,
Pie Medical, Itdlia) com os objetivos de verificprais animais haviam ovulado bem como realizar
mensuracdes dos fluxos sanguineos nos CLL dos @nidna grupos controle e estimulado. No dia
sete apos inje¢do do GnRH todos os animais foratidals no abatedouro-escola da Faculdade de
Medicina Veterinaria e Zootecnia (FMVZ) daUSP. Qd.Goram coletados, pesados, mensurados e
congelados em nitrogénio liquido ou fixados em gtu de paraformaldeido tamponado a 4% por 24
horas. Além disso, amostras de sangue para doshgemonal foram coletadas no momento da

sangria.

5.1 TRATAMENTOS

Neste experimento as fémeas foram distribuidastoai@mente em trés grupos:
controle (n = 5), estimulado (n = 6) e superovulgde 7; Figura 1). Resumidamente, no dia
0 (dia aleatério do ciclo estral) todos os animaseberam um dispositivo intravaginal
contendo 1 g de P4 (dispositivo intravaginal boyipmgesterona: 1g; Primer, Technopec
Brasil) e uma injecéo intramuscular de 2mg de batade estradiol (Estrogin, Farmavet, Sao
Paulo, Brasil). No dia 8 os dispositivos intravagirforam removidos nas vacas do grupo
controle e estimulado, e 0,150 mg de d-cloprost@hAG@F2:, Prolise, Arsa, Buenos Aires,
Argentina) foram adiministrados. Os animais do grugntrole ndo receberam eCG

(gonadotrofina coridnica equina, Novormon, Synt&xenos Aires, Argentina), enquanto que
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aqueles do grupo estimulado receberam 400 UI no dia 8. Querenta e oitos horas apos a
remogdo do dispositivo de P4 os animais controles e estimulados receberam 0,025 mg de
Lecirelina (GnRH; Gestran Plus, Arsa, Buenos Aires, Argentina). Os animais superovulados
receberam 2000 Ul de ¢eCG no dia 4 ¢ 0,150 mg de PGF2a no dia 6. No dia 7, os dispositivos
de P4 foram removidos e uma outra dose de PGF2afoi adiministrada e 12 horas depois,

0,025mg de GnRH foi administrado.

Figura 1- Modelo esquematico dos tratamentos utilizados nos animais controle, estimulado e superovulado. D =
dia; T = tempo; BE = benzoato de estradiol; PGF2a = Prostaglandina 2a; P4 = progesterona; n =
nimero de animais
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5.2 EXAME ULTRASSONOGRAFICO COLOR-DOPPLER

O fluxo sanguineo no CL foi determinado com o aoxile um ultrassom Doppler
(MyLab 30, Pie Medical, Italia) equipado com umahg linear de 7.5 Mhz multifrequencial.
No modo color-Doppler, os sinais coloridos foraniiag#dos para determinar os sinais de
fluxo sanguineo do CL. O ganho do foco e ajustesatedo ultrassom Doppler foram os
mesmos durante todos os exames. O maximo tamanhcaiga de deteccdo do fluxo
sanguineo ou Regido de Interesse (RI) foi escalldexame ultrassonografico com o modo
color-Doppler foi efetuado no dia 6 apds a injed@GnRH. Imagens do B-mode/color-
Doppler foram gravadas com o auxilio de softwargprio equipamento e posteriormente
foi realizada a analise dos pixels. Uma imagematia cCL e seu respectivo fluxo sanguineo
(porcdo colorida na imagem) foi selecionada pornapeum medico veterinario sem
conhecimento prévio dos grupos experimentais ar s imagens de gravacdes do exame
ultrassonografico de Doppler efetuada nos 18 asim@s imagens foram selecionadas
baseadas no maior diametro do CL e na qualidadmalgem do fluxo sanguineo detectado
pelo Doppler. O numero de pixels coloridos nas emagselecionadas foi determinado como
descrito anteriormente (GINTER, 2004). A mesmallasda cor foi utilizada como controle
positivo na selecdo dos pixels coloridos em todasnmeagens. A porcentagem do fluxo
sanguineo do CL foi calculada dividindo-se o nunetal de pixels coloridos pelo niumero
de pixels ndo coloridos como descrito anteriorméBt&ITHER et al., 2007).

5.3 MENSURACOES DOS CLL

Os CLL dos animais dos grupos controle, estimuladaperovulado foram pesados e
em seguida foram realizadas trés medidas (A- altBralargura, C- espessura) com a
utilizacdo de um paquimetro. Para calcular o voldm€L foi utilizada a férmula de volume
de uma elipse 3/4xk(A/2)(B/2)(C/2)). Os CLL das vacas superovuladasuin contados e 3

CLL de cada animal foram utilizados para mensummdé&evolume e peso.
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5.4 DOSAGEM DE PROGESTERONA

As amostras de sangue para dosagem hormonal faletadas no momento do abate
dos animais tanto em tubos heparinizados quantm@mheparinizados e imediatamente
centrifugadas por 10 min. a 3000 x g para separdgogolasma e do soro respectivamente.
Apoés centrifugacao, o plasma/soro foi colocado @ms de 1,5 mL e armazenado a -20°C.

A concentracdo de progesterona foi determinad#&aridlo-se um KIT comercial
(COAT-A-COUNT® Progesterone; Siemens Medical Solutions Diagrmstios Angeles,
USA). Um método de quantificacdo de progesterona fage solida, designado para
quantificacéo direta em soro ou plasma, utilizaseosomo elemento tracador §°I Os
coeficientes intraensaios baixo e alto foram dé%.& 5.91%, respectivamente.

5.5 EXTRACAO DE RNA TOTAL E TRANSCRICAO REVERSA

A extracdo do RNA total foi realizada a partir dootpcolo de Trizol (Life
Technologies, Carlsbad, CA, USA) de acordo comnsisucOes do fabricante. Em seguida, o
RNA foi purificado com o uso do RNAeasy mini kittratado com DNase para eliminar a
contaminagdo gendmica (Qiagen, Valencia, CA, USR)quantificacdo foi realizada no
aparelho NanoDrop 2000 (Thermo Scientific, Hud4d8A). As amostras de RNA passaram
por uma analise de qualidade no aparelho Agile@0 Rioanalyzer, o qual consiste em uma
plataforma baseada em microfluidica para o dimeasiento, quantificagdo e controle de
qualidade de RNA, DNA, proteinas e células. Pantéotafoi utilizado o kit Agilent RNA
6000 Nano Kit (Agilent Technologies, Santa Clar#, ©®SA) e os procedimentos foram
realizados de acordo com as instrucbes do fabecdawsumidamente: O kit utilizado no
Bioanalyzer era constituiddée RNA Nano Chip e os reagenteSd Matrix, Dye Concetrated,
Marker and RNA ladder (RNA controle). Durante o preparo @hip, 1 uL do corante Dye
Concetrated ) foi adicionado em 6nL de Gel Gel Matrix). Com a ajuda de uma estacao de
preparacdo, os canais @hip foram preenchidos com o gel misturado ao corarfiglede

Marcador foi entdo adicionado em cada canal@uwop. 12 amostras (1pl cada) na faixa de
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concentracdo entre 25-250 ng/ul de RNA foram calasanos canais dohip. Finalmente,
1ul de RNA ladder foi adicionado no canal atribuido a ele. @iip foi centrifugado e
analisado no Agilent 2100 Bioanalyzer. Como primgipeste instrumento detecta as
biomoléculas pela fluorescéncia induzida pelo lese270-700nm de absorbancia. Uma
imagem de eletroferograma foi gerada e a qualiddds amostras foi dada pelo
RNA Integrity Number (RIN) (Figura 2).

A gualidade do RNA é o fator mais importante naedeinacdo do resultado na
analise de microarranjo. O RNA total para ser ushl@ estar intacto (ndo degradado) e livre
de contaminacdes por proteinas e DNA. Os RINs dadwmo aparelho
Agilent2100Bioanalyzer variam de 1 (RNA totalmemtegradado) a 10 (RNA intacto).
Somente RNAs de alta qualidade com RIN superiopad&m ser utilizados no microarranjo.
Os resultados obtidos estdo expressos em um eletgphma onde sdo mostrados dois picos
principais que representam as bandas 18 e 28Sresmctivo numero RIN. O namero RIN
das amostras foi em média 9,3, indicando um RNAli@equalidade, sem degradacéo.
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Figura 2 - Eletroferograma com respectivo numero RIN de cada amostra. Os dois picos principais representam as
bandas ribossomais 18 ¢ 28 S.
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5.6 ANALISES DE MICROARRANJO

As andlises de microarranjo foram realizadas no McGill University and Génome

Québec Innovation Centre, Montreal, Canada. Resumidamente, primeiro foi realizado a
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transcricéo reversa do RNA alvo para cDNA utilizardprimer T7 oligo(dT), que sintetiza
cDNA contendo a sequiéncia promotora T7. Em seguidBNA ja purificado foi utilizado
como modelo para a transcricé&o vitro com o objetivo de sintetizar o aRNA Biotina-
modificado utilizando o kit IVT labeling master mix, gerando assim multiplas cépias do
aRNA modificado por biotina. Em seguida, para melha estabilidade do aRNA, ele foi
purificado para remover NTPs nao incorporados, sagmas e fosfato inorganico. O aRNA
foi entdo fragmentado e hibridizado no chip AffymetGeneChip Bovine Genome Array
(Affymetrix, Santa Clara, CA, USA) que contém 23Gfbnjunto de sondas e escaneado no
GeneChip® Scanner 3000 (Affimetrix, Santa Clara,).CAestes experimentos foram
utilizados 3 amostras de cada grupo. As analisesdddos foram realizadas utilizando o

FlexArray Software V1.3 (Genome Quebec Innovatioent€r, Montreal, Canada,

http://genomequebec.mcqill.ca/FlexArray/). O pacotke dados affx Bioconductor
(http://bioconductor.org/) versao 1.1.0 foi utillapara a normalizagéo e processamento dos
dados. Listas contendo a expressao referente agesaforam geradas para cada animal e
em seguida estas listas foram comparadas entre r@sosy controle, estimulado e
superovulado. Desta forma, foram geradas trésslsdan genes aumentados ou diminuidos
em> 1,5 vezes e o valor de £0,05. As listas de genes foram em seguida anabsad
programa Ingenuity Pathway Analysis 7 (IPA, Ingénubystems, San Francisco, CA,
http://www.ingenuity.com/). Este programa interprets dados no contexto das vias e das
funcdes biolégicas comuns utilizando informacdes@ntes na literatura. O IPA seleciona as

principais vias e funcdes bioldégicas com maior nianue genes presente.

5.7 TRANSCRICAO REVERSA

Para a reacdo de transcricao reversa (RT), fazadib o “Kit SuperScript Il (Life
Tecnologies, Carlsband, USA) cujo protocolo iniegmipela adicdo em tubo estéril del @a
solugdo de RNA total tratado com DNAse (Life Teogxs, Carlsband, USA)ul de
oligonucleotideos iniciadores Oligo (dt) (5Q6/ml), 1 ul de dNTP Mix (10 nM) e 3l de
agua DEPC. Essa solucéo foi incubada a 65° C poinbitos e, em seguida, sofreu uma

segunda incubacdo em gelo por 1,5 minutos. Ap@sedapas, foram adicionados a solucéo
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4ul de tampéao, gl de DTT (0,1M) e @l de “RNAse OUT Inhibitor’(40 Unidadesil), na
sequéncia, foi acrescido deu1(200 Ul) de SuperScript Il (transcriptase readrs iniciou-se
a incubacéao, primeiramente a 50° C por 50 minutegpis a 70° por 15 minutos e finalmente
a 4 ° C por 2 minutos. O cDNA foi armazenado a €28f¢ o momento da amplificacdo dos

genes-alvo pela técnica de PCR em tempo real.

5.8 PCR EM TEMPO REAL

Independentemente dos resultados do microarrprijogiramente foi realizado o
gPCR em tempo Real para os geWESF, FLT1, KDR, FGF2, FGFR1, FGFR2, HSD3B,
CYP11Al e STAR e 0 gene de referéndiabulina, alfa. Para estes genes foi utlizado o metédo
tagman (TagMan Universal PCR Master Mix, Life Tdogees, Carlsband, USA). A reacéo
foi preparada pela adicdo de 625de tampao Universal PCR Master, ubde primers
sense, antissense (concentracao final de 900 méddhea (concentracdo final de 250 mM),
2,5ul de cDNA e 3,25l e 4gua ultrapura autoclavada. As especificacdegpdmers e probes
utilizados estao descritos no quadro 1.

Apds as analises dos resultados do microarrarg®CR foi realizado para 0s genes
molécula CD36 CD36), proteina ligadora de acido graxoFABP5), receptor gama ativado
por proliferadores de peroxissomBPARG); citocromo P450, familia 27, subfamilia A,
polipeptidio 1CYP27A1), acil-CoA sintase, membro da familia 2QSF), 3-hidroxi-3-
metilglutaril-Coa redutase (HMGCR); hidrolase déeé=ss de colesterol neutra NGEH1),
receptor da prolactina curtBRLR) e longo PRLRL), folistatina EST) e fator de crescimento
transformador, beta ZGFB2). O GAPDH e atubulina, alfa foram utilizados como genes de
referéncia. Para estes genes, foi utilizado o tamPEBR Green (SYBR Green,; Life
Technologies, Carlsband, USA). A reacao foi pregenaela adicdo de 10 do Sybr Green,
2,5 ul de primers sense e 215 de primers antissense (concentracéo final de 800mais
10ul de cDNA para um volume final de 25 As especificagées dos primers utilizados estao

descritos no quadro 2.
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Nestes experimentos as condi¢cdes de amplificagipadas foram: 2 minutos a
50°C, 10 minutos a 9& e 40 ciclos por 15 segundos a 95°C &C6for 1 minuto. No
experimento utilizando o Sybr Green, foram necéssapara a curva de dissociagdo, 15
segundos a 95°, 1 minuto a 60°C e 15 segundo<Ca 95°

Pata testar a eficiéncia da amplificacdo para gadade primers, foi feita uma
mistura de cDNA contendo o mesmo volume de cDNAca#a amostra. Esta mistura foi
utilizada para fazer uma diluicdo seriada em adfuapuira de 1:2 até 1:64.

O calculo da eficiéncia dos genes estudados fdizagl através do programa
LinRegPCR (RAMAKERS et al., 2003). Para isso, cdesiu-se a eficiéncia média com base
na curva de amplificacao individual de cada amoS¥raalculo da quantificacéo relativa dos
genes-alvo foi feito através da férmula de Pf&fFAFFL, 2001).
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Quadro 1- Seqliéncia dos oligonucleotideos iniciadoreszatilos no gPCR em tempo real pelo método Tagman.
S=sense, A = antissense e P= probe (sonda).

Gene alv¢ Primers Numero da seqlienci
no GeneBank

S CCGGTCAAGGAAATACTCCAGTTC
A GGTCCTGTTTTGGGTCCAAGTTTAT
P TATGTGGCACTGAAACGA

FGF2
NM_174216

S GGATGGCACCGGAGG(
A CCAAGACCACACGTCACTCT
P CTTGTTTGACCGGATCTAC

FGFR1
BC134637

S TCGGAATGTAACTTTTGAGGATGCT
A TCAACCATGCAGAGTGAAAGG
P CTTGGCGGGTAATTC

FGFR2
X94263

S GCCCACTGAGGAGTTCAACAT

VEGF A CTGGCTTTGGTGAGGTTTGATC NM_174216

P FAM-CACCATGCAGATTATGMGBNFQ

S GCCTGAAATCTACCAGATCATGTTC
ATTCCACAAGCTCCACGAATCTT
P FAM-ACAAAGACCCAAAAGAAA

FLT1
X94263

SACTGCAGTGATGGCGTCT"
A CTTGTAGGCTCCAGTATCATTTCCA
P FAM-CTGTAAGATGCTCACAATTT

KDR
X94298

S GCTAGACAAAGTCTTCAGACCAGAA
A CAGCAGGGTCAGCTTGATCTT
P FAM CTGGAGCTTAGAAAATT

HSD3B
NM_001034696

S CCCTTTCCACCAATCCAGCTA
A GGACTGAGCGAGCAATGGA
P FAMATGGCCCCACCCCCTC

CYP11A1
NC_007319

SNFQ
A ATGTGCGCAGCATGAAGGGGCTGCA
P NFQ

STAR
NM_174189.2

STGTTCGCTCAGGTCCTTTTG(
A CCCTTGGCCCAGTTGTTG
P CCCGGACTGACCAAAA

Tubulina
BT_0323101
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Quadro 2 — Sequéncia dos oligonucleotideos iniceotilizados no gPCR em tempo real pelo métodeiSy

Gene Alvo | Primer Sense Primer Ant-sense n® GenBank
ACSF2 CACAGTCATCTCGGTGGATG GTCATGGCAGGACAGGAACT NM_001078112.1
CD36 TCAGAAATCAAGTGACTGGGAAAA | ACCACACCAACACTGAGCAAGA | NM 174010.2
CYP27 AGCTGTTGGTGCAAGGCTAC GTGCATCTGAGGCCCTACTC NM_001083413.1
FABP5 CACAGCTGATGGCAGAAAGA TCCCATCTTCCAGTTTTCTTG NM_174315.3
GAPDH GCGATACTCACTCTTCTACTTTCGA | TCGTACCAGGAAATGAGCTTGAC | AB098985
Folistatina TTTCTGTCCAGGCAGCTCTA GTCACTCCATCATTCCCACA NM_175801.2
HMGCR GAAATGGAACTCCCTGTGGA TGGGATATGCTTTGCATTGA NM_001105613.1
NCEH1 CCAGAAGAGCCTCTGAAACG TGGTTGTGCACAGTTCATCAT NM_001123034.1
PPARG CACTCCGCACTATGAGGACA ACAGGCTCCACTTTGATTGC NM_181024.2
PRLRL TTGATGTTCATCTGCTGGAGAAG GCAAGTCCTCGCAGTCAGAA NM_001039726.1
PRLRS GCCTTCTCGCCTTGTGTCTATG GCAAGTCCTCGCAGTCAGAA NM_001039726.1
TGFB2 GCCGAGTTCAGAGTCTTTCGTTT GCGCTGGGTTGGAGATGTTA NM_001113252.1
Tubulina, TGTTCGCTCAGGTCCTTTTGG CCCTTGGCCCAGTTGTTG BT 0323101
alpa

5.9 IMUNO-HISTOQUIMICA

A técnica de imuno-histoquimica foi utilizada p#waalizacdo das proteinas VEGF,
FLT1, KDR, HSD3B e P450scc.

Apés a fixacdo, o material foi processado na rotirsoldgica para inclusdo em
parafina e seccionado em cortes de 5 um de espesAarseccdes de tecido foram
desparafinizadas em xilol e reidratados em umae sdd etanol com concentracdes

decrescentes. A recuperacdo antigénica foi reipela imersdo das laminas em tampéao
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citrato (10 mM, pH 6.0) seguida de fervura no waerdas (3 x 5 minutos). A peroxidade
endogena foi bloqueada utilizando 1% (v/v) de peidxde hidrogénio em metanol por 20
minutos. Para reduzir as ligacdes inespecificaspdss foram incubados por 30 minutos em
solucéo de bloqueio Protein block serum-free (DAKOD909, California-USA). Em seguida
os cortes foram incubados com os anticorpos prowa(Quadro 3), diluidos em PBS,
overnight a 4°C nas seguintes diluigcbes: VEGF @);1BLT1(1:500) KDR (1:100) HSD3B
(1:200) e P450scc (1:300). O préximo passo foicalacdo com Dako LSAB System-HRP
and DAB chromogen System (Dako, Carpinteria, CAAU&e acordo com as instru¢cdes do
fabricante. Em seguida, os cortes foram contradosr&om hematoxilina de Harris por 15
segundos e as laminas fechadas com Permount. @leamégativo foi obtido substituindo-se

0 anticorpo primario por TBST.

5.10 IMUNOFLUORESCENCIA

A técnica de imunofluorescéncia foi utilizada plrealizagdo das proteinas STAR,
FABP5, HMGCR e Folistatina.

O material foi processado como descrito acimapditbqueio com PBS + 5% BSA e
incubados overnight a 4°C. Em seguida, as secgdasfincubadas novamente overnight a
4°C com o anticorpo contra as proteinas em estudacdelo com as seguintes diluicdes:
STAR (1:300), FABP5 (1:500), HMGCR (1:50), Foligtat (1:200). As especificacées dos
anticorpos estdo descritas no quadro 3. O proxiass@ foi a incubacdo com o segundo
anticorpo CY™® - Cabra anticoelho (Jackson Immuno Research L&dr@s, Ontario,
Canada) na diluicdo de 1:300 (STAR, HMGCR) ou Fa@jugado anticoelho (Milipore,
Temeluca, CA,USA) também na diluicdo de 1:300 @talina) por 1 hora a temperatura
ambiente. No final as laminas foram incubadas co®PID(Sigma- Aldrich, St.Louis, MO,
USA) na diluicdo de 1:1000 por 5 minutos e montadasn PermaFlourTM Aqueous
Mounting Medium (Thermo Scientific Waltham, Ma, UBSA controle negativo foi obtido
substituindo-se o anticorpo primario por IgG dellio ou camundongo (sc-2027 ou sc-2025;

Santa Cruz Biotecnologies) na mesma diluicdo atli&z para o anticorpo primario,
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procedimento sugerido pelo fabricante. A distrifoicde cada proteina nos CLL foi
observada no microscépio para florescéncia Olynfusview 1000 system e no programa

Fluoview version 1.7.

5.11 EXTRACAO DE PROTEINAS PARA WESTERN BLOTTING

Para a determinacao das proteinas VEGF, STAR, HSPBBRG, FABP5, HMGCR,
Folistatina e receptores da prolactina foi realizadextracdo de proteinas totais. Os CLL
foram homogeneizados em Polytron PT 3000 KINEMATEBrinkman, Westbury, USA)
em tampéao de lise hipotonico contendo 10 mM de THRIE5 mM de EDTA, pH 7.4, na
presenca de uma mistura de inibidores de protesgsscomo benzamidina (20 pg/ml),
pepstatina (1 pg/ml), leupeptina (0,5 pg/ml), aptina (0,1 pg/ml) e PMSF
(phenylmethanesulphonylfluoride, 100 pg/ml). O hgemato foi centrifugado a 1000 x g
durante dez minutos a°@ O sobrenadante foi entdo transferido para tuled,5ml e

armazenados a -20.

Para quantificacéo dos receptores FLT1 e KDR,dalizada extracdo de proteinas de
membrana. Os CLL foram homogeneizados em tampabod®geneizacdo (TRIS HCL
10mM; EDTA 1,0 mM; sacarose 250 mM) em proporcad de(peso volume). Em seguida,
foi realizada uma centrifugacdo de 1000 x g durdtemin a 4C. O sobrenadante foi
separado e o precipitado ressuspenso em tampadd8lume inicial) e submetido a nova
centrifugacdo de 1000 x g por 10 minutos °€.4Juntos os dois sobrenadantes foram
submetidos a uma ultracentrifugacdo de 150.000 ®urpnte 75 minutos a°@. O
sobrenadante foi entdo desprezado e o0 sedimesgspEs1so em tampao de homogeneizacéo

e estocado a -20.

A concentracdo de proteina das amostras foi adalistavés do método de Bradford
(BRADFORD, 1976) (Protein Assay Kit; Bio-Rad, Cétifiia, USA), comparando as medidas

obtidas para as amostras com a curva padrao daiakblida a 595 nm.
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5.12 WESTERN BLOTTING

A mesma quantidade de amostras (50ug) de protaitais foram desnaturadas pelo
tratamento com tampao Laemmli (15 % glicerina, BLOgis, 0.05 % azul de bromofenol,
9% SDS) contendo 6 % R-mercaptoetanol(1:1) e adaee 9% por 5 minutos. Em seguida
as amostras foram separadas eletroforeticamentegeimde SDS—poliacrilamida em
concentracdes entre 6 e 17% de acordo com o pekxutay de cada proteina estudada.
Apoés a separacdo, as proteinas foram transferides ygpna membrana de polivinilideno
difluoreto (PVDF; Bio-Rad Laboratories, Inc, Catifiia, USA), sob corrente constante de
120 mA, durante 2 horas, a 4°C, em tampao Tris-ICis-HCL 12,5 mM glicina 95 mM,
1% sds e 20% de metanol). Apos a transferén@aec o blogueio dos sitios antigénicos
inespecificos, que foi realizado por meio de umatuma contendo TBS com o detergente
tween 20 (TBS-T; 1%tween 20) e leite desnatado (5%) por 2 horas em temparambiente
(20-25'C) com agitacdo constante. As membranas entdo fiorewbadas com um anticorpo
primario diluido em TBS-T e 3% de albumina®& $or 12 horas com agitacdo constante nas
seguintes diluicdes: STAR (1:300), HSD3B (1:200MGCR (1:200), PPARG (1:200)
Folistatina (1:800), receptores de prolactina (L&FABP5 (1:500). As especificacbes dos
anticorpos estdo descritas no quadro 3. ApOs abagdo com o anticorpo primario, a
membrana foi incubada com o anticorpo secundari@B®&-T 1% de albumina por 2 horas
em temperatura ambiente com agitacdo constante.oCamticorpos secundarios foram
utilizados anticorpos conjugados a peroxidase (dgBcamundongo ou anticoelho, ECL,
Amersham Biosciences, NJ; USA) na diluicdo de 10500omo controle endogeno foi
utilizada a actina, beta e o anticorpo utilizagicetctina,beta HRPconjugado anticamundongo
(Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA), dilulde0,000 em solucéo de blogqueio por 30
minutos. O sinal foi detectado pela adicdo de ubstsato para peroxidase (ECL, Amersham
Biosciences, Buckinghahmshire, UK) por 2 minutos,q@al produziu uma reacao de
luminescéncia no local de ligacdo do segundo ampiccdAs membranas foram expostas a um
filme fotogréfico (Filme RX_A IBF Filmes do BrasiSao Paulo, Brasil), a temperatura
ambiente, entre 1 e 15 minutos. O filme foi regtel@om solucao reveladora e reforcadora
GBX (IBF Filmes do Brasil, Sdo Paulo). As banddsrentes a cada proteina estudada foram
guantificadas por densitometria no programa Ima@gmagel, NIH, Bethesda USA) e a
expressao proteicafoi dada em UA em relacao aagbsta.
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Quadro 3 — Anticorpos utilizados nas técnicas denwrhistoquimica, imunofluorescéncia e Westerntinlpt

A=

Anticorpos Isotipo Epitopo Firma (n°catalogo
VEGF Coelho policlonal 1gG Terminagdo N do VEGF-A Santa Cruz (sc-152
humano
FLT1 Coelho policlonal 1gG Terminagdo carboxila do Fit- Santa Cruz (sc-316
humano
KDR Coelho policlonal 1gG Terminagao ca_rboxna do KDF Santa Cruz (SC-319
murino
STAR Coelho policlonal 1IgG1 1-285 STAR humana Santa (su225806
Camundongo polyclonal Santa Cruz (sc-
HSD3B IgG1 HSD3B humano completo 100466)
. 421-441 CYP11A
P450scc Coelho policlonal 19G ! Abcam (ab78416)
camundongo
HMGCR Coelho policlonal 1gG camundongo Santa Cruz (sc233
Folistatina Coelho policlonal 1gG C-terminal do camundongp
Santa Cruz (sc-315
PPARG ) Santa Cruz (sc-719¢)
Coelho policlonal 1gG 8-109 PPARG humano
PRLR Camundongo monolclonal Porcao extracellular do Abcam (ab2772)
IgG1
PRLR de rato
FABP5 Coelho policlonal IgG 1-100 FABP5 humano Abcam40iB
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5.13 ANALISE ESTATISTICA

As andlises estatisticas dos dados do microarfargm determinadas de acordo com
o modelo de variancia aleatorio de Wright e Simamajise da significancia das analises de
microarranjo (SAM)] (WRIGHT; SIMON, 2003)ara os outros dados, primeiro foi realizado
o teste de normalidad@Anderson-Darling test) e os dados quando nao apt@sm
distribuicdo normal, foram transformados em logaoit Em seguida os dados foram
submetidos ao teste ANOVA seguido pelo teste depaoagdo multipla de Tukey (GraphPad
Software Inc., San Diego, CA, USA). Os resultadmsrh apresentados por média + erro

padrdo da média. Resultados foram consideradoenliéss significativamente se p < 0,05.
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6 RESULTADOS

6.1 FLUXO SANGUINEO NO CLL

O fluxo sanguineo nos CLL dos animais dos grupastrole e estimulado foi
determinado com o auxilio de um ultrassom Doppfer.fluxo sanguineo no grupo
superovulado néo foi mensurado devido ao nimef@Ldeo que impossibilita a visualizagéo
de um unico CL. Foi observado que o tratamentoneditério com eCG (dose de 400Ul) nao
alterou o padrao de fluxo sanguineo, pois nenhufeeedca dada em pixels/area do CL foi
observada (B 0,9; Figura 3).

Figura 3 — Imagem do CL e seu respectivo fluxo sarep (porgdo colorida na imagem) de gravagbexadme
ultrassonogréafico com Doppler realizado no dia 6sap ovulagdo. A — grupo controle; B — grupo
estimulado. Gréfico representando o valor da rapésl/area

R
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6.2 MENSURACOES DOS CLL

Os CLL dos animais dos grupos controle, estimuladsuperovulados foram
mensurados quanto ao volume e ao peso, e tambéwal@ado o numero de CLL produzidos

por ovario nos animais superovulados.

O numero de CLL produzidos pelos animais superoaslavariou bastante dentro do
grupo sendo a média de 19 CLL com minimo de 6 amwge 36 CLL por animal.

O volume médio do CL foi maior nos animais do grugstimulado quando
comparado aos animais do grupo controle (1177 xn@3# P=0,03) e maior ainda no grupo

superovulado (1495 mincomparando aos outros dois grupos (p = 0,01r&igA).

O peso médio do CL foi de 2,11 g nos animais dp@uaontrole, de 2,5 g nos animais
do grupo estimulado e 2,77 g nos animais superdeslaPorém, nenhuma diferenca
significativa foi observada (P 0,84, Figura 4B).

Figura 4 — Gréficos representando o volume (A) e peso (B @bL dos animais dos grupos controle,
estimulado e superovulado no dia seis ap0s a ddal&gs valores estdo expressos em média e erro
padrdo da média. Diferentes letras significam difea significativa.
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6.3 CONCENTRACOES DE PROGESTERONA PLASMATICA

As concentracdes de progesterona plasmatica formamsuradas em todos os animais.
A concentracdo média de progesterona nos animagrum estimulado (5,94 ng/ml) foi
significantemente maior quando comparada aos asidwigrupo controle (3,69 ng/ml,#p
0,03) e aos animais superovulados (4,11 ng/mlQp01; Figura 5). A média da concentracao
de progesterona total nos animais superovuladodef@5,12 ng/ml, sendo o valor minimo

47,3 ng/ml e 0 maximo 184,7 ng/ml.

Quando foi calculada a quantidade de P4 em relagamlume do CL, foi observado
um aumento significativo nos animais estimuladosmarado com os animais superovulados,

porém nenhum dos grupos tratados foi diferenteottrale (Figura 5B).

Foi observada uma correlagcdo positiva entre o velaim CL e a concentracdo de
progesterona nos animais estimulados (r = 0,610®5), como também entre o0 nimero de

CLL e a concentracéo de P4 nos animais superowl@dao0,76, p = 0,04).

Figura 5 — Gréficos representando o volume (A) sopé) dos CLL dos animais dos grupos controle,
estimulado e superovulado no dia 7 ap0s injec&@rdeh. Os valores estao expressos em média e
erro padrdo da média. Diferentes letras signifidéfsrenca significativa para$0,05.
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6.4 ANALISE DO MICROARRANJO

As analises de microarranjo foram realizadas coamukr a expressao génica no corpo
lGteo dos trés grupos estudados. Deste modojdtés tom genes aumentados ou diminuidos
significativamente mais que 1,5 vezes<{(B) foram geradas. O numero de genes regulados
presentes em cada lista esta representado noamagde Venn (Figura 6). A lista completa
dos genes regulados (aumentados e diminuidos) mosia estimulados e superovulados

estdo no anexo A.

Figura 6 — Diagrama de Venn Diagram — nimero degeom a expressdo aumentada e diminuida 1,5 (Rezes
< 0.05) nos animais estimulados e superovuladostapdo ao controle e o estimulado mfacdo ao
superovulado. Estim — grupo estimulado; Sup — geyp@rovulado.

Genes aumentados Genes diminuidos

Estim. X Controle  Sup. X Controle Estim. X Controle Sup. X Controle

Estim. X Sup. Estim. X Sup.

As trés listas de genes foram analisadas em mapasad conhecidas usando o
programa IPA. De acordo com o numero de genesriessem cada via e fungéo bioldgica, o

programa seleciona aquelas com o maior numero desgalterados de cada grupo. Nos
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animais estimulados o maior nimero de genes exggesferencialmente sdo pertencentes as
vias relacionadas a morte celular, metabolismoadkoidratos e lipidios e desenvolvimento
tecidual. No caso dos animais superovulados, asipais vias listadas foram relacionadas a
sinalizacao célula-célula, resposta inflamatdriarfologia celular, ciclo celular, crescimento

celular e proliferacéo, e metabolismo de lipidios.

Para os genes diferencialmente expressos nos anestinulados comparados aos
animais superovulados as principais vias estavéapioaadas com metabolismo de lipidios,
modificacdes pos-traducionais, morte celular, &iagho célula-célula e enovelamento de
proteinas. Além de classificar os genes diferemaate expressos dentro das funcbes
biologicas este programa também desenha redesoreldas a interacdo entre os genes de
acordo com uma funcdo. Dentre as redes que embasaraelecdo dos genes a serem
validados estdo as de metabolismo de lipidioscienesto e proliferacéo celular. Na figura 7,
observa-se a interacdo entre 0s genes aqui estidadda pelo programa IPA de acordo com
a literatura, mas ndo necessariamente estas iodsragontecem no CL. Além dos genes
contidos nesta rede especifica, outros genes fesaolhidos por estarem relacionados com a
o metabolismo de lipidios (ACSF2 e NHCH) e a estegénese (STAR, HSD3B e
CYP11A).

Vale ressaltar que para os fatores de crescimeanibliatados como alvo de nosso
estudo (FLT1, KDR, FGF2, FGFR1 e FGFR2) nenhumeragfio na expressado génica foi
detectada pela técnica de microarranjo. Somentene go VEGFA apresentou diminuicdo
nos animais do grupo superovulado comparado aocs#controle (Tabela 1).
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Figura 7 — Interacdo entre alguns dos genes quaenf@nalisados por PCR. Esta interacdo entre oss gene
construida pelo programa IPA a partir dos resuftado microarranjo. Em vermelho — mais
aumentados; em branco — sem alteracéo
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Tabela 1- Resultado do microarranjo para os gemagsador por gPCR.

Estimulado x Controle Superovulado x Controle
Nome dos
Genes Vezes mudado ValordeP  Vezes mudado ValordeP

ACSF2 1.89 0.0001 -1.02 0.76
HSD3B1 -1.06 0.23 -1.10 0.13
CYP27A 1.6C 0.01 1€ 0.0¢
CYP11A1 -1.0z 0.7¢ -1.04 0.5¢
VEGFA -1.10 0.46 -1.52 0.01
TGFB2 1.52 0.03 1.40 0.05
FST 2.52 0.002 1.50 0.21
NCEH -3.93 0.001 -5.57 0.001
HMGCR 1.24 0.06 1.07 0.59
CD36 1.56 0.002 1.07 0.49
FABPS 3.02 0.01 2.05 0.01
PPARG 1.6¢ 0.0 1.5¢ 0.0¢
PRLR 2.44 0.01 -1.18 0.19
STAR 1.01 0.89 -1.05 0.57

Valores sublinhados significam genes aumentados ou diminuidos (1.5 fold, P < 0.05).

6.5 VALIDACAO DOS GENES POR PCR EM TEMPO REAL

A expressdo do mRNA das enzimas esteroidogér&RS8B, CYP11A1 e STAR bem
como dos fatores angiogénicdEGF, FLT1, KDR, FGF2, FGFR1 e FGFR2, foi analisada

em todos 0s grupos.

A expressdo do mRNA dSTAR foi maior tanto no grupo estimulado quanto no
superovulado @<0.01) em relacdo ao controle, porém, nenhumaethfer foi encontrada
entre os grupos estimulado e superovulado (FigAja B a expressao das enzinsD3B

(P =0,5) eCYP111A (P = 0,22) nao foram influenciadas pelos tratange(figura 8B e 8C).
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Observou-se que nao houve diferenca significatvaxpressdo do mRNA do VEGF
(P = 0.8) e seus receptore&T1 (P = 0,3) KDR (P = 0,17) quando comparamos 0S grupos

controle, estimulado e superovulado (Figura 9A9EC).

Também nao foi observada nenhuma diferenca na ssgueld-GF2 e seu receptor
FGFR1 (P = 0,9). No entanto, a expressao FIBFR2 foi maior nos animais do grupo
estimulado quando comparado aos animais do grupmot® (P = 0,04) e também tendeu a
ser maior nos animais do grupo superovulado eng&elao controle (P = 0,06) (Figura 9D,
9E e 9F).
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Figura 8 - Expresséo relativa do mRNASEAR (A), HSD3B (B) e CYP11A1 (C) no corpo liteo dos animais
dos grupos controle, estimulado e superovulado ino7dapés injecdo de GnRh. Os dados séo
representados por média e erro padrdo. Difereatesslsignificam diferenca significativa para<P
0,05. Tubulina, alfa foi usado como gene de refgeén
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Figura 9 - Expressdo relativa do mRNA do VEGF (A), FLTI (B), KDR (©), FGF2 (D), FGFRI(E) e FGFR2 (F)
no corpo lateo bovino dos animais dos grupos controle, estimulado e superovulado no dia 7 apos
injegdo de GnRh. Dados sdo representados por média e erro padrao.
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O gPCR em tempo real foi realizado para validag@o dos genes selecionados de acordo
com as analises de microarranjo. Deste modo foram selecionados genes diminuidos ou
aumentados (1,5 p<0,05) no CL dos animais estimulados comparado aos animais controle:
ACSF, CD36, PPARG, CYP27A41, TGFB2, receptor da prolactina (PRLR). Como também
foram selecionados genes aumentados ou diminuidos tanto nos animais estimulados como
também nos animais superovulados em relagdo aos animais do grupo controle: FABPS,

NCEH], folistatina (Figuras 11 e 12).

Nos animais estimulados, os resultados obtidos no qPCR foram, na maioria dos casos,
iguais aos resultados do microarranjo. Nos animais superovulados a varidncia entre os
resultados das duas técnicas foi maior, provavelmente devido a grande variabilidade na
resposta ao tratamento. Para o gene PPARG, nenhuma diferenca foi observada nos resultados
do microarranjo e este gene encontra-se aumentando nos animais superovulados de acordo

com os resultados do qPCR (P < 0,05).

O gene HMGCR também foi analisado pela técnica de qPCR devido a sua importancia
para sintese de colesterol. Nos animais estimulados e superovulados, a expressdo foi
aumentada comparada aos animais do grupo controle, o que ndo reflete completamente os
resultados do microarranjo, uma vez que nenhuma diferenga na expressdo deste gene foi

observada para os animais superovulados nesta técnica (Figuras 10 e 11).
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Figura 10 - Expressao génica em corpo liteo boro®animais do grupo controle, estimulado e sup#gido
no dia 7 apds injecdo de GnRh determinado por gB@Rempo real do gene€D36, FABP5,
PPARG; CYP27A, ACSF2, HMGCR e NCEH1. Resultados expressos em média + erro padrédo;
barras com letras diferentes correspondem a difasesignificativas (P < 005) entre 0os grupos.
GAPDH e tubuling, alfa foram usados como genes de referéncia.
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Figura 11- Expressédo génica em corpo liteo bovino nos asit@s grupos controle, estimulado e superovulado
no dia 7 apds injecdo de GnRh determinado por gef@Rempo real dos genéRRLRS, PRLRL,
folistatina e TGFB2. Resultados expressos em média + EPM; barras @iras! diferentes
correspondem a diferencas significativRs<(005) entre os grupo&APDH e tubulina, alfa foram
usados como genes de referéncia.
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6.6 IMUNO-HISTOQUIMICA

As proteinas VEGF, FLT1, KDR, HSD3B e P450scc fodmstectadas no corpo lateo
bovino pela técnica de imuno-histoquimica.

Os fatores angiogénicos VEGF, FLT1 e KDR foram liaados no citoplasma tanto
das células grandes e pequenas quanto das céuéstrdma e pericitos, em todos os grupos
estudados. N&o foi possivel observar nenhuma difarexpressiva na intensidade do sinal
das proteinas dentre os diferentes grupos estudadosm nas células pequenas dos animais
superovulados a expressado desta proteina pareentada (Figuras 12, 13 e 14).

A imunolocalizacdo das proteinas P450scc e HSDBBufas 15 e 16) mostrou a
presenca destas proteinas no citoplasma das céjtdasles e pequenas. Porém, nenhuma
diferenca na intensidade do sinal foi detectadeee# grupos. Uma reacéo positiva mais intensa
foi observada nas células pequenas, principalmems animais tratados com eCG
independentemente da dose. Nenhuma reacéo pdsitidservada nas células do estroma e
pericitos. Nenhuma reacao positiva foi observadacontroles negativos.

Figura 12- Fotomicrografias da localizagdo da proteina VE@F corpo Iiteo bovino. A - controle, B -
estimulado (400 Ul de eCG), C — superovulado (2000de eCG) e D - controle negativo.
Observar a reagao citoplasmatica positiva nasalylandes e pequenas (seta preta), pericito (seta
vermelha) e do estroma (seta amarela). Barnam50
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Figura 13 - Fotomicrografias da localizagdo da girat FLT1 no corpo liteo bovino. A - controle, B -
estimulado (eCG), C — superovulado e D - contr@gativo. Observar a reacdo citoplasmaética
positiva nas células grandes e pequenas (setd,uetaitos (seta vermelha), e do estroma (seta
amarela). Barra: 50n

Figura 14 - Fotomicrografias da localizacdo da giret KDR no corpo lateo bovino. A - controle, B -
estimulado (eCG), C — superovulado e D - contr@gativo. Observar a reacdo citoplasmaética
positiva nas células grandes e pequenas (setd,retiitos (seta vermelha) e do estroma (seta
amarela). Barra: 50n
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Figura 15 - Fotomicrografias da localizacdo da giret da P450scc no corpo liteo bovino. A (contrdie)
estimulado (eCG), C superovulado, D Controle nggabservar a reagéo citoplasmética positiva
nas células luteinicas grandes (seta amarela)uepag (seta preta). Barrapbl.

Figura 16 - Fotomicrografias da localizacdo dagirat da enzima HSD3B no corpo liteo bovino. A -trobe;
B — estimulado (eCG), C — superovulado, D — coatr@gativo. Observar a reacao citoplasmatica
positiva nas células luteinicas grandes (seta dma @equenas (seta preta). Barrarrb0
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6.7 IMUNOFLUORESCENCIA

A técnica de imunofluorescéncia foi utilizada pardocalizacdo das proteinas STAR,
FABP5, HMGCR e Folistatina. Para a imunolocalizagagroteina STAR, HMGCR e FABP5
foi utilizado o anticorpo secundario conjugado laordforo CY3, o que possibilita a visualizagéo
da reagdo positiva na cor vermelha, j4 para atkoia foi utilizado o anticorpo secundario

conjugado ao fluoréforo FITC que mostra uma reggitiva na cor verde.

A imunolocalizacdo da STAR mostrou a presenca gestaina no citoplasma das células
grandes e pequenas. Uma reacao positiva mais @anfenebservada nas células dos animais do
grupo estimulado e superovulado quando comparadougp® controle. Nenhuma reacao positiva

foi observada nas células do estroma e pericitos.

O FABPS5 foi localizado nas células luteinicas gesné pequenas e um sinal positivo
mais intenso foi observado nas células luteinicasashimais estimulados e superovulados. Para
proteina HMGCR a imunolocalizacdo positiva foi allada nas células luteinicas grandes e
pequenas como também nas células endoteliais edifer@nca na intensidade do sinal foi
observada entre os grupos. Para a folistatinad®ervada reacédo positiva nas células luteinicas
grandes e pequenas e sua reacao parece estar eraiommumero de células no CL dos animais
estimulados e superovulados Nenhuma reacdo posdivabservada nos controles negativos
(Figura 17).
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Figura 17 - Expresséo das proteinas STAR, FolistatiHMGCR no corpo liteo bovino coletado no dapds
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HMGCR
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injecdo de GnRh pela técnica de imunofluorescén8inal positivo (vermelho para STAR e
HMGCR ou verde para folistatina) pode ser observagl@itoplasma das células grandes (setas
cheias) e pequenas (setas vazias) nos animaisugdo gontrole, estimulado e superovulado. (CN)
controle negativo. Barras = 50 um

Controle Estimulado Superovulado
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6.8 QUANTIFICACAO DA EXPRESSAO PROTEICA

As proteinas VEGF, FLT1, KDR, STAR, PPARG, FABPBIGCR, Folistatina, PRLRS
e PRLRL foram acessadas e quantificadas pela t&edeidVestern Blotting. A expressao relativa
foi calculada normalizando os resultados com anactbeta (42kDa) para todas as proteinas
estudadas.

Para o VEGF foi observada uma banda de aproximatden#y kDa (Figura 18A), e
nenhuma diferenca na expresséo desta proteinatiitdda entre os grupos. Uma banda de 200
kDa correspondente a proteina FLT1 (Figura 18B)nea ule aproximadamente 180 kDa
correspondente ao KDR (Figura 18C) foram observadasodos os grupos. Nenhuma diferenca

significativa foi observada na expresséo destepteres entre os diferentes grupos.

Uma banda de 37 kDa correspondente a proteina S{FAgura 19A) e uma de
aproximadamente 30 kDa correspondente a HSD3B rgit@B) foram observadas em todos os
grupos. Para a HSD3B nenhuma diferenca foi obsareatte os grupos, entretanto a expressao

da STAR encontra-se aumentada nos animais dosgyegtioulado e superovulado (P < 0,05).

Para as proteinas FABP5, PPARG e HMGCR foram obdassbandas de 15, 52 e 55
kDa respectivamente. As analises densitométricdisaram aumento de ambas as proteinas nos
animais estimulados e superovulados comparadosraogis controle (p < 0,05, Figura 20A,
20B e 20C). Para detectar as proteinas corresptasdans PRLRS e PRLRL foi utilizado um
anticorpo que detecta ambas as isoformas. Desteo,mimid observado uma banda de
aproximadamente 40 kDa correspondente ao PRLRSur@Fi@l1A) e uma de 100 kDa
correspondente PRLRL (Figura 21B). A expressadivalalo PRLRS foi aumentada tanto nos
animais estimulados quanto nos superovulados, atmwaPRLRL foi aumentado somente nos
animais estimulados (P < 0,05).

Nas analises para a proteina folistatina foram rehdas duas bandas de
aproximadamente 55 kDa com expressao aumentadgrmpes estimulado e superovulado
comparado ao grupo controle (P < 0,05; Figura 21C).
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Figura 18 - Expressfo das proteinas VEGF (A), FLT1 (B) e KDR (C) em corpo luteo bovino dos animais do
grupo controle, estimulado e superovulado, no dia 7 ap6s injecdo de GnRh. Imagens da eletroforese
sdo representativas de 3 experimentos independentes. Os dados foram normalizados pela expressdo
da actina, beta e estdo expressos como media + erro padrdo; barras com letras diferentes
correspondem a diferencas significativas (P < 0,05) entre os grupos
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Figura 19 - Expressdo das proteinas STAR e HSD3R@po Iiteo bovino dos animais do grupo controle,
estimulado e superovulado, no dia 7 apds injecdoGd®Rh. Imagens da eletroforese séo
representativas de 3 experimentos independentedaiss foram normalizados pela expressao da
ACTB e estdo expressos como media + erro padracasaom letras diferentes correspondem a
diferencas significativas (£ 0,05) entre os grupos
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Figura 20 - Expressdo das proteinas FABP5, PPARG ¢ HMGCR em corpo luteo bovino dos animais do grupo
controle, estimulado e superovulado, no dia 7 apds injegdo de GnRh. Imagens da eletroforese sdo
representativas de 3 experimentos independentes. Os dados foram normalizados pela expressdo da
actina, beta e estdo expressos como média + erro padréo; barras com letras diferentes correspondem a
diferencas significativas (P < 005) entre os grupos
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Figura 21 - Expressao das proteinas FolistatindR®Re PRLRL em corpo lateo bovino dos animais dggr
controle, estimulado e superovulado, no dia 7 ap@égsdo de GnRh. Imagens da eletroforese séo
representativas de 3 experimentos independentedaiss foram normalizados pela expressao da
actina, beta e estao expressos como média + edraqaarras com letras diferentes correspondem
a diferencas significativa® (< 005) entre os grupos
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7 DISCUSSAO

Alguns estudos mostraram a importancia do empregoe@G para aumentar a
eficiéncia dos protocolos de sincronizacdo segud inseminacdo artificial (1A),
superovulacao e transferéncia de embrides em téRpP(BARUSELLI et al., 2006; SOUZA
et al., 2009; SA FILHO et al., 2010), além de enéatm a influéncia desta gonadotrofina
na producao de progesterona, hormoénio de impm&dorimordial para a regulacdo do
funcionamento do sistema reprodutor feminino, prattu principalmente pelo corpo luteo
(BERISHA; SCHAMS, 2005). Corroborando com estesadols, foi observado neste trabalho
que ocorreu aumento na produgéo de progesteromaiemais que receberam o tratamento de
estimulacdo com eCG (dose de 400 Ul), porém emasigque receberam o tratamento de
superovulacdo a concentracdo de progesterona mpdadpar CL néo foi influenciada pelo
eCG, somente a concentracdo de progesterona ttaloda maior quantidade de CLL. O
volume do CL foi maior nos animais estimulados efagédo aos animais do grupo controle e
uma correlagao positiva foi observada entre o veldmCL e a concentracao de progesterona
nos animais do grupo controle e estimulado. Os slamhiidos estdo de acordo com a
literatura, onde s&o citadas concentracdes plasmsatie progesterona mais altas no dia 5
apos inseminacdo artificial (IA) em animais tratadom 400Ul de eCG (6,6 ng/ml para
animais tratados versus 3,6 ng/ml para animaignafados) (SA FILHO et al., 2010). Neste
mesmo trabalho foi observado no dia 15 apés a |Amaror diametro do CL nos animais
tratados (15,5 mm tratados versus 13,8 mm naodtra}a Nos observamos que o0 eCG
aumentou o volume do CL, e este aumento provavédrienou ao incremento da producao
de progesterona nos animais estimulados. Algungl@stdemonstram que receptoras que
recebem eCG durante o tratamento de sincronizapéesentam aumento da taxa de
ovulacdo, além de possuirem maiores niveis de gi@@®@a circulante no diestro
minimizando falhas no reconhecimento da gestac&®HBLI et al., 2001) e aumentando a
eficiéncia da transferéncia de embrides. Existetnosurabalhos que relataram correlagao
positiva entre concentracdo plasmatica de progesies a taxa de concepcao em receptoras
de embrido (MANN; LAMMING, 1995). Além disso, elad@s concentracdes de P4
imediatamente apos o periodo de concepcéo est@ciad®s com um avango no alongamento
do concepto (FORDE et al., 2009) um aumento naygda de interferon tau (IFN-tau)
(SOLOFF et al., 2011) e altas taxas de prenhez (BR_LI et al., 2010). Em vacas, 40% da
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perda de concepc¢do ocorrem no periodo dos diasd@ pBenhez (dia 0- ovulacéo; DISKIN;
MORRIS, 2008) uma proporcao desta perda pode iieviaia a inadequada circulagédo de P4.
No inicio da gestacdo a P4 se liga ao seu recemoepitélio uterino e no embrido,
desencadeando duas cascatas diferentes, no casmidantes: na primeira ha o refor¢co da
capacidade das glandulas uterinas para secretatréis e assim melhorar a nutricdo do
embrido e na segunda o proprio embrido, permitthdcaumentar a producéo de IFN-tau e
consequentemente inibir a secrecdo de RGH&rina (SOLOFF et al., 2011). Além disso,
muitos dos efeitos positivos da P4 na prenhez emt8ociados as mudancas na expressao
génica do utero que favorecem principalmente aodigidade de nutrientes para o embrido
(FORDE et al., 2011). Desta forma, é possivel qu@rocessos acima mencionados sejam

interrompidos quando o CL néo produz P4 suficigmtgjudicando a gestacao.

Em relacdo ao tratamento superovulatorio, obsersamjue houve grande
variabilidade na resposta, uma vez que obtivemaspnoducdo minima de 6 e maxima de 36
CLL por animal. A variabilidade na resposta dasddoas ao tratamento superovulatorio com
gonadotrofinas continua sendo um dos maiores prasenos programas comerciais de TE
(MAPLETOFT; STEWARD; ADAMS, 2002; BARUSELLI et al.2006). Esta variacao
individual ao tratamento superovulatorio foi retktatanto em vacas NelorBas indicus;
BARUSELLI et al. 2006), quanto em vacas holandedasalta producdoBps taurus;
(MARTINS et al., 2006).

Com o intuito de identificar genes e/ou vias catenadas as fungbes celulares que
poderiam estar alteradas apds os tratamentos cd® aCexpressdo génica global foi
analisada no tecido luteinico dos nossos gruppsramentais por microarranjo, tentando
entender as alteracbes observadas em nosso estiddoekatadas em outros relativas as
concentracdes plasmaticas de P4 e ao volume d@®&ite modo foram identificados com
sucesso varios genes expressos diferencialmer@d e vacas estimuladas e superovuladas

entre si e em relacédo as vacas controle.

Vale ressaltar que os tratamentos com o eCG foraahizados no foliculo e
analisamos o CL formado posteriormente, indicande @s alteracbes observadas na
maquinaria celular podem ser devidas a reprogrammdgdoliculo levando a formacéao de um
CL maior e mais esteroidogénico. Como j4 € salpdoa a formagédo do CL ocorre intenso
remodelamento de tecido e proliferacdo celulamalé mudancas na expressao génica e no
ciclo celular (ROBKER; RICHARDS, 1998). Desta formas principais vias alteradas em
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ambos os grupos tratados com eCG foram de forna gdacionadas ao desenvolvimento
de tecido, morfologia celular, ciclo celular, cresento celular, proliferacdo e metabolismo
de lipidios e carboidratos. Estes achados indicaenasg principais alteracdes que ocorrem
para formacdo do CL sao reguladas pelos tratamentoseCG, as quais colaboram com o
aumento do volume do CL observado em ambos os grnatados. Também foi observada
expressao diferencial de genes pertencentes adesigelulares referentes ao metabolismo de
lipidios e carboidratos o que € um importanteapamanto para a produ¢cao hormonal quanto

para disponibilizar energia para o desenvolvimeat&L.

Paralelamente, outro estudo de nosso grupo obsgREBOGLIO et al., 2012)
caracteristicas morfologicas do CL nos animaisdas com eCG que corroboram com estes
achados: aumento do numero de células luteinicasdgs nos animais estimulados e
aumento do nimero de células luteinicas pequehgdrofia das células luteinicas grandes
nos animais superovulados. Estes dados nos levariedr que de fato muitas das alteracdes
observadas no CL veem de alteracbes que ocorremmfaliculos que receberam os
tratamentos. Como foi observado um aumento no rumercélulas grandes nos animais
estimulados, e de acordo com a literatura (ALILAANSEL, 1984; SCHAMS; BERISHA,
2004) a proliferacéo celular cessa nas célulasrdaufpsa no momento da luteinizagéo,
possivelmente este nimero aumentado de célulasdagonoliferacdo induzida pelo eCG no
proprio foliculo. Ja em relacdo as caracteristicaferentes aos CLL dos animais
superovulados, hipertrofia das células luteingramdes e o aumento das células pequenas,
sao fatos que podem ocorrer na formacdo do CL,osemda regulacdo que favorece a
proliferacéo celular na luteinizacdo (ENDERS, 19ARIN et al., 1986).

Considerando o aumento nas concentracfes plasmdec®4 nos animais tratados,
foi verificada a expressao de fatores chaves miados a atividade esteroidogénica como as
proteinas P450scc, HSD3B e STAR. Observamos que tarexpressdo génica quanto a
proteica da STAR foram aumentadas pelo eCG nosamiestimulados e superovulados, a
qual provavelmente contribui diretamente com o amimmdas concentracdes de P4. A STAR
realiza o transporte do substrato colesterol pamlpnana mitocondrial (STOCCO, D. M;
CLARK, 1996), sendo considerada a etapa limitaatdinssintese de esteroides (LIN et al.,
1995; STOCCO, D. M.; CLARK, 1996; STRAUSS et aD03; MILLER, 2007). Algumas
pesquisas mostraram que a expressao do mRNA e dadairnar da STAR € altamente
correlacionada com as concentracdes de progesteromicam que a expressao do mRNA

da STAR é a chave da regulacéo da esteroidogéPesam, o primeiro passo enzimatico na
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producdo da progesterona € a conversdo de colesteropregnenolona pela P450scc
(SIMPSON et al., 1979) e em seguida a pregnenciomeetabolizada em progesterona pela
HSD3B (SIMARD et al., 2005). Apesar das célulagilitas grandes e pequenas possuirem
intensa atividade das enzimas P450scc e HSD3B (BANK; BELFIORE; NISWENDER,
1993; BELFIORE et al., 1994) nenhuma destas enzifoasfluenciada pelo eCG. No
entanto, a andlise imuno-histoquimica indicou quexpressdo da P450scc aparece mais
intensa nas células luteinicas pequenas nos anirataslos com eCG. O interessante € que
em bovinos, apoés a luteinizacéo, € descrito qulatas luteinicas grandes tem expressao 2
a 3 vezes maior de P450scc (AFLALO; MEIDAN, 199B)ainda, de acordo com Kohen et
al., (2003), o aumento da transcricdo da STAR,rdeejma e da sua atividade juntos parecem
ser suficientespara a resposta esteroidogénicaaaguestimulacédo trofica (KOHEN et al.,
2003). Como o eCG nao demonstrou incrementar esgirtas enzimas P450scc ou HSD3B,
responsaveis pela producédo de P4, este hormauie modular a sintese de P4 néo pelo
aumento destas enzimas esteroidogénicas, masaidarfa disponibilidade e o transporte de
colesterol do citoplasma para a membrana mitocahdtonforme descrito anteriormente
(STOCCO, D. M.; CLARK, 1996). As alteracdes fisigidas na
sintese de hormdnios esterodides estédo intimamentelacionadas com alteracao
na expressao da STAR, demonstrando uma importéewdao-especifica da proteina STAR,
principalmente na reproducao (MANNA et al., 2009).

Adicionalmente ou alternativamentel@novo sintese de colesterol pode ser mais uma
forma de aumentar o colesterol disponivel para tar@dogénese no CL e a enzima
determinante neste processo é a HMGCR (GWYNNE; STR3\, 1982). Tanto a expressao
génica quanto proteicadesta proteina estavam aadaentnos animais estimulados e
superovulados, e ja foi reportado que o FSH aumexpieessdo do HMGCR em células da
granulosa de rato (LI, Q. et al., 2009). Além djsda também pode ser regulada de acordo
com a fase do CL, com uma diminuicdo em sua exoass CL em regressédo (PRIYANKA
et al., 2009). Normalmente a atividade desta pratéiregulada via um “feedback” negativo,
e envolve a regulacdo do promotor de seu gene gierées (GOLOS; STRAUSS, 1988).
Deste modo, a regulacédo da producao de progestpetomtratamentos com eCG parece ser
mediada, pelo menos em parte, pelo aumento dassguela HMGCR, que normalmente

leva um aumento da sintese de colesterol.

O PPRG regula a transcricdo de muitos genes enloslvias fungdes ovarianas, como

na esteroidogénese e na manutencao do CL (KOMABR)28 € ativo em um grande nimero
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de via metabdlicas, incluindo o metabolismo dedlgs e do colesterol, sendo considerado o
principal regulador da homeostase lipidica celutdém disso, a ativacdo do PPARG pode
afetar a sintese de hormoénios esterdides ovarigi@ogumento da expressdo da STAR
(SETO-YOUNG et al., 2007). Neste estudo, tanto pressao génica quanto a proteica do
PPARG foram maiores em vacas tratadas com eCG cadgsas vacas nao tratadas. Estes
dados indicam que este fator de transcricao podieipar na ativagéo da expressao da STAR
além de outros genes relacionados ao metabolisntipides no CL de vacas tratadas com
eCG. Entres os genes alvos do PPARG (HAUNERLAND; ESER, 2004;
CHMURZYNSKA, 2006) envolvidos no metabolismo de lipidiogjue foram regulados pelo
eCG, podemos destacar o CD36, FABP5, CYP27A1 e RCSF

O CD36 € um receptor multifuncional que medeiadoeitose ou a capitacao seletiva
de colesterol derivados das lipoproteinas LDL e HIdm de também regular a angiogénese
(FEBBRAIO; HAJJAR; SILVERSTEIN, 2001). Neste estudoa expressdo génica estava
aumentada somente nos animais estimulados, e mlovente ele pode ajudar no aumento
nos niveis de P4 nestes animais via aumento dératdbdisponivel. Como ele é um gene que
tem sua expressao aumentada em foliculos pré-oviokide bovinos em resposta ao LH (LI,
Q. et al.,, 2009) é possivel que ele seja mais e@nfliado pelo eCG no tratamento
estimulatério. Apesar de ser um gene regulado tfioufo pré-ovulatorio sua funcdo no

ovario ainda precisa ser mais estudada.

FABP5 foi o0 gene mais aumentado entre os genefadals nos animais estimulados
e também aumentado nos animais superovulados. @P5ABum transportador de lipideos
relacionado ao PPARG. Ele ainda transporta lipidara goticulas de estoque, para o reticulo
endoplasmatico, para sinalizacdo, para a mitocéralri para oxidacdo (CHMURZYSKA,
2006). Adicionalmente, a diminui¢cdo da expressééABP5 em células ARPE-19 resulta
em diminui¢do nos niveis de colesterol e ésterebisterol (WU et al., 2010). Também ja
foi demonstrado que a expressao do FABP5 aumentavanio de ratos apos inducédo da
ovulacdo com hCG (HENNEBOLD, 2004). Diante do expopode-se sugerir uma potencial
funcdo do FABP5 no CL, podendo este estar reladmm@acaptacéo e/ou ao transporte do
colesterol e outros lipidios dentro da célula hitei. O CYP271A e ACSF2 foram outros
dois genes analisados que também participam nobolet@o de lipidios e a expressdo de
ambos o0s genes estava aumentada nos animais estim@lomparados aos animais controle.
O CYP27A1 catalisa a formacdo de 27-hidroxicoledtea qual pode ser regulada pela
atividade esteroidogénica nas células do ovarica passegurar a disponibilidade de
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precursores dos horménios esterdides (RENNERT.etl@90) Por outro lado, o ACSF2
pertence a familia das Acil-Coa sintases de cdde@a e catalisa a sintese de acyl-Coa, um
substrato que pode participar de varias vias cdmtesede novo de acido graxo, sintese de
triacilglicerol e de fosfolipidigs3-oxidacéo, e esterificacdo do colesterol (COLEMANle
2002). Como os genes CYP27A e o ACSF2 estavam dameomente nos animais
estimulados, o metabolismo de lipidios parece sas megulado pelo eCG nestes animais
provavelmente devido as caracteristicas dos falécub momento de aplicacdo do horménio.
Os foliculos dominantes possuem maiores niveis rdéeipas envolvidas na sintese de
estrogeno e progesterona bem como elevada expréss&RNA para receptor de FSH nas
células da granulosa e para receptor de LH nadaséda teca (BAO et al., 1997).
Considerando todos os achados acima mencionadste exna regulacdo na homeostase de
lipidios nas células luteinicas e que pode serladgupelos tratamentos com eCG, levando

por exemplo a uma maior eficiéncia ou magnitudsidese de esteroides.

Uma dado interessante deste estudo foi a diminudedexpressao génica da NCEH1
nos animais tratados com eCG. Esta proteina érieme para hidrélise de ésteres de
colesterol encontrados nas goticulas de lipidiosya atividade pode ser regulada pelos
horménios FSH, LH e hCG (TRZECIAK et al., 1984; KRMER et al., 1993; ATEN;
KOLODECIK; BEHRMAN, 1995). Entretanto, a NCHH1 né&alinamicamente regulada nas
células luteinicas, e, portanto ndo limita a eslegénese. Chung et al., (CHUNG et al.,
2001) demonstraram que a delecdo de seu gene gmalblarem acumulo de ésteres de
colesterol nas células esteroidogénicas sugerirekiséEncia de genes alternativos, como por
exemplo, a lipase sensivel a hormoénios, com atieideolesterol esterase. A regulacao
negativa deste gene poderia levar a um acumulostizeé de cholesterol intracelulares,
diminuindo o suprimento de cholesterol livre paea stilizado pelas células luteinicas.
Entretanto, as proteinas com funcdo cholesterotrasst ndo Sao essenciais para a
disponibilidade de cholesterol para a maquinatiereslogénica (MILLER; BOSE, 2011).

Outro gene de particular interesse regulado pe® ®&Co receptor de prolactina, uma
vez que a prolactina pode afetar a producdo dgepterona (STOCCO, 2011) e a
diferenciagdo e a proliferacdo celular em diversasdos (BOLE-FEYSOT et al., 1998).
Enquanto as evidéncias para uma funcéo da praactirovario de bovino € controversa, em
roedores a funcao da prolactina no CL esta benbadstada e células do CL knockout para
este gene falharam em se organizar apropriadamensefreram dramatica apoptose
(GROSDEMOUGE et al., 2003). Em nosso estudo a sgpedo mRNA e da proteina dos
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dois receptores de prolactina, PRLRS e PRLRLpicgiamentados nos animais estimulados,
enquanto somente a proteina do PRLRS foi aumentagaanimais superovulados. Estes
resultados apontam para um possivel envolvimen®Gi® na regulacdo da expressao destes
receptores, e indicam que cada isoforma pode getada independentemente (PICAZO et
al., 2004). Além disso, 0 aumento na expressaoRIRB nos animais superovulados pode
estar relacionado a sua agao na proliferacao c&uta estimulagéo da angiogénese (BOLE-
FEYSOT et al.,, 1998; STOCCO, C., 2011) contribuinmma o desenvolvimento do CL,
enquanto que o aumento na expressdao do PRLRL nosaianestimulados pode estar

relacionado aos efeito da prolactina na producgmragesterona no CL (STOCCO, 2011).

Além dos genes ja descritos, e com a finalidadéedtar entender um pouco mais
sobre a influéncia dos tratamentos com eCG na udQ&CL, os genes Folistatina e TGFB2,
também foram analisados (CHAPMAN; WOODRUFF, 200I;SOKA et al.,, 2001). A
folistatina pode modular as funcBes das célulagrdaulosa em favor da luteinizagéo, bem
como modular diretamente a producéo de P4 pel¢FONDLAY, 1993; HILLIER; MIRO,
1993; LI, R.; PHILLIPS; MATHER, 1995). Além dissigliculos dominantes de bovinos
contém mais folistatina que os seus subordinado®w €CL sua maxima expressdo foi
detectada no dia de maxima atividade do CL (SINGBIAMS, 1998a). Os tratamentos com
eCG aumentaram a expressao génica e proteicadtafioia tanto nos animais estimulados
quanto nos animais superovulados. Como a folistatiaxpressa principalmente nos foliculos
pré-ovulataorios, estes resultados sugerem guéstafma possa influenciar os estagios finais
do crescimento folicular favorecendo a luteinizag@s animais tratados com eCG, bem

como influenciar o desenvolvimento do CL e a pgé@ab de progesterona.

O TGFB2 é um fator de crescimento multifuncionat gode mediar varios processos
fisiologicos da funcdo celular (ROBERTS, A. J.; SKIER, 1991), incluindo o crescimento
do foliculo, a proliferacdo celular e a intensarfacdo da matriz extracelular (LAWRENCE,
1996). No CL o TGFB2 estad expresso principalmerdas nélulas luteinicas pequenas
(SRIPERUMBUDUR; ZORRILLA; GADSBY, 2010) e nos matagos (MATSUYAMA,;
TAKAHASHI, 1995). Além disso, ele pode mediar a@{édteotréfica da prolactina no CL de
rato e também aumentar a producdo de progesterelaa pélulas da teca em bovinos
(ROBERTS, A. J.; SKINNER, 1991). No entanto, ascfies especificas deste fator no CL
nao estdo bem estabelecidas. Neste estudo, suess&prgénica apresentou-se aumentada nos
animais estimulados e estes resultados fornecemmatdes adicionais sobre o envolvimento

do TGFB2 no desenvolvimento e remodelamento do @ina possivel regulagédo pelo eCG.
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Como o TGFB2 é principalmente expresso em céludatech, 0 aumento da expressao deste
gene apoés o tratamento de estimulagdo com eCGgstalerelacionado aumento da producéo
de progesterona pelas células da teca, corroborando o aumento da progesterona

plasmatica observada neste animais.

Dentre os outros fatores de crescimento que tém fumgéo importante no CL
podemos destacar os fatores VEGF e FGF2 uma veelgsissdo conhecidos como os mais
proeminentes estimuladores da angiogénese, procassal para o desenvolvimento do CL
(BERISHA et al., 2000; ENDO et al., 2001; YAMASHIT& al., 2008). Embora a expressao
de VEGF e seus receptores tém sido extensivamstuigaela em CLL bovinos (BERISHA et
al., 2000; WULFF et al., 2000; ENDO et al., 200%)eeé o primeiro relato a avaliar a sua
regulacdo apO0s a exposicdo ao eCG. Além dissodastrecentes mostraram que as
gonadotrofinas tem propriedades angiogénicas (REB&R et al., 2007) e podem modular o
sistema vascular dos 6rgdos genitais, por inflaerecexpressdo do VEGF e seus receptores e
do FGF2, bem como de outros fatores como as angfiops (YANCOPOULOS et al., 2000)

e o0 PDGF(SLEER; TAYLOR, 2007). Apesar disso, dentrgie foi estudado em relacao aos
fatores angiogénicos, a Unica influéncia observexizcida pelos tratamentos foi sobre a
expressdo génica do FGFR2, que foi maior nos asiresiimulados. Esperavamos, no
entanto, que os sistemas VEGFA e FGF2 estivessdaradds, ndo s6 em vacas
superovuladas, mas também nas estimuladas umauwen ¥EGF e FGF2 aumentam a
secrecdo de P4 pelas células luteinicas em vapExies (GOSPODAROWICZ; MORAN;
BRAUN, 1977; YAMASHITA et al., 2008) indicando qaenbos os fatores estdo envolvidos
na formacao do CL e no controle da secrecdo délRm disso, resultados de nosso grupo
demonstraram que em corpos luteos gerados posterite as multiplas ovulacdes induzidas
pelo tratamento superovulatério em bufalas, utidase doses repetidas de FSH houve
aumento da expressao proteicado VEGF, e seus oeegpbem como do FGF2 e seus
receptores (FATIMA, L. A. , 2008), além de ter sidbservado aumento na densidade
vascular destes CLL (MOURA, 2003) e na producaprdgesterona por CL (PAPA et al.,
2007). AvaliagOes referentes ao fluxo sanguine€balas vacas estimuladas comparado as
vacas controle foram realizadas, uma vez que, alelacom Herzog e colaboradores (2010),
um fornecimento de sangue elevado para o CL remi@esena pré-condicdo importante para a
secrec¢do de P4. Um suporte sanguineo adequader&iassanto para entrega do substrato
para producdo hormonal (JANSON; DAMBER; AXEN, 198bmo para a liberacdo da P4
produzida na circulagdo (ACOSTA; BEG; GINTHER, 2NOEstudos demonstraram que
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quando comparadas fases de maior e menor produgdl4dpelo CL bovino (dia 12
comparado ao dia 6 do ciclo estral), foi obsernahoaumento no fluxo sanguineo sem, no
entanto, haver aumento do volume de vasos, sendo residanca observada relacionada a
vasodilatacdo das arteriolas existentes e ndaref@o de uma nova vascularizacao (LEI et
al., 2001). Vale ressaltar que o CL é um Orgao anudscularizado com uma intensa
formacao de rede vascular principalmente no irdeicua formacédo e que muitos fatores que
regulam a vascularizacdo luteinica desempenham apal gpmportante na funcéo luteinica
(SCHAMS et al., 2001).

Os tratamentos com eCG podem ser potencialmenteortampes para o
desenvolvimento e manutencdo do CL e para proddgagrogesterona. Na figura 22
confeccionamos um modelo gréfico que propdem cosmoteracdes dos genes estudados
levam as alteragbes observadas como o aumento ldmeralo CL e da P4. Nos animais
estimulados, o aumento do volume do CL juntameonite ¢ aumento da expressao da STAR
e dos receptores da prolactina, como também aagimldos genes relacionados com a
sintese de lipidios podem ser importantes mediaditweaumento da esteroidogénese. Além
disso, a interacdo entre estes genes parece serefigente nestes animais, levando a um
efetivo aumento no volume do CL seguido de aumeatproducdo de progesterona. Ja nos
animais superovulados, a maioria dos genes estsidaddém foi influenciada pelo eCG,
porém, ndo foi observado um aumento da P4 prodyondaL. A interacdo entre 0s genes
provavelmente favoreceu a proliferacdo celularngypalmente nas células luteinicas
pequenas (RIGOGLIO et al., 2012) o que contou alnente para o aumento do volume do
CL, porém como sao as ceélulas luteinicas grandesaawes produtoras de P4 este aumento

do volume do CL n&o refletiu em aumento da produtgiP4.

Quando todos os genes em estudo sdo analisadesitzongnte pode-se inferir que a
regulacédo da expressdo dos genes descritos podmaeprofunda influéncia nas fungbes do
CL, afetando o substrato para a sintese de horm@npara energia requerida para isso, além
do remodelamento das estruturas necessarias pdesemvolvimento do CL, bem como
proliferacdo celular afetando desta forma o volutoeCL. E importnate ressaltar que uma
adequada producdo de progesterona pelo CL é eslspaa 0 desenvolvimento do embrido.
O conjunto de -caracteristicas observado em ambostratamentos aqui discutidos
demonstram que os tratamentos tanto de estimulesgo em receptoras de embrido como

os tratamentos superovulatorios utilizados em deasdde embrido causam alteracdo na
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formagcao do CL e consequentimente em sua fun@@ndlo a uma melhora no quadro
reprodutivo de vacas como um aumento na produe&odbrides e nas taxas de prenhez.

Figura 22 - Esquema demonstrando nossa hipétese aokequéncia dos eventos envolvidos no aumento do
volume de CL e da P4 plasmética observados ap@mtasnentos com eCG. A cor das caixas de
dialogo dentro do CL estdo relacionadas com o rratdo utilizado uma vez que nem todos
resultados observados ocorreram em ambos os trati@ste melhorar ou promover
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CAPITULO 2 - INFLUENCIA DO FSH NA EXPRESSAO DO VEGF EM
CELULAS DA GRANULOSA BOVINAS LUTEINIZADAS EM
CULTIVO

8 INTRODUCAO

O hormadnio foliculo estimulante (FSH) é utilizadm @rotocolos de superovulagéo,
com o objetivo de estimular o crescimento e a mplaltiovulacdo dos foliculos antrais
(ADAMS, 1992). Ja foi demonstrado que a superoddagom a utilizacdo de FSH leva a
alteracdes hormonais como também aumento da vagegko nos CLL formados (PAPA et
al., 2007; FATIMA, 2008). Além disso, varios estadsugerem que as gonadotrofinas
modulam a expresséo dos fatores de crescimento IGTHERISON et al. 1997; LEE et al.,
1997; MAYBIN E DUNCA, 2004; PIETROWSKI; KECK, 2@9.

Em um processo fisiolégico normal, o FSH é respegisgelo desenvolvimento das
células da granulosa durante a foliculogénese, acaas a proliferacdo e subsequente
diferenciacdo destas células. O FSH controla ondebdemento do foliculo pela interacéo
com receptores especificos localizados exclusiveaneas células da granulosa (XU et al.,
1995). Sua atividade biologica envolve estimulagis comunicagfes intercelulares,
sinalizacao intracelular, aumento da esteroidoge(iedsVI-SETTI et al, 2004) e de fatores
de crescimento (KUMAR; MATZUK, 2000). Dentre osdeds de crescimento regulados pelo
FSH podemos destacar o VEGF e a importancia daste mo desenvolvimento folicular,
bem como do corpo liteo vem sendo bastante ineestigFERRARA et al., 1998;
BERISHA et al., 2000; DOYLE; WALKER; DONADEU, 2010uma vez que a
administracdo de substancias que inativam o VEG&ugiam o desenvolvimento e a funcéo
do foliculo pré-ovulatorio. Além disso, normalmenteniveis de J¥estradiol e progesterona
sdo significativamente aumentados em foliculos asbsnulacdo com gonadotrofina, mas
quando a funcdo do receptor KDR do VEGF é blogueaszz aumento hormonal ndo é
observado (ZIMMERMANN et al., 2003). Fazer e LunRRASER; LUNN, 2001)
demonstraram em primatas que a inibicdo da sidlizdo VEGFA ocasionou distarbios na
ovulacdo, bloqueou a subsequente vascularizacammgo IGteo e impediu 0 aumento dos
niveis de progesterona. Em suinos, a producdoufaticdo VEGF € estimulada por
gonadotrofinas (MATTIOLI et al., 2001) e esta piesinente relacionada com o tamanho do



103

foliculo (GRASSELLI et al., 2002). Em bovinos, Deylet al. (DOYLE; WALKER;
DONADEU, 2010) demonstraram que o VEGF, associanld-@H, atuou para induzir a
proliferacéo de células da granulosa de folicumg & 8 mm, o que demonstra o importante
papel do VEGF no desenvolvimento vascular no ioterda parede folicular e
consequentemente do CL. De acordo com Sasson(&ABSON et al., 2003) a inducao do
VEGF pelo FSH esta relacionada a estimulagdo dagémese e permeabilidade vascular
necessarias durante a ovulagao.

A transicdo do foliculo para o corpo Iliteo e a sghente lutedlise resulta em um
massivo crescimento e regressao dos vasos sangufemlo o corpo liteo um 6rgdo com
intensa angiogénese (PLENDL, 2000). Deste modordatque regulam a vascularizacao do
CL tém papel importante na funcdo do 6rgdo (SCHAMSal., 2001). Sabe-se que os
principais reguladores da angiogénese no CL saoEGF/ (FERRARA et al., 1998;
BERISHA et al.,, 2000) e o FGF2 (BERISHA et al., @D0Dados de nosso grupo
demonstraram que o tratamento superovulatério cosesdrepetidas de FSH em bufalas é
capaz de aumentar a expressao proteica do VEGFRARA al., 2007) e do FGF2 e seus
receptores nos CLL gerados (FATIMA, L. A. , 2008)¢m de ser capaz de aumentar a
densidade vascular destes CLL (MOURA, 2003) e dygyéo de progesterona (PAPA et al.,
2007). Por outro lado, 0 mRNA dos mesmos genesn@ras@m-se menos expressos. No
entanto, foi observado que o tratamento de supk@do em vacas com o uso de eCG
causam alteracdes na expressao génica de varies gen CL formado, porém, este
tratamento ndo demonstrou influenciar a expressasistema VEGF (FATIMA, L A et al.,
2011).

Sabe-se que o VEGF pode ser regulado tanto natigds quanto na tradugéo, bem
COmMO por processos pos-transcricionais e pos-timokis relacionados a estabilidade de
MRNA e proteina, respectivamente (AKIRI et al., 899Além disso, varios fatores séo
conhecidos como reguladores do VEGF. A hipdxia édosimais potentes estimuladores do
VEGF (SHARKEY et al., 2000). O LH, hCG e IGF-1 @atde crescimento semelhante a
insulina 1) também sdo potentes estimuladores pieesdo e da secre¢do da proteina VEGF
em células granulosas de bovinos (SCHAMS et aD1R0A progesterona também tem um
efeito estimulatério na producdo de VEGF em vatipss celulares, tais como células
cancerosas da mama (HYDER; STANCEL, 1999) e cétldagranulosa de rato (ISHIKAWA

et al., 2003) e de bovino (ROBINSON et al., 20Wgle ressaltar que o VEGF é considerado
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um alvo do FSH, e que esta gonadotrofina tem pdapdes angiogénicas (REISINGER et al.,
2007).

De acordo com os dados apresentados, o tratamgreoosulatério com FSH induz o
aumento da expressao das proteinas dos fatoressiéntento relacionados a vascularizacéo
no CL, ao mesmo tempo em que diminui a expressaonBdIA dos mesmos fatores.
Acredita-se que possa ocorrer um incremento na imadg de traducdo da célula luteinica
estimulada pelo tratamento superovulatério. Destd, nossa hipotese € a de que o FSH
regula a expressao do sistema VEGF em célulasashailgsa luteinizadas em cultivo, e que,
adicionalmente, possa haver uma alteracdo da kdsale do mRNA e/ou da proteina nestas

células induzida pelo FSH.
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9 HIPOTESE

O FSH influencia a expressao do VEGF e altera aumara celular relacionada a sintese

e estabilidade proteica e de RNA deste gene.

Para testar tal hipotese, 0s seguintes objetivasf@stabelecidos:

1. Padronizar um modelo com células da granulosaniataias em cultivo que mimetize
o tratamento utilizado no modalovivo de superovulagédo com o uso do FSH.

2. Analisar a influéncia de tratamentos com FSH n&slag da granulosa de foliculos
grandes (<8mm) luteinizadas em cultivo.

3. Analisar o efeito do FSH na expressao génica ejgetio fator angiogénico VEGF e
de seu receptor KDR.

4. Analisar o efeito do FSH sobre a estabilidade ddepma e/ou do gene do VEGF.
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10 MATERIAL E METODOS

Foram realizados cultivos de células da granules#oliculos pequenos (< 6mm) e
grandes (< 8mm) para avaliarmos a influéncia do R8Hexpressédo génica e proteica do
VEGF e do KDR.

10.1 CULTIVO DE CELULAS DA GRANULOSA

Os ovarios foram coletados no Frigorifico Mantigaeim S&o José dos Campos — SP
e foram transportados ao laboratorio, a 4°C, en&oltampéo fosfato contendo antibiético e
antifungico. Durante os procedimentos utilizou-sBubeco’s Modified Eagle Médium (D-
MEM) Nutrient Mixture F12 (Sigma Aldrich), suplentado com solucdo de antibiético e
antifingico (100.000 Ul de penicilina, 100 mg deegstomicina e 25Qig de anfoterricina B
por litro de meio).

Para um protocolo que mimetize o protocolo de swp#acao com o uso do FSH os
foliculos pequenos (< 6mm) foram cuidadosamerggedados, incisados e lavados em meio
de cultivo para obtencdo das células da granuld&apara mimetizar o protocolo de
estimulacao, foram utilizados foliculos grandesB(mrm). A suspenséo celular de ambos os
foliculos foi centrifugada (450 x g por 5 minutos48C) separadamente, em seguida
ressuspensa e centrifugada mais duas vezes sasasmmcondicdes.

A concentracgdo e a viabilidade celular foram deirsuas utilizando-se o método de
exclus&o pelo Trypan Blue. O cultivo foi realizagizando-se uma concentracdo de 1 % 10
células viaveis, em placa de 24 pocos com 1 ml €ie ohe cultivo, o qual foi trocados todos
os dias e mantido em estufa a 37°C com CO2 a 5%anfFaealizados 3 cultivos
independentes e cada um em triplicata.
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Para os cultivos de foliculos pequenos, as cétldagranulosa foram cultivadas por 8
dias, divididas em 9 grupos. Nos primeiros 4 dasultivo, um grupo recebeu somente meio
de cultivo sem hormdnio, outro grupo recebeu 10hdaSH (Sigma) e o terceiro 100ng/ml
FSH. No quarto dia de cultivo (96h apds o inico®Bssou-se a adicdo de FSH, e 0s grupos
foram divididos para receber 0, 250 e 400 ng/ml(Sigma-Aldrich). No quinto dia (24 horas
apos a adicdo de LH), o meio de cultivo foi sub&tih por DMEM com 1% de soro fetal
bovino. As células foram observadas e fotografamal®ngo do cultivo. As células e 0 meio
de cultivo foram coletados nos dias 0, 4, 5 e 8 phiocolo para os foliculos grandes, nos
primeiros 2 dias de cultivo, um grupo recebeu saengreio sem hormonio e o outro 10ng/ml
de FSH. No segundo dia de cultivo (48h apds oadhicessou-se a adicdo de FSH, e ocorreu
a adicao de 250 ng/ml de LH. No quarto dia (24 $@pds a adicdo de LH), o meio de
cultivo foi substituido por DMEM com 1% de sorodkebovino. Neste sistema de cultivo, o
meio foi coletado nos dias 2, 3 e 5. Foram readigaghalises da produc¢éo hormonalp(17
estradiol e progesterona) no meio de cultivo, petodo degadioimunoensaio utilizando-se kits
de fase solida (Coat-a-Count RIA kits; Siemens tHeate Diagnostics, EUA).As amostras de
células foram coletadas no dia 5 e 8 nos cultivooticulos grandes e no dia 5 no cultivo de

foliculos pequenos.

Para analise de estabilidade de RNA, no dia 5 tlivadoi acrescentado ao meio um
inibidor de transcricdo, a actomicina D (ActD; 5 /mb Sigma-Aldrich) e as células
permaneceram no cultivo por 0, 1, 2 , 3 e 4 hotgs estes tempos, as células foram
coletadas para andlises da expressdao do mRNA dd=VBEGmomento O foi considerado
100% de expressdo génica, e a expressdo do geagpmtdina dos tempos subsequentes
foram analisadas em relacéo ao tempo zero. Nasesmétferentes a estabilidade da proteina,
no dia 5 do cultivo foi adicionado ao meio cicloimeida (1.0 pg/ml, Sigma-Aldrich) para
inibir a sintese de proteinas. Apos a adicdo dadar, as células foram cultivadas por 30

minutos e coletadas para analises da expressaqgardbd VEGF.

10.2 EXTRACAO DE RNA E TRANSCRICAO REVERSA

A extracdo do RNA total foi realizada a partir dootpcolo de Trizol (Life

Technologies, Carlsbad, CA, USA) de acordo cormaslcdes do fabricante. Para a reacéo
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de transcricao reversa (RT), foi utilizado o Kitp8tScript 11l (Life Tecnologies, Carlsband,
USA), cujo protocolo iniciou-se pela adicdo em ta@stéril de fl da solucdo de RNA total
tratado com DNAse, (Life Tecnologies, CarlsbandAYEul de oligonucleotideos iniciadores
Oligo (dt) (500ug/ml), ul de dNTP Mix (10nM) e 3l de agua DEPC. Essa solucéo foi
incubada a 65° C por 5 minutos e, em seguida, sofrea segunda incubac¢ao em gelo por 1,5
minutos. Apoés essas etapas, foram adicionadosigsn#l de tampéo, dl de DTT (0,1M) e

1ul de “RNAse OUT Inhibitor’(40Unidadesll), na seqiiéncia, foi acrescido dg {200U)

de SuperScript Il (transcriptase reversa) e inisge a incubacéo, primeiramente a 50° C por
50 minutos, depois a 70° por 15 minutos e, finaimea 4 ° C por 2 minutos. O cDNA foi
armazenado a —20°C até o momento da amplificacgi@eioes-alvo pela técnica de PCR em

tempo real.

10.3 PCR EM TEMPO REAL

O gPCR foi realizado para os genes HSD3B (ao lahgaultivo) de foliculos
pequenos, e para 0 VEGF em ambos os cultivos.eatizadodo o metédo tagman (TagMan
Universal PCR Master Mix, Life Tecnologies, CarlsbaUSA) e o gengaubulina, alfa foi
utilizado com gene de referéncia. A reacao foi araga pela adicdo de 6,pbde tampéao
Universal PCR Méaster, 0 de primers sense, antissense (concentracaod@&n@00mM ) e
sonda (concentracgédo final de 250mM),.2,.8e cDNA e 3,25l e agua ultrapura autoclavada.

As especificacdes dos primers e probes utilizadt@ealescritos no quadro 4.
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Quadro 4 - Sequéncia dos oligonucleotideos iniceglatilizados no gPCR em tempo real. S= sense, A =
antissense e P= probe (sonda).

Genes Primers Numero da sequencia
no GeneBank

S GCCCACTGAGGAGTTCAACAT
VEGF A CTGGCTTTGGTGAGGTTTGATC NM_174216
P FAM-CACCATGCAGATTATGMGBNFQ

STGTTCGCTCAGGTCCTTTTGG
Tubulina A CCCTTGGCCCAGTTGTTG BT_0323101
P CCCGGACTGACCAAAA

SGCTAGACAAAGTCTTCAGACCAGAA
HSD3B A CAGCAGGGTCAGCTTGATCTT NM_001034696
P FAM CTGGAGCTTAGAAAATT

10.4 WESTERN BLOTTING

Para a extracdo de proteinas totais foi utilizagiotampé&o de lise celular (Tris-HCL
50mM, NaCL 30mM, NP-40 0,05%, inibidor de proteageq expressao proteica foi avaliada
pelo método de western blotting. Resumidamente,e&ma quantidade de amostras (25ug)
de proteinas totais foram desnaturadas pelo tratancem tampao Laemmli (15 % glicerina,
0.05M Tris, 0.05 % azul de bromofenol, 9% SDS) eadb 6 % [3-mercaptoetanol (1:1) e
aquecidas a 98 por 5 minutos. Em seguida, as amostras foram radgpa
eletroforeticamente em gel de SDS—poliacrilamida @roteinas foram transferidas para uma
membrana de polivinilideno difluoreto (PVDF; Bio-®Raaboratories, Inc, Califérnia, USA),
sob corrente constante de 120 mA, durante 2 hard%C, em tampé&o Tris-HCL (Tris-HCL
12,5 mM glicina 95 mM, 1% sds e 20% de metandpOs a transferéncia, ocorreu o
bloqueio dos sitios antigénicos inespecificos, fpierealizado por meio de uma mistura
contendo TBS com o detergemtesen 20 (TBS-T; 1%tween 20) e leite desnatado (5%) por 2
horas em temperatura ambiente (20€5com agitacdo constante. As membranas foram
incubadas por 12 horas com um anticorpo primariG&VHKcoelho, policlonal, SC-152, Santa
Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA) na diluicdold®00. Como anticorpo secundario foi
utiizado um anticorpo conjugado a peroxidase (lg@ticoelho, ECL, Amersham
Biosciences, NJ; USA) na diluicdo de 1:5000. Comatrole enddgeno foi utilizado a actina,

beta (actina,beta HRPconjugado anti-camundongotaSaruz Biotechnology, Santa Cruz,
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CA), diluido 1:50,000 em solugdo de bloqueio, porn3inutos. O sinal foi detectado pela
adicdo de um substrato para peroxidase (ECL, ArasrsBiosciences, Buckinghahmshire,
UK) e as membranas foram expostas a um filme fafmgr (Filme RX_A IBF Filmes do
Brasil, Sado Paulo, Brasil). As bandas referenteada proteina estudada foram quantificadas
por densitometria no programa ImageJ (ImageJ, Bithesda USA) e a expressao proteica
foi dada em UA em relag&o a actina,beta.

10.4 IMUNOCITOQUIMICA

Algumas laminas do grupo controle e tratado com ESkY/mI do cultivo de células
da granulosa de foliculos pequenos foram confeadam para realizacdo de
imunocitoquimica, para as proteinas VE(@Belho policlonal, SC-152, Santa Cruz)KDR
coelho policlonal, SC-315, Santa Cruz). As céldtaam cultivadas em placas de 24 pocos
com laminulas e fixadas com metanol. Foi empregadtétodo da peroxidase indireta por
meio de kit comercial (Kit LSAB+System-HRP; KO067Dako LaboratoriesUSA). Para
reduzir as ligagbes inespecificas, os cortes farembados por 30 minutos em solucéo de bloqueio
Protein block serum-free (DAKO, X0909, Califérni&sl). Em seguida os cortes foram incubados
com os anticorpos primarios diluidos em PBS, oghtra 4°C nas seguintes diluigbes: VEGF (1:100)
KDR (1:100). O préximo passo foi a incubacao conkdaSAB System-HRP and DAB chromogen
System (Dako, Carpinteria, CA, USA) de acordo caminstrucdes do fabricante. Em seguida os

cortes foram contra corados com Hematoxilina deisigor 15 segundos e as laminas fechadas com

Permount.

10.5 ANALISES ESTATISTICA

Primeiro foi realizado o teste de normalida@aderson-Darling test) e os dados
quando nao apresentaram distribuicdo normal, faransformados em logaritmo. Os efeitos
do FSH (0 ou 10 ou 100 ng/mL) e do LH do tratatmemvitro (O ou 250 ou 400) bem como
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as diferencas em relacdo aos dias de cultivo feestados por ANOVA de uma via seguido
pelo teste de comparagdo multipla de Tukey. Odtegls foram apresentados por média +
desvio padréo. Resultados estatisticos signifioatifioram considerados quando<p0,05.

Todos os célculos foram analisadas através do gragrestatistico GraphPad Prism 4.0

(GraphPad Software, San Diego)
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10 RESULTADOS

A fim de estabelecer um cultivo de células da gmsauonde estas se mantivessem com o
minimo de caracteristicas de luteinizacdo paransdratadas com FSH seguido por LH,
mimetizando os protocolos de estimulacdo e sup&g&ain vivo, foram utilizados dois
meétodos de cultivo, um com células da granulosetadhs a partir de foliculos pequenos e outro

a partir de foliculos grandes.

10.1 CULTIVOS CELULAS DA GRANULOSA DE FOLICULOS PRGENOS

Neste modelo de cultivo foram avaliados a produt@smonal (1p-estradiol e
progesterona) pelas células ao longo do cultivex@essédo da enzima HSD3B, bem como as
caracteristicas morfoldégicas como parametros petexrminacéo da luteinizacdo das células.

Ao analisarmos a morfologia das células ao longocdlivo, observou-se que nos
primeiros 4 dias de cultivo, as células da graraulepresentaram aspecto arredondado,
organizacdo em coldnias e emissdo de prolongampatassomunicacgdes entre si. Apos a adicédo
do LH (dia 4 ap0s o inicio do cultivo), nenhum idide luteinizacao foi observado. No entanto,
a partir do dia 6 (apds a adicdo de SFB a 1%)ekhtas comecaram a apresentar caracteristicas
de luteinizacdo, como aspecto fibroblastico e gtd& de lipidios intracitoplasmaticos,
caracteristicas estas intensificadas no dia 8 ttovayFigura 23). Vale ressaltar que nenhuma

diferenca nas caracteristicas morfologicas fougriciada pelos tratamentos com FSH.

A producédo de 1¥estradiol pelas células da granulosa mantevefs&tamte ao longo do
cultivo em todos os grupos, porém, no dia 4 dovayluma diminuigcdo na concentracdo deste
hormoénio foi observada no grupo tratado com FSH gl (p < 0,05; Figura 24A). A adicao
de LH ao meio nao alterou a producdo d@-éstradiol em nenhum grupo (Figura 24B). A
producdo de P4 pelas células diminuiu no dia 4 €acéo ao dia 1 (p < 0,05). Em seguida,
ocorreu um aumento acentuado no dia 8 quando canhpaos outros dias. Além disso, no dia 4
0 grupo tratado com FSH na concentracao de 10rmimaluziu mais progesterona que o grupo
controle e FSH 100ng/ml. (p < 0,05; Figura 24Chdicao de LH ao meio de cultivo ndo alterou
a producéo de P4 em nenhum grupo (Figura 24D) eezrimum momento estudado.

Em relacdo a expressdo da HSD3B, observou-se qagfotsaumentada no dia 8 em
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relacdo ao dia 4 do cultivo (p < 0.05; Figura Bgssalta-se que a expresséo desta enzima so foi
avaliada no grupo controle como mais um parametra palidacdo do cultivo; desse modo, néo

houve comparacgéo entre 0s grupos.

Figura 23 - Morfologia das células da granulosa)(€@ cultivo. A - CG - controle (dia 2 apds o iniao
cultivo). B - CG — controle (dia 3 apés o inicio cultivo). Notar aspecto arredondado das células
e colbnias (setas vazias) e projecdes citoplasasa(geta preta). C- CG - Controle (dia 7 apos o
inicio do cultivo). D- CG —controle (dia 8 apésnicio do cultivo). Notar aspecto fibroblastico
acentuado das células (seta amarela). Barraum20
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Figura 24 - Concentracao de progesterona (ng/minein de cultivo de células da granulosa nos@digs, 5
e 8 apos o inicio do cultivo, nos grupos contrBf®H 10ng/ml e FSH 10ng/ml. Letras diferentes
indicam diferenca significativa em um mesmo dia de*um grupo em relacdo aos demais (p <

A

40
35
30
23
20
15
10

17p-estradiol pg/ml

C:

600
500

400
300
200

Progesteronangiml

100

0,05).
EControle BFSH10ngml OFSH100ngml B BLHO BLH250ng/ml OLH400ngml
= 35
4 ;[, 30 4
1 =25
=
a = 20
a g 15 -
_ b & 10
=
- I"_. 5 4
T T T U T T T T 1
1 4 5 8 1 4 5 8
Dias de cultivo Dias de cultivo
D
. 500 ok
——
£ 400 -
- Ej_
= 300 -
=
<
& 200
bt
1]
i e 100 -
A
T s ) . _am N al
1 4 _ 's 8 1 4 s 8
Dias de cultivo Dias de cultivo

Figura 25 - Expressdo do mRNA da HSD3B nas célldagranulosa em cultivo nos dias D 0, 4, 6 e & apod
inicio do cultivo. Letras diferentes correspondedifarenca significativa entre os dias de cultigo (

=0.01).

4.00
3.50
3.00 -
2.50
2.00 -
1.50
1.00

ab

qPCR - Expressdo Relativa
HSD3B

ab
— d
. [
0.00 :
DO D4 D5

Dias do Cultivo

D8




118

10.2 ANALISE DA EXPRESSAO GENICA E PROTEICA DO VEGF

A expressdo do mRNA do VEGF foi detectada tantdia® (24 horas apés adi¢do do
LH) como também no dia 8 do cultivo no grupo cdetenos tratados com FSH.

No dia 5 do cultivo, observou-se que a expressdicgéo VEGF foi maior nas
células tratadas com 100 ng/ml de FSH em relac@elas| que receberam 10 ng/ml e ao
grupo controle (FO). Observou-se também efeito Hp dqual inibiu a expressdo do VEGF
na concentracédo de 400 ng/ml. Nas células tratmaslO ng/ml de FSH (F10), o VEGF foi
mais expresso naquelas em que foi adicionado oridépendente da dose. Por outro lado, no
grupo tratado com 100 ng/ml de FSH houve diminuidaoexpressédo do VEGF quando

adicionado LH na concentracdo de 400 ng/ml, engdielao respectivo controle (Figura 26).

Figura 26 - Expressado génica relativa do VEGF mdslas da granulosa de foliculos pequenos, no dia 5
cultivo (24 h apos a adicdo de LH). FO: livre deHF$10: FSH 10ng/ml e F100: FSH 100ng/ml.
Asteriscos indicam diferenca significativa entre diferentes concentracbes de FSH. Letras
diferentes indicam diferenca significativa em deii@ada concentragdo de FSH apés a adicao de
LH nas concentragfes de 250 e 400 ng/mk(1©,05).
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A expressdo proteica do VEGF foi analisada pelaicacde western blotting. O
anticorpo utilizado reconhece as isoformas 121% f6r isso, as mesmas foram analisadas
separadamente. No dia 8 do cultivo, ndo foram w@hdes efeitos dos tratamentos na

expressao génica (Figura 27) e/ou proteica do VE@3Fgrupos estudados (Figura 28).

Figura 27 - Expressao génica relativa do VEGF mdislas da granulosa de foliculos pequenos, no dia 8
cultivo (24 h apés a adicao de LH). FO: livre d¢HE510: FSH 10ng/ml e F100: FSH 100ng/ml.
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Figura 28- Expressdo proteica relativa das isoformas 165 e 121 do VEGF nas células da granulosa de foliculos
pequenos, no dia 8 do cultivo, nos grupos controle e tratados com FSH e LH. Blots ilustrativos e
graficos representando o conteudo das proteinas expressos em UA/50 pg em relagdo a actina, beta
(ACTB). Os dados séo representados por média + desvio padrdo. FO: sem FSH; F10: FSH 10ng/ml;
F100: 100ng/ml.
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Quanto a imunolocalizagdo, tanto o VEGF quanto o KDR foram detectados no
citoplasma das células da granulosa luteinizadas em cultivo (Figura 29). A marcacgio
(coloragdo marrom) proporcionada pela reagio de imunocitoquimica foi mais intensa nas
células em que foi adicionado FSH (10ng/ml) do que no grupo controle, indicando
qualitativamente uma aumentada expressdo proteicado VEGF e seu receptor KDR nas células

tratadas com FSH quando comparada as néo tratadas.
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Figure 29- Reacao de imunocitoquimica para detedeAdEGF e KDR em células da granulosa luteinizadas
cultivo. A - VEGF grupo controle; B — VEGF grupo lFSC - KDR grupo controle; D - KDR grupo
FSH. D’ - controle negativo. Observar a marcacdoptasmatica mais intensa nas células tratadas
com FSH (B e D; seta preta).

10.3 CULTIVO DE CELULAS DA GRANULOSA DE FOLICULOS BANDES

No cultivo de células da granulosa de foliculosndes, analisou-se somente a

producdo hormonal para avaliacdo da luteinizacaaélalas.

A producéo de IFestradiol diminuiu drasticamente do dia 2 paraao3(24 horas
apos adicdo de LH 250ng/ml) do cultivo, chegandera no dia 5. Além disso, observou-se
que no dia 2, o grupo tratado com FSH produziu mdnp-estradiol que o grupo que nao

recebeu o hormonio (Figura 30 A).

Por outro lado, a producéo de progesterona aumewo®dias 3 e 5 de cultivo quando
comparada ao dia 2. Também foi observado que n®d&s células tratadas com FSH

produziram mais progesterona que o grupo contpote(,05; Figura 30B).
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Figure 30-Concentracdo de Bestradiol (pg/ml) e progesterona (ng/ml) em medocdltivo de células da
granulosa de foliculos grandes nos dias 2, 4 &35 apnicio do cultivo, nos grupos controle e FSH
10ng/ml. Asteriscos indicam diferenca significateatre os grupos em um mesmo dia de cultivo.
Letras diferentes indicam diferenca significatieauin grupo ao longo dos dias de cultive(p,05).
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10.4 ANALISE DA EXPRESSAO GENICA E PROTEICA DO VEGF

A expressdo génica do VEGF foi maior nas célulasadas com FSH quando
comparada ao grupo controle (p < 0,05; Figura 3D&sta forma, verificou-se, pela adicdo
de um blogueador de transcricdo (actomicida D)p seumento da expressdo do VEGF
ocorreu devido ao aumento da estabilidade do RNA€ErR, observou-se que ndo houve
efeito do tratamento na estabilidade do RNA do VE@G#Ra vez que apos 4 horas de inibicao

da transcricdo a expressao do VEGF em ambos osgydiminuiu (Figura 31B).
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Observou-se um aumento da expressao proteica @@neo 121 do VEGF nos

animais tratados com FSH (Figura 32).

Como o tratamento com FSH aumentou a expressad@i¥21, analisou-se se este
aumento estava relacionado a estabilidade da peotEdi possivel observar que nao ocorreu
aumento da estabilidade da proteina em nenhum geoptorme podemos observar na figura
33. Apos adicao de blogueador de sintese de pagp@in30min. e 1 hora a expressao proteica
diminui em ambos os grupos (p< 0,0.5), sem difexesmgire eles. Por outro lado, para o
VEGF 165, ap0s a adi¢cédo de bloqueador, a diminuigdexpressao proteica foi somente para

o grupo tratado ( p< 0,0.5; Figura 33).

Figura 31 - A- Expresséo génica relativa do VEGHi@05 do cultivo, nos grupos controle e FSH 10thg/in
indica diferenca significativgp(< 0,05). B- expressao relativa do VEGF no dia ®ualtivo, tratado
com o blogueador de transcricdo actomicina D pdr, @, 3, e 4 horas.
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Figura 32- Expressdo proteica relativa do VEGF, isoformas 121 e 165, no dia 8 do cultivo, no grupo controle e

FSH. Blots ilustrativos e graficos representando o conteudo das proteinas expressos em UA/50 pg em
relagdo a actina, beta. As barras representam a média + desvio padrdo. Letras diferentes indicam
diferenca significativa (p<0,05).
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Figura 33 - Expressdo proteica das isoformas 121 e 165 doVEGF no grupo controle ¢ FSH, com a adicao de
bloqueador de sintese de proteina por (cicloheximida) por 0, 30 min e 1 h. Os valores estio representados por
média e erro padrdo da média. Diferentes letras significam diferenca significativa para p < 0,05.
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11 DISCUSSAO

Os experimento vitro foram delineados com o objetivo de avaliar a #érfltia do
FSH na regulacdo do VEGF em células da granulosginizadas in cultivo. Nestes
experimentos, o FSH foi utilizado ao invés da e@®Ba vez que nos experimensvivo de
superovulacdo e estimulagdo do foliculo dominaoi® © uso do eCG néo foi observada
influéncia na expresséo génica e proteica do VEGEuUs receptores, conforme descrito no
capitulo 1 deste manuscrito. Por outro lado, olmsese que em corpos luteos de bufalas
gerados posteriormente as multiplas ovulacoes iddsizpelo tratamento superovulatorio,
utilizando-se doses repetidas de FSH, a expressdeiqa do VEGF e de seus receptores
encontrava-se aumentada, enquanto a expressaa @dtava diminuida (PAPA et al., 2007;
FATIMA, L. A., 2008). Existem varios relatos quegerem que o LH e o hCG modulam a
expressdo do VEGF e que ambos, FSH e LH/hCG, wacdb de seus receptores, sao
capazes de induzir a expressao do mRNA do VEGF d&tulas da granulosa
(CHRISTENSON et al. 1997; (LEE et al., 1997; MAYBINDUNCAN, 2004,
PIETROWSKI; KECK, 2004). Para completar, a via oekzacdo desencadeada pelo eCG e
pelo FSH dentro da célula da granulosa pode seretife uma vez que o eCG liga-se tanto
em receptores de LH quanto de FSH (MURPHY; MARTINURO91).

Ao longo do estabelecimento do cultivo, analiso@sxpressao da enzima HSD3B,
bem como os aspectos morfolégicos das célulasredagio de progesterona e3dastradiol
para validacdo do mesmo. Um aspecto importante paea o cultivo mimetizasse os
tratamentos de superovulacdo e estimulacdo daulolidominante seria que as células da
granulosa apresentassem caracteristicas minimakiteiaizacdo durante o periodo de
tratamento com FSH para, em seguida, serem ludeias&zpela adicdo do LH. Em ambos os
modelos de cultivo (células da granulosa de fabEyequenos e grandes), observaram-se
mudancas na relagdo da producdo hormonap-¢$#adiol/progesterona), sendo mais
proeminente no cultivo de células provenientes aliedflos grandes, pois no dia 8, estas
células ndo estavam produzindo mais estradiol. sEaskados corroboram com o que foi
descrito por Pescador et al, (1999) (PESCADOR; STOCMURPHY, 1999) os quais
observaram aumento da producdo de progesterona & exgressdo das proteinas
esteroidogénicas STAR e P450scc apds luteinizag&®ldlas da granulosa em cultivo. As
mudancas que ocorrem nas células em processoedt@datao, depois do pico de LH, podem
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ser tanto quantitativas como qualitativas. A exgiesgénica € alterada para promover a
producdo de P4, sendo que essa mudanca tambémtéajiva uma vez que a quantidade de
P4 produzida pelas células luteinicas € muito nguera quantidade de estrogenos produzida
pelas células do foliculo (VOSS; FORTUNE, 1993). Aaracteristicas morfologicas
observadas ao longo do cultivo também reforcaramalmlacdo do mesmo, no qual foi
possivel verificar a formacdo de agregados celsllacen estabelecimento de contato entre
eles. De acordo com Gutierrez et al (1997) (GUTIERRCAMPBELL; WEBB, 1997), estas
formacOes sdo importantes, uma vez que aumentamaatidade de juncdes tipo gap,
facilitando a passagem de ions, hormonios e namstrissores entre as células; estando,
portanto, relacionadas a manutencao de caraatesste células ndo luteinizadas. Ao final do
cultivo, as células estavam dispostas em uma maorata apresentavam aspecto
fibroblastico (MEIDAN et al., 1990; ABIR et al., Q@0)e goticulas de lipidios
intracitoplasméticas, os quais sdo importantescautires de luteinizacdo (NISWENDER,
2002; STOCCO, C.; TELLERIA; GIBORI, 2007; MONTAN@LIVERA; RUIZ-CORTES,
2009)

E interessante ressaltar que o tratamento com L&l influenciou a producio
hormonal das células granulosas dos foliculos pexpjesugerindo que estas células nédo estao
responsivas ao LH neste periodo. Em bovinos, exist#grovérsia sobre a presenca e
atividade do LHR nas células da granulosa de flécypequenos. Segundo Lowsky e
Farookhi (LOWSKY; FAROOKHI, 1989) as células dargrbpsa expressam LHR somente
no momento ou apos o foliculo tornar-se dominanttudo, células da granulosa de
foliculos pequenos podem expressar diferentes risa® do LHR. Ja de acordo com
Driancourt (2001) e NOGUEIRA et al (2007) (DRIANC®BU, 2001; NOGUEIRA et al.,
2007) células da granulosa ndo contém LHR funciat@htingirem 6 mm de didmetro ou até
que os foliculos se tornem dominantes. Além disSt)NTANO et (MONTANO;
OLIVERA; RUIZ-CORTES, 2009) reportaram que em cautla granulosa de foliculos de 2
— 6 mm foi possivel detectar os LHR apo6s 12 hoeagultivo e, quando a luteinizacédo
ocorreuin vitro, a expressdo do LHR aumentou em 48 horas e seeis pigrmaneceram
ativados até 96 horas. Desta forma em nosso estystovavel que os receptores de LH
encontrem-se ausentes ou inativos nas célulasadalgsa dos foliculos pequenos. Quanto ao
cultivo de células da granulosa de foliculos grandéservou-se o aumento na producédo de
P4 apos a adicdo de LH, indicando resposta cehdiate a esse horménio, uma vez que, de
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acordo com DRIANCOURT (2001) e NOGUEIRA et al (2D@DRIANCOURT, 2001;
NOGUEIRA et al., 2007), estas células possuem tecepde LH ativos.

Em relacdo a expressao génica e proteica do VEG$eremu-se que o FSH néo
influenciou a expressdo do mesmo nas células dallgsa de foliculos pequenos no dia 8 do
cultivo. No entanto, ao analisarmos a expressadacgé&ho VEGF no dia 5 do cultivo,
observou-se um aumento da expressao génica destedagrupo tratado com 100ng/ml de
FSH. Sabe-se que o FSH liga-se & receptores fispgcias células da granulosa levando a
estimulacdo da proliferacdo e diferenciacao celidar et al., 1995), bem como induzindo a
producdo de fatores de crescimento no foliculo (KBMet al., 1999). A importancia do
VEGF na inducéo do crescimento folicular, ja fomdastrada, bem como sua interacdo com
0 FSH para promover este crescimento (DOYLE ek@allQ; (MATTIOLI et al., 2001). Desta
forma, este aumento de VEGF observado no dia Sulliva; dia este onde as células néo
estavam luteinizadas, corrobora com a ideia deogb&H induz a expressao do VEGF nas
células da granulosa de foliculos pequenos, o qde favorecer tanto a proliferacéo celular

como a formacéo vascular no foliculo (FRASER; LUNRO01).

Vale ressaltar que este modelo de cultivo visavanetizar o protocolo de
superovulacdo com o uso de FSH que é empregadafad(CARVALHO et al., 2002) e
em vacas (BARUSELLI et al., 2007). Diante distu, gossivel observar que os tratamentos
invitro nao refletiram as resultados encontradosvo no CL de bafalas superovuladas, onde
foi observado uma diminuicdo do mRNA seguido deawumento na expressao proteica do
VEGF (PAPA et al., 2007). Este mesmo resultadoeregite a influéncia do FHS na
expressdo do VEGF néao foi observado nem dia 8 iva@w qual corresponde as células da
granulosa ja luteinizadas nem mesmo no dia 5 orslecédulas ndo apresentavam
caracteristicas de luteinizacdo. Porem, j& estadd que experimentds vitro nem sempre
sdo apropriado para reproduzir alteracizesivo/ex vivo (BROUSSARD et al., 1995). Os
resultados referentes ao CL de bufalas superowal@sabém podem ser interpretados como
sendo espécie especificos, sendo esta regulacabmileuicio de mRNA e aumento de
proteina do VEGF, propria da espécie bubalina.dfamto, mais estudos sdo necessarios para
responder a esta questdo. Além disso, alguns estuim avaliam a relacdo global entre a
expressao de proteina e de mRNA demonstraram uixe dmarelacdo existente entre ambos
(QIN; TIAN, 2010). Biologicamente, a discrepancrdre a expressao de mRNA e proteina,
como o encontrado para o VEGF em CL de bufalagrevpladas pode ser devido a

modificacdes pos-transcricionais e/ou pos-tradwnu ainda a diferencas entre a taxa de
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transcricdo e traducdo para o gene (COX; KISLINGERILI, 2005). E importante ressaltar
que a funcao bioldgica € dada pelas proteinasjimiauicdo do mRNA encontrado no CL
das bufalas superovuladas ndo impediu a aumenteasieularizacdo e da producdo de

progesterona encontrado neste modelo (PAPA €(dl7).

No cultivo das células da granulosa de foliculangdes, um aumento na expressao
génica do VEGF foi observado no grupo tratado c&H.Flambém foi observado que o FSH
exerceu efeito diferente na expressao proteicasdésrmas 165 e 121 do VEGF, uma vez
que este hormOnio somente aumentou a expressdeicacd VEGF121. As principais
isoformas expressas no CL de bovinos séo as 185 e tlas estdo intimamente associadas
com a angiogénese para adequada formacédo do CLUGBERet al., 2000). A isoforma 121
nao contém os exons 6 e 7 e, consequentementen grotrina acida fraca que nao se liga a
heparina. Em contraste, o VEGF165 possui o exoresyltando em uma molécula mais
basica com afinidade moderada por heparina (FERRAR®04). Acredita-se que o
VEGF121 seja constantemente liberado e difundidmuanto que, 75% do VEGF165
permanecem associados a superficie da célula ou pnasmidades (ROBINSON;
STRINGER, 2001). Existem alguns trabalhos que detnam que o VEGF121 é a isoforma
primaria expressa em células e tecidos (RENNERGER, 1999). No entanto, ha evidéncias
de que o VEGF165 é mais expresso que o VEGF12dalrepresenta aproximadamente um
terco da expressao de VEGF no CL bovino (BERISHA.e2000). No entanto, mais estudos
sd0 necessarios para avaliar as acdes das isofadma¥EGF no tecido luteinico.
Corroborando com nossos achados, Shimizu et al 7j2@8HIMIZU et al., 2007)
demonstraram uma resposta ao FSH diferente egéicess isoformas do VEGF, observando
um aumento na expressao génica do VEGF121 ap&@taminto das células da granulosa
bovina com 10 ng/ml de FSH. No entanto, o aumeatmBNA do VEGF165 foi observado
quando as células foram tratadas com somente 1l wgiSH. O mesmo grupo também
demonstrou que a adicdo de progesterona em cédlialagranulosa bovina em cultivo
aumentou a expressao génica do VEGF121 e diminuido aVEGF165 (SHIMIZU;
MIYAMOTO, 2007). Deste modo, os resultados do pmésesstudo sugerem que o FSH
aumenta a expressao do VEGF e que a expressacsafasmas do VEGF podem ser
reguladas independentemente. Esta regulacdo indiemendas isoformas pode ajudar a
explicar o fendbmeno observado no CL de bufalas reuptadas. Segundo BORNE et al.
(BORNES et al., 2004) a regulacdo da traducdo HGN € bastante complexa. O VEGF

possui dois coédons de inicio da traducdo um AUGEWG, e estes codons estdo presentes
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de acordo com os exons contidos nas isoformasgy®mnplo, o VEGF 165 possui ambos 0s
codons, e a isoforma 121 possui somente o codon AUdgsta forma o inicio da traducdo

sofre regulacédo correlacionada com a isoforma.

Foi relatado que a producao de VEGF aumenta ducadésenvolvimento do foliculo
antral, quando o FSH tem uma acéo predominante BEMR et al., 2000). Além disso, em
um estudo em células granulosas de rato, o FShudsti a expressdo do VEGF e do PGDF
e estes fatores foram cruciais na promocao da géiggse durante o desenvolvimento do
foliculo antral (KUO et al., 2011). Em macacos,deimonstrado que o FSH tem uma funcgéo
importante na formacdo dos vasos sanguineos noQohndo o FSH recombinante foi
administradoin vivo ou adicionado a cultivos em doses elevadas, dstinaiproducao de
VEGF em células da granulosa derivadas de folicujpandes (CHRISTENSON;
STOUFFER, 1997). Uma relacao interessante entre@F/e as acdes das gonadotrofinas no
ovario de ratas foi demonstrada por Zimmermant €093) (ZIMMERMANN et al., 2003)
onde a administragcdo de gonadotrofina exdégena emaemn hipofizectomizados néo teve
efeito no crescimento folicular quando a acado d&WHEoi inibida usando um bloqueador de
KDR. Como ja se sabe, o VEGF age através de doeptares, o FLT1 e o KDR, porém,
acredita-se que a maior transducdo de sinal sejezada pelo KDR, o qual é expresso
principalmente em células endoteliais e medeiafesos de proliferacdo e migracdo do
VEGF (BOONYAPRAKOB et al., 2003). Todas as isofosm VEGF tém grande afinidade
por ambos 0s receptores, 0s quais sao reguladogano e no CL bovino (BERISHA et al.,
2000). No presente estudo, foi observado um aumemtotensidade do sinal do KDR nas
células tratadas com FSH, indicando que este m@céptegulado por gonadotrofinas. Um
aumento na expressao proteicadeste fator tambéob$eirvado no CL de bufalas coletados
apos tratamento superovulatério com FSH (PAPA et 20007). Apesar de ndo termos
avaliado a expressdo do FLT1 nos experimembositro, este receptor também estava
aumento nos CL de bufalas superovuladas, indicaju@oambos os receptores podem ser
regulados pelo FSH, o0s quais medeiam os efeito EBF na proliferacdo celular e
vascularizagdo apos tratamentos com FSH, viabdizaninduc¢do do crescimento folicular.

As células luteinicas de animais superovulados ESiH demonstram caracteristicas
morfolégicas que refletem uma maior atividade dadesk proteica(ARTONI et al., 2004),
como por exemplo, aumento da quantidade de retientioplasmatico rugoso (RER) e
mitocondrias, diferenca na condensacdo de cromatimaudanca no formato do nucleo

(MEYER, 1991). O remodelamento da cromatina e tarimticas dos nucleos estdo
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envolvidos na sintese de mRNA, onde ocorre umgaelantre diminuicdo da condensacéo
da cromatina e o aumento da sintese de mMRNA (SHUERK KUCZMARSKI;
GOLDMAN, 2003; DECHAT et al., 2008; LODISH et a2008). Porém, a estabilidade dos
MRNAs também é um importante mecanismo passivetgldacdo. O tempo em que estédo
disponiveis para traducdo antes de serem degradaléas do controle de sua estabilidade
constituem a uma importante via de regulagdo ddu¢@ (GUHANIYOGI; BREWER,
2001). Sabe-se que as gonadotrofinas influenciastabilidade de alguns mRNAs. O hCG
aumenta a transcricdo do gene da betaglicana marao na estabilidade do mRNA. O LH e
o FSH aumentam a estabilidade do mRNA do EGF (Barescimento epidermal; (CHOI et
al., 2005) e do gene CYP19 (SAHMI; NICOLA; PRICB0B). Em contraste, o hCG diminui

a expressao do gene dos receptores do GnRH viaugéo da estabilidade do mRNA (LI,
X.; LEI; RAO, 1996). O LH diminui a transcricdo denes como o LHR e o ER8&) células

da granulosa, predominantemente pela diminuic&estibilidade e conseqiiente aumento da
degradacéo do mRNA (GUO et al., 2001). Moura €2@03) e Papa et al. (2007) observaram
correlacdo entre a densidade vascular e a expreggsémcado sistema VEGF no CL de
bufalas apos tratamento superovulatério com FSHerRoa expressdo génica deste fator
estava diminuida. Estes resultados indicam quatantiento superovulatério com FSH podem
alterar a estabilidade de mRNA e proteinas, benbcgsn capaz de aumentar a habilidade de
sintese proteicadestas células.

O passo seguinte, foram as andlises referentemldilieside do mMRNA e da proteina
do VEGF apo0s tratamento com FSH. Experimentoswvigem analisar a estabilidade de
MRNA e proteina do VEGF ap0s tratamentos com hoioné&io comuns. Ruohola et al.
(RUOHOLA et al., 1999) utilizaram bloqueadoressiigese de RNA para verificarem se a
inducdo da expressdo da VEGF por estrogenos fendiente da sintese de mRNA ou
aumento de sua meia vida. Em nosso trabalho, muerieentos referentes a estabilidade de
MRNA e de proteina, foram utilizados bloqueadatedranscricdo (Actomicina D) e de
traducdo (ciloheximide D) em concentracBes jazatilas anteriormente para avaliagdo da
estabilidade do VEGF (STEINBRECH et al., 2000). Qi@ a transcricdo foi bloqueada a
meia via do mRNA do VEGF foi comparada entre ogpgsutratado com FSH e controle.
Uma vez que o declinio da expressdo de ambos os AmRNio foram diferentes
significativamente, e no final de 4 horas a conegdio de mRNA do VEGF de ambos os
grupos se apresentava igual, foi possivel conglugra estabilidade do mRNA do VEGF néo

foi alterada pelo tratamento com o FSH. Do mesmdanpara analises da estabilidade da
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proteina, apds adicdo do bloqueador de sintes8orinutos e 1 hora ocorreu um declinio
na expressao do VEGF 121 em ambos os grupos. d&sles demonstraram que n&o ocorreu
aumento na estabilidade da proteina do VEGF, ereaio na expressao proteica neste caso
foi dependente da sintese de proteina, uma vezqgaado a sintese foi bloqueada a
expressao caiu em ambos os grupos. Estes dadoarnndue o aumento na expressao génica
e proteica do VEGF no modelo vitro aqui apresentado pode ter ocorrido devido ao atomen
da transcricdo do gene seguido de aumento de &adEnquanto que no modedw vivo de
bafalas superovuladas, no qual foi observado awrsexpressdo proteica sem, no entanto
aumento de mRNA, pode estar relacionado exclusimganeom a aumento da sintese de
proteinas, uma vez a taxa de traducdo € passivedgiéacdo independente da transcricdo
(BORNES et al., 2004). O VEGF é considerado um dlvé-SH (SASSON et al., 2003) e de
acordo com Raisinger et al (RAISINGER et al., 2083)gonadotrofinas tem propriedades
angiogénicas. Em um experimento realizado por A&hal (2004) foi observado que a
atividade transcricional do HIF1 é necessaria paranducdo do VEGF ocorrida apés
tratamentos com FSH. O VEGF tem dois elementosonssypos a hipoxia (HRE) bem
caracterizados em sua regido promotora, assimssiyab que o aumento da expressédo do
VEGF pelo FSH ocorra através da interacdo do HiFdtainente com estes elementos, via
aumento da transcricdo do gene (FORSYTHE et206)1

Resumidamente, nossos achados demonstraram quéd cadiBentou a expressao
génica do VEGF, bem como a expressao proteicacélatas da granulosa de foliculos
grandes. Esta relacdo do FSH com o VEGF pode meimportante mecanismo que
possibilita o crescimento folicular, em um procefisiol6gico ou quando esta gonadotrofina
€ empregada em tratamentos para a inducdo doraeggoi folicular e/ou producdo de um CL

mais ativo.
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12 CONCLUSAO

Diante dos resultados obtidos conclui-se que:

e O tratamento de estimulagcdo com o uso da eCG aomentolume do CL bem como a
producdo de P4 plasmatica, enquanto que o tratansmgerovulatério aumentou o0

volume e nimero de CLL produzidos.

* A expresséo do sistema VEGF néo foi alterada peddamentos com eCG, e entre os
genes relacionados diretamente com a angiogénesnsno FGFR2 teve sua expressao

aumentada nos animais tratados.

* A resposta referente a expressdo génica no CL iferedte dependendo do tipo de
tratamento empregado com o uso da eCG. No entanitgs dos genes aqui estudados
(STAR, Folistatina, HMGCR, PPARG, FABP, TGFB2) tam sua expressao

influenciada por ambos os tratamentos.

* Nos animais estimulados o aumento do volume do Witamente com o aumento da
expressdo da STAR, da folistatina e dos receptdeegprolactina, como também a
regulacdo dos genes relacionados com a sintesépideod podem ser importantes
mediadores do aumento da esteroidogénese.

* Nos animais superovulados, a interagdo entre ossgenlistatina, HMGCR, PPARG,

FABP, TGFB2 favoreceu a proliferacao celular levaadim aumento no volume do CL.

* O FSH aumentou a expressao génica e proteica doFViEaS células da granulosa
luteinizadas em cultivo. Além disso, este horm@mde influenciar a expressao proteica

das isoformas 121 e 165 do VEGF independentemente.

e O aumento na expressdo do VEGF induzida pelo FStdc@aestar relacionado a
regulagdes transcricionais e traducionais, umaqeez ndo foi observado influencia do
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tratamento com este hormdnio nas estabilidadesRidAne da proteina.

O eCG e o FSH parecem possuirem acodes difereatesgulacdo da expressdo do
sistema VEGF, uma vez que o FSH aumentou a edweads VEGF em células da
granulosa, e nenhuma alteracéo foi observada nassgo deste gene no CL de animais

tratados com eCG.
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Tabela 1 - Genes aumentados (k6,0.5) nos animais estimulados em relacdo aos &nguoatrole.

Vezes Valor de

UniGene ID Nome do gene Simbolo mudado P
Bt.16350.2.A1_s_at guanylate binding protein 5 GBP5 4.42 0.002
Bt.2498.2.A1 a_at fibrinogen gamma chain FGG 3.81 .00D
Bt.440.1.S1_at neurotensin NTS 3.74 0.036

major histocompatibility complex, class I, A /// joa
Bt.27760.1.S1_at histocompatibility complex, class I, A BoLA /Il HI-A 3.56 0.022
Bt.146.1.S1_at defensin, beta 4A DEFB4A 3.12 0.002
Bt.7165.1.S1_at chemokine (C-X-C motif) ligand 5 (@):3) 3.06 0.031
Bt.15731.1.A1_at V-set and immunoglobulin domainteining 4 VSIG4 3.03 0.047
Bt.22869.1.S2_at fatty acid binding protein 5 (jEsis-associated) FABP5 3.02 0.006
Bt.4604.1.S1_a_at acyl-CoA synthetase medium-daanily member 1 ACSM1 2.93 0.001
Bt.6406.1.S3_at CCAAT/enhancer binding protein @, delta CEBPD 2.92 0.011
Bt.19845.2.A1_at coagulation factor XIlII, Al polypele F13A1 2.83 0.005
Bt.209.3.S1_at lysozyme (renal amyloidosis) LYz 7.7 0.0003
Bt.15908.1.S1_at methyltransferase like 7A METTL7A 2.59 0.007
Bt.28383.1.S1_at granulysin GNLY 2.58 0.034
Bt.20455.1.S1_at Microtubule-associated protein tau MAPT 2.56 0.047
Bt.6556.1.S1_at regakine 1 LOC504773 2.55 0.011
Bt.11259.1.S1_at putative 1ISG12(a) protein ISG12(A) 2.55 0.037
Bt.28243.1.S1_a_at vanin 1 VNN1 2.54 0.008
Bt.405.1.S1_at follistatin FST 2.52 0.002
Bt.9510.2.A1 a_at T-cell immunoglobulin and mucewdhin containing 4 TIMD4 2.47 0.024
Bt.499.1.S1_a_at prolactin receptor PRLR 2.44 0.010

serpin peptidase inhibitor, clade A (alpha-1 awtipinase,
Bt.2712.1.S1_at antitrypsin), member 5 SERPINAS5 2.43 0.00004
Bt.26875.1.A1_at N-acetylated alpha-linked acidfegtidase-like 2 NAALADL?2 2.43 0.018
Bt.19620.1.A1_at interferon-induced protein 44 14 241 0.004
Bt.2334.1.S1_at CD68 molecule CD68 2.34 0.004
Bt.14005.1.S1_at CD53 molecule CD53 2.32 0.005
Bt.15713.1.A1_at pleckstrin PLEK 2.31 0.016
Bt.8436.1.S1_at interferon, alpha-inducible pro&in IFI6 2.29 0.006
Bt.24012.1.A1_at similar to guanylate binding piote LOC511531 2.25 0.020
Bt.15731.1.A1_at V-set and immunoglobulin domainteining 4 VSIG4 2.24 0.039
Bt.18219.1.A1_at Hypothetical LOC784866 LOC784866 242 0.013
Bt.24813.1.A1_at receptor (chemosensory) transpprtgein 4 RTP4 2.22 0.002
Bt.20164.1.S1_at complement component 1, g subcoamipB chain C10B 2.22 0.006
Bt.28624.1.S1_at Sterile alpha motif domain coritejrd® SAMD9 2.19 0.007
Bt.21950.1.S1_s_at chemokine (C-C motif) ligand 16 CCL16 2.18 0.007
Bt.4482.1.S1_at macrophage scavenger receptor 1 IMSR 2.17 0.026
Bt.21576.1.S1_at complement component 1, g subcoemipC chain ClQC 2.17 0.005
Bt.7204.1.S1_at Fc fragment of IgG, low affinitjall receptor (CD16a) FCGR3 2.17 0.0001
Bt.1458.1.S1 at phosphoglucomutase 5 PGM5 2.13 0.004

butyrobetaine (gamma), 2-oxoglutarate dioxygengam(ma-
Bt.21759.1.S1_at butyrobetaine hydroxylase) 1 BBOX1 2.13 0.001
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Bt.24467.1.51_at
Bt.21284.2.S1_at

Bt.2294.1.S1_a_at

Bt.20891.1.S1_at
Bt.12694.1.S1_at
Bt.12304.1.S1_at
Bt.1577.1.S1_at
Bt.50.1.S1_at
Bt.12805.1.S1_at
Bt.10077.1.S2_at
Bt.21820.1.S1_at
Bt.287.1.S1_at
Bt.13293.1.S1_at
Bt.26968.1.S1_at
Bt.23278.1.S1_at
Bt.20790.1.S1_at

Bt.1983.1.S1_at
Bt.21883.1.S1_at

Bt.4675.1.51_a_at

Bt.14853.1.A1_at
Bt.18672.1.A1_at
Bt.1791.1.A1_at

Bt.22270.1.S1_at
Bt.350.1.S1_s_at
Bt.26666.1.S1_at

Bt.2520.1.S1_at

Bt.3414.3.A1_a_at

Bt.13315.1.51_at
Bt.6936.1.S1_at
Bt.26700.1.S1_at

Bt.9211.1.S1_at
Bt.471.1.51_at
Bt.24238.1.A1_at

Bt.22829.1.A1_at
Bt.139.1.A1_at
Bt.9504.1.A1_at
Bt.13127.1.S1_at

Bt.9786.1.S1_at
Bt.24707.1.51_at

Bt.6826.1.S1_at
Bt.2942.1.S1_at

Bt.26636.1.S1_at
Bt.23641.1.S1_at

Bt.4615.1.S1 at

radical S-adenosyl methionine doantaining 2
cysteine rich transmembrane BNjBlagor 1 (chordin-like)
ubiquitin-like modifier activatianzyme 7
2'-5'-oligoadenylate syntheta€®2,1kDa

tumor necrosis factor receptoesamily, member 21
ISG15 ubiquitin-like modifier

complement component 1, q subcoetipA chain
CD8a molecule

phospholipase B domain contaihing

interferon regulatory factor 1

similar to GTPase, IMAP family niem5
ribonuclease, RNase A family, k6

CD48 molecule

plexin C1

allograft inflammatory factor 1

tumor necrosis factor (ligand)estgmily, member 10
egf-like module containing, mucin-like, hormoneeptor-
like 1

placenta-specific 8
myxovirus (influenza virus) resistance 1, interfeinducible
protein p78 (mouse)

RAB3A interacting protein (rabin3)

tRNA methyltransferase 12 homd®gcerevisiae)
neural proliferation, different@tiand control, 1
chromosome 10 open reading frédmetBolog
MHC class Il antigen

ADP-ribosylation factor 5
sparc/osteonectin, cwcv and kazal-like domainsgoglycan
(testican) 2

ArfGAP with FG repeats 1
acyl-CoA synthetase family mengber
chemokine (C-C motif) ligand 14

histamine N-methyltransferase
amyloid beta (A4) precursor protein-binding, fantly
member 1 interacting protein

thrombomodulin

macrophage expressed 1
deoxynucleotidyltransferase, terminal, interactngtein 2 ///
glutamate-cysteine ligase, modifier subunit

ADAM metallopeptidase domain 2
chemokine (C-C motif) ligand 4

angiopoietin 1
ST6 (alpha-N-acetyl-neuraminyl-2,3-beta-galactds@l-N-
acetylgalactosaminide alpha-2,6-sialyltransferase 2

CD86 molecule
lymphocyte cytosolic protein 2 (SH2 domain contagni
leukocyte protein of 76kDa)

similar to KIAA0405
natural killer cell group 7 seaqueen

carbonic anhydrase XIII
integrin, beta 2 (complement component 3 receptnB4
subunit)

RSAD2
CRIM1
UBA7
OAS2
TNFRSF21
ISB1
C1QA
CD8A
PLBD1
1RF
LOC530077
oA
cD48
PLXNC1
FAl
TNFSF10

EMR1
PLACS8

MX1
RAB3IP
TRMT12
NPDC1
C13H100RF38
BLA-DQB
ARF5

SPOCK2
AGFG1
ACSF2
aeaL
HNMT

APBBL1IP
THBD

MPEG1
DNTTIP2 /I
GCLM

ADAM2
CCL4
ANGPT1

ST6GALNAC2
CD86

LCP2
FLRT2
NKG7
CA13

ITGB2

2.12 0.022
211 0.003
2.10 0.002
2.08 0.012
2.08 0.040
2.07 0.020
2.07 0.019
2.06 0.030
2.02 0.010
2.01 0.0003
2.01 0.021
2.00 0.047
1.99 0.005
1.99 0.010
1.98 0.001
1.97 0.019
1.97 0.003
1.96 0.003
1.96 0.026
1.94 0.001
1.94 0.005
1.93 0.016
1.92 0.028
1.92 0.040
2.9 0.020
191 0.012
on. 0.045
1.89 0.0001
1.89 0.005
1.87 0.032
1.85 0.001
1.85 0.001
1.850.016
1.84 0.005
1.84 0.004
1.83 0.049
1.83 0.009
1.83 0.0003
1.82 0.019
1.82 0.038
1.82 0.026
181 0.004
1.81 0.003
1.80 0.009
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Bt.25107.1.A1_at

Bt.22465.1.S1_at
Bt.132.1.S1_at
Bt.6151.1.S1 at
Bt.9807.1.S1_at
Bt.9662.1.S1_at
Bt.22491.1.A1_at
Bt.9974.1.S1_at
Bt.9215.1.A1_at
Bt.21224.1.S1_at
Bt.12196.1.S1_at
Bt.20918.1.A1_at
Bt.28439.1.S1_a_at
Bt.21131.1.A1_at
Bt.18566.1.A1_at
Bt.12500.2.S1_a_at
Bt.2858.1.S1_at
Bt.3115.1.A1_at
Bt.5092.2.A1_at
Bt.6963.1.A1_at
Bt.4147.1.S1_at
Bt.22576.1.A1_at
Bt.22050.1.S1_at
Bt.23559.1.S1_at
Bt.6387.1.A1_at
Bt.2818.2.S1_a_at
Bt.6980.1.S1_at
Bt.20054.1.S1_at
Bt.10001.1.A1_at
Bt.16234.2.S1_at
Bt.19521.1.A1_at
Bt.13134.1.S1_at

Bt.19028.1.A1_at
Bt.5493.1.S1_at
Bt.11057.1.S1_at
Bt.12745.3.S1_at
Bt.2047.1.S1_at
Bt.13428.2.S1_at

Bt.7214.1.S1_a_at
Bt.4107.1.S1_at
Bt.7264.1.S1_at

Bt.23173.1.S1_at
Bt.4153.1.S1_at
Bt.6406.1.S3_at
Bt.25039.1.S1 at

FYVE, RhoGEF and PH domain coimai’d
similar to EF-hand calcium-binding domain-contagin
protein 4A

defensin, beta 1

colony stimulating factor 1 recepto

glycoprotein (transmembrane) nmb

prostaglandin E receptor 4 (subBp4¢)

similar to NKp80 NK receptor

chemokine (C-C motif) ligand 3

WW domain containing oxidoreductase

dedicator of cytokinesis 10

protein tyrosine phosphatasepteceype, C
phosphoinositide-3-kinase inténgcprotein 1
lymphocyte antigen 9

similar to transmembrane protéié 1

similar to hCG27535

lymphocyte cytosolic proteih-plastin)
abhydrolase domain containing 6

aspartylglucosaminidase

histone deacetylase 6

ecotropic viral integration site 2B
phosphodiesterase 6A, cGMP-spguifit; alpha
protein phosphatase 1, reguldtohibitor) subunit 3D
hemopoietic cell kinase

thiamin pyrophosphokinase 1

carbohydrate (N-acetylglucosamit®) &ulfotransferase 7
nudix (nucleoside diphosphaketirmoiety X)-type motif 2
SLAM family member 7

interferon regulatory factor 9

solute carrier family 39 (zinawsporter), member 14
splicing factor, arginine/seriiog-1.8

alcohol dehydrogenase 4 (clasgilpolypeptide

jun oncogene
transient receptor potential cation channel, subja@
member 6

S100 calcium binding protein A4
shisa homolog 3 (Xenopus laevis)
phospholipase A2, group IB (pagre
adrenomedullin

fructose-1,6-bisphosphatase 1
collagen, type IV, alpha 3 (Goodpasture antigenylinig
protein

desmocollin 2

cathepsin F
pancreatic progenitor cell differentiation and feshtion
factor

dual specificity phosphatase 12
CCAAT/enhancer binding protein @, delta
hypothetical protein LOC100302527

FGD5

LOC615055
EBD
CSF1R
NGB
PTGER4
LOG5D1
CCL3
WWOX
DOCK10
PTPRC
PIK3IP1
LY9
LOC528994
LOC539805
LCP1
BBH
AGA
HDACG6
EVI2B
PDEGA
PPP1R3D
HCK
TPK1
CHST7
NUDT2
SLAMF7
IRF
SLC39A14
SFRS18
ADH4
JUN

TRPC6
G0
HIS83
PLA2G1B
ADM
FBP1

COL4A3BP
DSC2
CTSF

PPDPF
PLIS
CEBPD
LOC100302527

1.79

1.79
1.79
1.78
1.78
1.78
1.78
1.78
1.77
1.76
1.76
1.76
1.75
1.75
1.75
1.75
1.75
1.75
1.74
1.74
1.73
1.72
1.72
721
1.72
1.72
1.72
1.72
1.71
171
1.71
171

1.71
1.70
1.70

1.70
1.69
1.69

1.69
1.69
1.68

1.68

1.68
1.68
1.67

0.042

0.037
0.003
0.034
0.012
0.046
0.028
0.039
0.035
0.004
0.044
0.044
0.005
0.023
0.017
0.035
0.046
008.
0.021
0.006
0.025
0.020
0.010
0.023
0.007
0.003
om
0.005
0.001
0.020
0.031
0.017

0.042
0.047
0.007

0.046

0.024
0.026

0.00003
0.036
0.002

0.002

0.0002
0.010
0.023
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Bt.1377.1.S1_at
Bt.28288.1.S1_at

Bt.7013.1.S1_at

Bt.6009.1.S1_at
Bt.27830.1.A1_at
Bt.25887.1.A1_at
Bt.17766.1.S1_at
Bt.1151.1.S1_at
Bt.8939.1.S1_at
Bt.14207.1.S1_at
Bt.27073.1.S1_at
Bt.24098.1.A1_at
Bt.17380.1.S1_at
Bt.7873.1.S1_at
Bt.26654.1.S1_at
Bt.5343.1.A1_at

Bt.1007.1.S1_at
Bt.6963.1.A1_at

Bt.3862.1.S1_a_at

Bt.21997.2.A1_at
Bt.18251.2.A1_at
Bt.1607.1.S1_at

Bt.20883.1.S1_at
Bt.15615.1.S1_at
Bt.5326.2.S1_at

Bt.26426.1.A1_at

Bt.3046.2.S1_at
Bt.14029.1.S1_at
Bt.16678.1.S1_at

Bt.9563.1.S1_at
Bt.25537.1.A1_at
Bt.13198.1.S1_at
Bt.1165.1.S1_at

Bt.26060.1.A1_at
Bt.14035.1.S1_at
Bt.8915.1.A1_at

Bt.27943.1.S1_at
Bt.28865.1.A1_at
Bt.16001.1.S1_at
Bt.20091.1.S1_at
Bt.13934.1.S1_at
Bt.28908.1.A1_at
Bt.6434.1.S1_at

Bt.28490.1.S1_at
Bt.24623.1.A1 at

chemokine (C-C motif) receptor 1

DnaJ (Hsp40) homolog, subfamilgnBmber 1
similar to Interleukin-32 precursor (IL-32) (Natukdller

cells protein 4) (Tumor necrosis factor alpha-iridgdactor)

solute carrier family 7 (cationic amino acid traospr, y+
system), member 7

SP140 nuclear body protein
UDP-glucose ceramide glucosylfienase
chromosome 3 open reading franwtB8log
cellular retinoic acid binding pint2

TYRO protein tyrosine kinase bigdinotein
glycine C-acetyltransferase

acyl-CoA dehydrogenase, long chain
interferon induced with helicasddnain 1
transmembrane protein 205

basal cell adhesion molecule (Lathblood group)

forkhead-associated (FHA) phosppiige binding domain 1

CD300 molecule-like family member g
major histocompatibility complex, class Il, DM bethain,
expressed

ecotropic viral integration site 2B

peroxisome proliferator-activaigsgptor gamma
protein phosphatase, Mg2+/Mn2+edepnt, 1K
similar to BMP-2-inducible protd&imase (BIKe)
unc-51-like kinase 1 (C. elegans)

angiogenin, ribonuclease, RNafsemly, 5

NLR family, CARD domain containihg

BTG family, member 2

RNA binding motif protein 43
ficolin (collagen/fibrinogen domain containing legt2
(hucolin)

chondroitin sulfate N-acetylgalaaminyltransferase 2

brain expressed X-linked 2
ankyrin repeat, SAM and basic leucine zipper domain
containing 1

UDP-glucuronate decarboxylase 1

signal-regulatory protein alpha

adenylate cyclase 7

Bruton agammaglobulinemia tyrogiimase

protein kinase C, beta

dehydrogenase E1 and transketdlas@in containing 1
signal transducer and activattraoicription 2, 113kDa
ribosomal protein S8

cytochrome P450, family 27, sulifef polypeptide 1
transcription factor 20 (AR1)

CD3g molecule, gamma (CD3-TCR dexyp

similar to guanylate binding photé

ring finger protein 149
IMP2 inner mitochondrial membrane peptidase-like (S
cerevisiae)

erythrocyte membrane protein bhadike 4A

RaC
DNAJB1

LOC505800

SLC7A7
SP140
UGCG
C22H30RF23
CRABP2
TYROBP
GCAT
ACADL
IFIH1
TMEM205
BCAM
FHAD1
CD300LG

BOLA-DMB
EVI2B
PPARG
PPM1K
LOC505766
LKU
ANG
NLRCS5
BTG2
RBM43

FCN2
CSGALNACT2
BEX2

ASZ1
SWX
RFA
ADCY7
BTK
PRKCB
DHTKD1
STAT2
RPS8
CYP27A1
TGF2
CD3G
LOC507055
RNF149

IMMP2L
EPB41L4A

1.67
1.67

1.67

1.67
.66 1
1.65
1.65
1.65
1.65
.651

1.64
1.64

1.64
1.64
1.64

1.64

1.64
1.64
1.64
1.63
1.63
1.63
1.63
1.63
1.63
1.63

1.63
1.63
631.

1.62
1.62
1.61
1.61
1.61
161
1.60
1.60
1.60
1.60
1.60
1.60
1.60
1.60

1.59
1.59

0.035
0.033

0.002

0.039
0.0002
0.016
0.007
0.030
0.047
0.008
0.017
0.019
0.029
0.013
0.011
0.001

0.012
0.008
0.015
0.007
0.034
0.012
0.012
0.037
0.038
0.027

0.037
0.021
0.022

0.045
0.009
0.018
0.007
0.012
0.013
0.029
0.015
0.014
0.012
0.024
0.049
0.050
0.011

0.024
0.038
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Bt.26983.1.S1_at

Bt.25030.1.A1_a_at

Bt.25111.1.A1_at
Bt.25039.1.S1_at
Bt.21431.1.S1_at
Bt.19514.1.A1_at
Bt.4049.1.S1_at
Bt.5259.1.S1 at
Bt.16068.1.A1_at
Bt.16857.1.A1_at
Bt.16632.1.A1_at
Bt.7632.1.S1_a_at
Bt.4293.1.S1_at
Bt.12964.1.A1_at

Bt.17571.1.A1_at
Bt.2657.1.S1_a_at
Bt.351.1.S1_at
Bt.23276.2.S1_at
Bt.21154.2.S1_at
Bt.9349.1.S1_at
Bt.7393.1.S1_at
Bt.22179.1.S1_at
Bt.13769.1.S1_at
Bt.12849.2.S1_at
Bt.18203.1.A1_at
Bt.143.1.S1_at
Bt.8803.1.A1_at

Bt.13493.1.A1_at
Bt.1275.1.S1_at

Bt.2726.2.51_at

Bt.5392.1.S1_at

Bt.7938.1.S1_at

Bt.13113.1.S1_at
Bt.23233.2.S1_at
Bt.22739.2.S1_at
Bt.13959.1.S1_at
Bt.21732.1.S1_at
Bt.16180.1.S1_at
Bt.21897.1.S1_at

Bt.20762.2.S1_at
Bt.4622.1.S1_at

Bt.16983.1.S1_at
Bt.18219.1.A1_at
Bt.17110.2.A1_at

Bt.21147.2.S1 a_at

caspase 1, apoptosis-related cysteine peptidasedirkin 1,

beta, convertase)
transmembrane 9 superfamily neerab
Similar to interferon-induced jint44-like
hypothetical protein LOC100302527
lymphotoxin beta (TNF superfamitgmber 3)
hypothetical protein LOC100140616
armadillo repeat containing, X-4idi6
XIAP associated factor 1
Glutamate-cysteine ligase, catagdbunit
fragile histidine triad gene
hypothetical LOC613276
NCK-associated protein 1-like
intercellular adhesion molecule 3

Glycoprotein M6B
spleen focus forming virus (SFFV) proviral integpat
oncogene spil

fermitin family homolog 3 (Drokiip)

coronin, actin binding protein, 1A

similar to Absent in melanomadtgin
serine/threonine kinase 4

similar to coagulation factor \dHsociated protein
Nephronectin

similar to basement membrane-gdigene
Microtubule-associated protein 2

solute carrier organic anion partsr family, member 2B1
junctional adhesion molecule 2

neutrophil cytosolic factor 2

complement component 1, r subcompbn
Cadherin, EGF LAG seven-pass G-type receptor tifigo
homolog, Drosophila)

similar to fractalkine
dapper, antagonist of beta-catenin, homolog 1 (¥eso
laevis)

CD36 molecule (thrombospondin recgp
cathepsin S

L-gulono-gamma-lactone oxidase

ubiquitin specific peptidase 18

suppressor of cytokine signaling 4

protein kinase C, epsilon

ribonuclease T2

poly (ADP-ribose) polymerase fgmitember 11

ring finger protein 217
Chronic lymphocytic leukemia deletion region gengrétein
homolog

mannosidase, alpha, class 2B, menbe
TRIM6-TRIM34 readthrough
Hypothetical LOC784866

flavin containing monooxygenase 5

hypothetical protein LOC507810

CASP1
TMOSF2
LOC508347

LOC100302527

LTB

LOC100140616

ARMCX6
XAF1

GCLC
FHIT
LOC613276

MCKL
CAM3
GPM6B

SPI1
FERMT3
ORO1A
LOC526200
STK4
LOC617475
NPNT
LOC507126
AP
SLCO2B1
2AM
NCF2
CI1R

CELSR2
LOC517354

DACT1
CD36
CTSS
GUL
PUS
SOCS4
PRKCE

RNASET2

PARP11
RNF217

CLLD6
MAN2B1
TRIM6-MR34
LOC784866
FMO5
0OCb07810

1.59 0.007
1.59 0.030
1.59 0.010
1.59 0.018
1.59 0.042
1.59 0.005
1.59 0.009
1.58 0.025
1.58 0.033
1.58 0.018
.581 0.010
1.58 0.027
1.58 0.031
1.58 0.010
1.57 0.032
157 0.010
1.57 0.039
1.57 0.050
715 0.010
1.57 0.034
1.57 0.022
1.57 0.014
1.57 0.034
157 0.030
1.56 0.001
.561 0.031
1.56 0.036
1.56 0.013
1.56 0.005
1.56 0.044
1.56 0.002
1.56 0.012
1.55 0.032
1.55 0.014
1.55 0.006
551. 0.044
155 0.047
1.55 0.030
155 0.043
1.55 0.012
1.54 0.001
1.54 0.024
541 0.009
1.54 0.014
1.54 0.009




167

Bt.2905.1.S1_at
Bt.23488.1.S1_at
Bt.8945.1.S1_at
Bt.8804.1.S1_at
Bt.6438.1.A1_at
Bt.196.1.S1_at
Bt.1616.1.A1_at
Bt.9444.1.S1_at
Bt.4544.1.S1_at
Bt.24069.1.A1_at
Bt.12743.1.A1_at
Bt.27364.1.S1_at
Bt.1585.1.A1_at

Bt.4946.1.S1_at
Bt.18440.2.S1_at

Bt.23174.1.S1_at
Bt.14166.2.S1_at
Bt.9350.1.A1_at

Bt.29873.1.S1_at

Bt.20600.2.A1_a_at

Bt.20409.1.S1_at
Bt.26905.1.A1_at
Bt.1539.1.S1_at

Bt.13486.1.A1 at

NDRG family member 2
complement factor properdin

toll-like receptor 2

NEL-like 2 (chicken)

transforming growth factor, beta 2
8KDa amlexanox-binding protein
superoxide dismutase 3, extracgllul
serine/threonine kinase 17a

integrin, alpha 6

C-type lectin domain family 2, niemD
ATP-binding cassette, sub-familgADD), member 4
platelet-activating factor recepto

hypothetical protein LOC534992
ras-related C3 botulinum toxin substrate 2 (rhoiligrsmall
GTP binding protein Rac2)

similar to guanylate binding prote
CD74 molecule, major histocompatibility complexass Il
invariant chain

transmembrane protein 150C

ganglioside-induced differentiatassociated protein 1
mesoderm specific transcript hominouse)

MYC induced nuclear antigen

poly (ADP-ribose) polymerase fgmilember 9
protein phosphatase 1, reguldtohibitor) subunit 3B
GM2 ganglioside activator

glycine dehydrogenase (decarbtirgp

NDRG2
CFP
TLR2
NELL2
TGFB2
SI1DBA
SOD3
STK17A
ITGAG
CLEC2D
ABCD4
PTAFR
G28r

RAC2
LOC510382

CD74
TMEM150
GDAP1
MEST
MINA
PARP9
PPP1R3B
GM2A
GLDC

1.54

54 1.
1.54
1.53
1.52
1.52
1.52
1.52
1.52
1.52
1.52
152
151

151
151

151
151
1.50
1.50
1.50
1.50
1.50
1.50
1.50

0.0
0.043
0.035
0.001
0.032
0.008
0.039
0.048
0.040
0.004
0.011
0.023
0.006

0.034
0.023

0.020
0.0004
0.023
0.024
0.019
0.005
0.001
0.024
0.040
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Tabela 3- Genes diminuidos (1,8090.5) nos animais estimulados em relacdo aos anguatrole.

Vezes Valor de
UniGene 1D Nome do Genes Simbolo mudado P
Bt.4404.1.A1_at protease, serine, 2 (trypsin 2) PRS -11.60 0.0000001
Bt.27140.1.S1_at similar to mKIAA1077 protein LOGAB6 -5.64 0.0002
Bt.16201.1.S1_at S100 calcium binding protein A9 0®19 -4.65 0.0013
Bt.396.2.S1_a_at cellular retinoic acid bindingtpho 1 CRABP1 -4.50 0.03
Bt.23042.1.S1_at metallothionein 1E MT1A -4.23 0.01
microtubule-associated protein 1 light chain 3
Bt.3000.2.51_a_at gamma MAP1LC3C -4.16 0.04
Bt.27963.1.A1_at neutral cholesterol ester hydelhs NCEH1 -3.93 0.0009
nudix (nucleoside diphosphate linked moiety X)-
Bt.17990.1.A1_at type motif 11 NUDT11 -3.32 0.01
Bt.9360.1.S1_at S100 calcium binding protein A8 B0 -3.19 0.0042
Bt.27140.1.S1_at similar to mKIAA1077 protein LOGAB6 -3.15 0.0003
Bt.14200.1.A1_at metallothionein 1E MT1E -3.10 0.02
Bt.22389.1.S1_at shisa homolog 2 (Xenopus laevis) HIS82 -2.47 0.04
Bt.8953.1.S1_at prostaglandin E synthase PTGES 0-2.4 0.03
Bt.10823.1.A1_s_at hydrolethalus syndrome 1 HYLS1 2.33 0.0029
nudix (nucleoside diphosphate linked moiety X)-
Bt.17990.1.A1_at type motif 11 NUDT11 -2.29 0.01
Bt.10144.1.A1_s_at T-cell ymphoma invasion andastsis 1 TIAM1 -2.27 0.0004
matrix metallopeptidase 9 (gelatinase B, 92kDa
Bt.4714.1.S1_at gelatinase, 92kDa type IV collagenase) MMP9 -2.26 .00003
potassium large conductance calcium-activated
Bt.546.1.S1_at channel, subfamily M, alpha member 1 KCNMAL -2.15 .010
Bt.25744.1.A1_at solute carrier family 38, membér 1 SLC38A11 -2.09 0.0023
Bt.29009.1.A1_at ryanodine receptor 3 RYRS3 -2.06 020.
glycerophosphodiester phosphodiesterase domain
Bt.26100.2.A1_at containing 1 GDPD1 -2.02 0.02
Bt.13482.1.S1_at nephroblastoma overexpressed NOV 2.01- 0.01
Bt.16201.2.A1_at S100 calcium binding protein A9 0849 -1.99 0.01
Bt.29619.1.A1_at chromosome 6 open reading frameot#holog C23H60rf141 -1.99 0.01
Bt.8479.1.A1 at nitric oxide synthase 2, inducible NOS2 -1.96 0.01
Bt.28456.1.S1_at similar to alpha-tubulin LOC407195 -1.95 0.01
Bt.29009.1.A1_at ryanodine receptor 3 RYR3 -1.95 010.
Bt.4224.1.S1 at adenylate kinase 1 AK1 -1.94 0.01
Bt.21079.1.A1_at similar to solute carrier family, 3nember F2 LOC782215 -1.93 0.02
Bt.11420.1.A1_at prolyl 4-hydroxylase, alpha polypee Il P4HA3 -1.91 0.0017
Bt.27866.1.A1_at myo-inositol oxygenase MIOX -1.89 0.01
Bt.19093.1.S1_at Aldehyde dehydrogenase 1 famigmber A2 ALDH1A2 -1.89 0.03
Platelet-derived growth factor receptor, alpha
Bt.9423.1.S1 at polypeptide PDGFRA -1.88 0.05
Bt.23294.1.A1_at PDZ and LIM domain 3 PDLIM3 -1.86 0.02
Bt.5247.1.S1_at prostaglandin 12 (prostacyclin)tisgae PTGIS -1.85 0.0013
Bt.28456.1.S1_at similar to alpha-tubulin LOC407195 -1.83 0.01
Bt.9379.1.S1 at monoamine oxidase A MAOA -1.82 0.02
Bt.2568.1.S1_at perilipin 2 PLIN2 -1.82 0.01
Bt.12297.1.S1_at lysyl oxidase-like 4 LOXL4 -1.82 .00
Bt.10398.1.S1_at pentraxin 3, long PTX3 -1.81 0.03
phosphatidylinositol glycan anchor biosynthesis,
Bt.3580.2.S1 at class K PIGK -1.81 0.0004
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Bt.3226.1.S1_at
Bt.22496.1.S1_at
Bt.18228.2.51_a_at
Bt.5268.1.S1_at
Bt.26741.1.S1_at

Bt.13899.1.A1_at
Bt.16830.1.S1_at
Bt.12294.2.A1_at

Bt.628.1.S1_at
Bt.23235.1.51_at

Bt.9267.1.A1_at
Bt.20343.1.S1_at
Bt.8624.1.S1_at
Bt.26309.1.A1_at
Bt.19482.1.A1_at
Bt.8109.2.A1_at
Bt.3870.1.S1_at
Bt.4078.2.51_a_at
Bt.24842.1.A1_at
Bt.4865.1.S1_at

Bt.19643.2.S1_at

Bt.27546.1.S1_at
Bt.28556.1.S1_at
Bt.4510.1.S1_at
Bt.6658.2.A1_at

Bt.19585.2.51_at
Bt.15740.1.A1_at
Bt.9777.1.S1_at

Bt.24396.3.A1_at
Bt.20530.1.S1_at

Bt.22740.1.A1_at
Bt.2519.1.S1_at

Bt.3580.1.A1_at
Bt.19681.1.A1_at
Bt.13996.3.A1_at

Bt.27675.1.A1_at
Bt.23966.1.A1_at
Bt.24790.1.A1_at
Bt.1804.1.S1_at

Bt.16230.1.S1_at

Bt.23658.2.S1_at
Bt.28194.1.51_at

heme oxygenase (decycling) 2 HMOX2
carbonyl reductase 3 CBR3
Sec61 alpha 2 subunit (S. ciaeyi SEC61A2
follistatin-like 3 (secreted glyoaiein) FSTL3

NIF3 NGG1 interacting factor 2k (S. pombe) NIF3L1
ectonucleotide pyrophosphatase/phosphodiesterase

1 ENPP1
leucine zipper, down-regulatechimcer 1 LDOC1
Adhesion molecule with Ig-like daim?2 AMIGO2

transmembrane emp24 protein transport domain

containing 6 TMEDG6

RNA pseudouridylate synthase domain containing

3 RPUSD3

apolipoprotein B mRNA editing enzyme, catalytic

polypeptide-like 3B APOBEC3B
unc-13 homolog D (C. elegans) usiC1
arginase, type Il ARG2
sorting nexin 31 SNX31
transferrin receptor (p90, CD71) FRT
sushi-repeat-containing proteirinked 2 SRPX2
Tubulin tyrosine ligase-like famityember 3 TTLL3

reticulocalbin 3, EF-hand caldinding domain RCN3
RAS-like, estrogen-regulated, ghoimhibitor RERG

elastin microfibril interfacer 1 ENN1
potassium large conductance calcium-activated
channel, subfamily M, beta member 4 KCNMB4
LOC513940 /I
similar to RIKEN cDNA 4930519N13 /// similar to LOC783633 ///

KIAAQ0980 protein /// similar to KIAA0980 protein LOC785425 ///

/Il similar to RIKEN cDNA 4930519N13 LOC787322
adenosine deaminase-like ADAL
polyamine-modulated factor 1 PMF1
family with sequence similarity #6ember B FAM46B

general transcription factor IIH, polypeptide 1,

62kDa GTF2H1
tumor protein D52-like 1 TPD52L1
3-hydroxybutyrate dehydrogenage ly BDH1

nudix (nucleoside diphosphate linked moiety X)-

type motif 10 NUDT10
NmrA-like family domain containihg NMRAL1

core 1 synthase, glycoprotein-N-
acetylgalactosamine 3-beta-galactosyltransferase CILGALT1

plasminogen activator, urokinase AWPL
similar to Phosphatidylinositol glycan anchor

biosynthesis, class K LOC782466

Similar to Uncharacterized prot€iAA0802 LOC538547

phospholipase D1, phosphatidylokeespecific PLD1
v-kit Hardy-Zuckerman 4 feline sarcoma viral

oncogene homolog KIT
hydroxyacid oxidase 2 (long chain) HAO2
protein tyrosine phosphatase pteceype, G PTPRG
GINS complex subunit 4 (SId5 homplo GINS4

calcium/calmodulin-dependent protein kinase I

inhibitor 1 CAMK2N1

ASF1 anti-silencing function 1 homolog B (S.

cerevisiae) ASF1B

glutathione S-transferase omega 1 GSTO1

-1.78

-1.77

-1.77
-1.77
-1.77

-1.76
-1.76
-1.75

-1.74

-1.73

-1.72
-1.68
-1.68
-1.67
-1.67
-1.67
-1.67
-1.67
-1.66
-1.66

-1.66

-1.66
51.6

1.65

-1.64

-1.63
1.63
-1.63

-1.62
-1.62

-1.61
-1.61

-1.61
-1.61
-1.60

-1.60
-1.59

-1.59
-1.59

-1.59

-1.58
-1.58

0.01
01 0.
0.0024
0.0003
0.03

0.04
0.01
0.02

0.0003

0.0006

0.02
0.03
0.0036
0.04
0.02
0.04
0.04
0.0023
0.02
0.02

020.

0.0021
0.04
0.02

0.01

0.02
0.04
0.03

0.0007
0.03

0.03
0.02

0.0007
0.03
0.05

0.03
0.01

0.02
0.01

0.04

0.04
0.0020
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Bt.2159.1.S1_at

Bt.23619.1.S1_a_at

Bt.20420.1.S1_at

Bt.24504.1.A1_at
Bt.4912.1.S1_at
Bt.12685.1.S1_at
Bt.18626.1.A1_at
Bt.1745.1.S1_at

Bt.3580.2.S1_at
Bt.13027.1.A1_at
Bt.12462.1.S1_at
Bt.1953.1.S1_at
Bt.18080.3.A1_at
Bt.2179.1.S1_a_at
Bt.6803.1.A1_at

Bt.10816.1.S1_s_at

Bt.23399.1.S1_at
Bt.22094.1.A1_at
Bt.805.1.S1_at
Bt.27316.2.A1_at
Bt.20510.1.S1_at
Bt.6603.1.A1_at

Bt.1702.1.A1_at
Bt.10855.1.S1_at

Bt.1185.2.S1_at
Bt.5626.3.S1_at
Bt.6527.1.S1_at
Bt.3996.1.S1_at
Bt.21924.1.A1_at

Bt.12010.2.S1_at

Bt.24801.1.A1_at
Bt.4995.1.A1_at

Bt.28582.1.S1_s_at

Bt.18101.1.A1_at
Bt.27549.1.A1_at
Bt.25788.1.S1_at
Bt.26343.1.S1_at
Bt.26730.1.S1_at
Bt.22545.2.S1 at

transmembrane protein 45A

RAB GTPase activating protdikel- RABGAP1L
cyclin-dependent kinase inhibitor 2C (p18, inhibits

CDK4) CDKN2C
UDP-N-acetyl-alpha-D-galactosamine:polypeptide
N-acetylgalactosaminyltransferase 12 (GalNAc-

T12) GALNT12
peptidase inhibitor 16 PI116
myosin, heavy chain 11, smoottchaus MYH11
RAB, member RAS oncogene famhkgb RABL5
keratin 18 KRT18

phosphatidylinositol glycan anchor biosynthesis,

class K PIGK
hydroxysteroid (11-beta) dehydnage 1 HSD11B1
lipolysis stimulated lipoprotedceptor LSR
microtubule-associated protein 1A APYA
similar to tescalcin LOC787094
sal-like 2 (Drosophila) SALL2
TRAF2 and NCK interacting kinase IKN
centromere protein N CENPN
pyruvate kinase, muscle PKM2
interleukin 33 IL33
adiponectin receptor 2 ADIPOR2
retinoblastoma binding protein 8 BBR8

FXYD domain containing ion transpegulator 1~ FXYD1

RAB32, member RAS oncogene family ABR2

pleckstrin homology-like domain, family A,

member 2 PHLDA2
regulator of G-protein signaling@4kDa RGS2

nucleolar protein 3 (apoptosis repressor with

CARD domain) NOL3
kinesin light chain 1 KLC1
lymphoid enhancer-binding factor 1 LEF1
multiple EGF-like-domains 10 MEGF10
uronyl-2-sulfotransferase UST

ADAM metallopeptidase with thrombospondin

type 1 motif, 1 ADAMTS1

similar to Class B basic helix-loop-helix protein 5

(bHLHB5) (Protein BETA3) LOC525275
Anillin, actin binding protein ANLN

activating signal cointegratoorhplex subunit 1 ASCC1

olfactomedin 1 OLFM1
tudor domain containing 6 TDRD6
zinc finger and BTB domain coritejri6 ZBTB16
microsomal triglyceride transfert@n MTTP
torsin A interacting protein 2 TIRRP2
fibulin 1 FBLN1

TMEMA45A

1.57
-1.57

-1.57

-1.57
-1.57
-1.57
-1.57
-1.56

-1.56
-1.56
-1.56
-1.55
581.
54.
-1.54
-1.54
-1.54
-1.54
-1.54
-1.54
-1.53
-1.53

-1.53
-1.53

-1.53
-1.52
-1.52
-1.52
21.5

-1.52

-1.52
-1.51
-1.51
-1.51
511
-1.51
-1.51
-1.50
-1.50

0.03
0.03

0.0016

0.0044

.040
0.02
0.02
0.05

0.0006

0.01
0.0015
0.04

0.04

0.0030

0.05
0.05
0.03
0.03
0.04
0.01
0.03
0.05

0.04
0.02

0.01
04.
0.02
0.01
0.01

0.05

0.05
0.05
0.02
0.03
0.03
0.02
0.03
0.01
0.0038
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Vezes Valor
UniGene ID Nome do Genes Simbolo mudado  de P
Bt.3805.1.S1_at MHC class | antigen /// MHC CladsSP.1 BOLA-N 7.06 0.04
Macrophage migration inhibitory factor (glycosytatiinhibiting
Bt.15528.1.S1_at factor) MIF 6.16 0.04
Bt.12930.1.S1_a_at Tachykinin, precursor 1 TAC1 5.27 0.03
Bt.7165.1.S1_at Chemokine (C-X-C maotif) ligand 5 (@) 4.52 0.04
Bt.440.1.S1_at Neurotensin NTS 4.10 0.04
Bt.4594.1.S1_at MHC class Il antigen BLA-DQB 4.06 0.01
Bt.17599.1.A1_at Cadherin 8, type 2 CDH8 3.35 0.03
Bt.8967.1.S1_at Myostatin MSTN 2.93 0.01
Bt.21131.1.A1_at Similar to transmembrane prot&6é 1 LOC528994 2.78 0.001
Integrin, alpha V (vitronectin receptor, alpha gptide, antigen
Bt.5273.1.S1_at CD51) ITGAV 2.70 0.02
Bt.5935.2.51_a_at Lysosomal protein transmembraaipha LAPTM4A 2.56 0.002
Bt.13789.1.A1_at CD14 molecule CD14 2.56 0.05
Bt.4751.1.S1_a_at Major histocompatibility complebass I, DQ alpha 2 BOLA-DQA2 2.53 0.01
Bt.209.3.S1_at Lysozyme (renal amyloidosis) LYz 2.39 0.004
Bt.19845.2.A1_at Coagulation factor XllI, Al polygie F13A1 2.36 0.01
Bt.23093.1.S1_at Chemokine (C-X-C motif) ligand 2 X@2 2.36 0.004
Bt.12295.1.S1_at Podoplanin PDPN 2.35 0.001
Bt.22045.1.S1_at Six transmembrane epithelial antif the prostate 2 STEAP2 2.34 0.01
Bt.29403.1.S1_at Trefoil factor 2 TFF2 2.31 0.004
Bt.5494.1.S1_at CD44 molecule (Indian blood group) CDh44 2.18 0.02
Bt.4679.1.S1_at Fc fragment of igg, low affinitlg,ireceptor (CD32) FCGR2 2.13 0.02
Bt.8945.1.S1_at Toll-like receptor 2 TLR2 2.12 0.03
Bt.22869.1.S2_at Fatty acid binding protein 5 (jz=is-associated) FABP5S 2.05 0.01
Bt.26700.1.S1_at Histamine N-methyltransferase HNMT 2.05 0.01
Bt.367.1.S1_at Survival motor neuron OLR1 2.05 0.05
Bt.471.1.S1_at Thrombomodulin THBD 2.00 0.02
Bt.6406.1.S3_at CCAAT/enhancer binding protein @, delta CEBPD 2.00 0.003
Bt.24592.1.S1_at Neuritin 1 NRN1 1.94 0.01
Bt.19028.1.A1_at Transient receptor potential ¢catbannel, subfamily C, member 6 TRPC6 1.93 0.01
Bt.9559.2.S1_at Amyloid beta (A4) precursor protein APP 1.93 0.03
Bt.21950.1.S1_at Chemokine (C-C motif) ligand 16 LCE 1.93 0.03
Bt.3885.4.51_x_at Chloride channel accessory duxgene) CLCA3P 1.92 0.01
Bt.12805.1.S1_at Phospholipase B domain contaihing PLBD1 1.91 0.02
Bt.9510.2.A1_a_at T-cell immunoglobulin and mucawthin containing 4 TIMDA4 1.91 0.03
Bt.19514.1.A1_at Hypothetical protein LOC100140616 LOC100140616 1.88 0.03
Bt.23278.1.S1_at Allograft inflammatory factor 1 AlF1 1.87 0.002
Chloride channel accessory 3 (pseudogene) ///airglcalcium- CLCA3P /Il
Bt.3885.4.S1_a_at  activated chloride channel LOC784768 1.87 0.01
Bt.146.1.S1_at Defensin, beta 4A DEFB4A 1.86 0.02
Bt.2334.1.S1_at CD68 molecule CD68 1.86 0.02
Bt.20639.1.A1_at PHD finger protein 3 PHF3 1.84 0.03
Aminoadipate-semialdehyde dehydrogenase-phospheipeityl
Bt.9821.1.S1_at transferase AASDHPPT 1.83 0.004
Bt.6731.1.S1 at Chromosome 1 open reading franwthélog C3Hlorf54 1.82 0.03
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Bt.26666.1.S1_at
Bt.9350.1.A1_at
Bt.21224.1.S1_at
Bt.20248.1.S1_at
Bt.15808.1.S1_at
Bt.13484.1.A1_at
Bt.22512.2.S1_at
Bt.25537.1.A1_at
Bt.27339.1.A1_at
Bt.27887.1.S1_at
Bt.15979.1.S1_at
Bt.9807.1.S1_at
Bt.5598.1.S1_at
Bt.27929.1.S1_at
Bt.24238.1.A1_at
Bt.13293.1.S1_at
Bt.22081.1.S1_at
Bt.18533.1.S1_at
Bt.8939.1.S1_at
Bt.5858.1.S1_at
Bt.6795.1.S1_at
Bt.4110.1.S1_at
Bt.4635.1.S1_at
Bt.26635.1.S1_at

Bt.619.2.A1_at

Bt.9027.1.S1_at
Bt.22050.1.S1_at
Bt.2726.2.S1_at
Bt.2629.1.S1_at
Bt.24707.1.S1_at
Bt.6208.1.A1_at
Bt.4989.1.S1_at
Bt.24824.1.S1_at
Bt.685.1.A1_at
Bt.28288.1.S1_at
Bt.25087.3.S1_at
Bt.16730.1.A1_at
Bt.14143.1.S1_at
Bt.196.1.S1_at
Bt.22042.1.S1_at
Bt.4279.2.S1_at
Bt.6387.1.A1_at
Bt.27920.1.A1_at
Bt.3414.3.A1_a_at
Bt.11428.1.A1 at

ADP-ribosylation factor 5

Ganglioside-induced differentiatessociated protein 1
Dedicator of cytokinesis 10

Ribonuclease H2, subunit A
Membrane-associated ring fing8HCA) 3
Protein phosphatase 1, reguldtohybitor) subunit 3C
Kelch-like 5 (Drosophila)

UDP-glucuronate decarboxylase 1

Membrane metallo-endopeptidase

Yippee-like 2 (Drosophila)

Survival motor neuron

Glycoprotein (transmembrane) nmb
Chromosome 8 open reading framhélog

WD repeat and FYVE domain contgidi
Macrophage expressed 1

CD48 molecule

LIM domain 7

Activating transcription factor 3

TYRO protein tyrosine kinase bigdinotein

P21 protein (Cdc42/Rac)-activatedde 1

Actin related protein 2/3 compiunit 3, 21kda
Histamine receptor H1

Calponin 2

Frizzled homolog 1 (Drosophila)

Similar to 65 kda Yes-associated protein (YAP65Y #s-associated

protein 1
Nuclear factor of kappa light polypeptide gene emea in B-cells
inhibitor, alpha

Hemopoietic cell kinase

Dapper, antagonist of beta-catéoimolog 1 (Xenopus laevis)
Renin binding protein

CD86 molecule

Component of oligomeric golgi coexb

Tuftelin 1

Glycosyltransferase 8 domain @aint2

Asparaginase like 1

Dnaj (Hsp40) homolog, subfamilyrg@mber 1

Ras homolog gene family, member Q

Solute carrier family 41, member 2

Carboxypeptidase E

8kda amlexanox-binding protein

Transmembrane protein 30B

SHC (Src homology 2 domain contginiransforming protein 1
Carbohydrate (N-acetylglucosami@)&ulfotransferase 7
Hematopoietically expressed horarob

Arfgap with FG repeats 1

Chromosome 21 open reading framhblog

ARF5
GDAP1
DOCK10
RNASEH2A
MARCH3
PPP1R3C
KLHL5
SWX
MME
YPEL2
SMN1
NGB
C27H8orf4
WDFY1
MPEG1
CD48
LMO7
ATF3
TYROBP
PAK1
ARPC3
HRH1
CNN2

DEZ
LOC787360 /Il
YAP1

NFKBIA
HCK
DACT1
RENBP
CD86
COG5
TUFT1
GLT8D2
ASRGL1
DNAJB1
RHOQ
SLC41A2
CPE
S100A13
TMEM30B
SHC1
CHST?
HHEX
AGFG1
C1H210RF7

1.82 0.05
1.78 0.01
1.78 0.001
1.78 0.01
1.77 0.02
1.76 0.01
1.76 0.02
1.76 0.03
1.76 0.02
1.76 0.04
1.74 0.01
1.70 0.01
1.70 0.02
1.70 0.04
1.69 0.003
1.69 0.01
1.68 0.03
1.68 0.001
1.68 0.03
1.67 0.01
1.67 0.01
1.67 0.003
1.65 0.03
1.65 0.01
1.65 0.02
1.64 0.03
1.64 0.02
1.63 0.04
1.63 0.05
1.62 0.05
1.62 0.01
1.62 0.002
1.61 0.04
161 0.05
1.61 0.05
1.60 0.01
1.60 0.001
1.60 0.004
1.59 0.03
1.58 0.05
1.58 0.001
1.58 0.01
1.57 0.02
1.56 0.02
1.56 0.03
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Bt.6047.1.S1_at
Bt.23493.1.S1_at
Bt.6057.1.S1_at
Bt.20245.1.S1_at
Bt.28675.1.S1_at
Bt.28225.1.A1_at
Bt.24841.1.S1_at
Bt.27247.1.A1_at
Bt.4342.1.S1_at
Bt.143.1.S1_at
Bt.13486.1.A1_at
Bt.5605.3.S1_at
Bt.24335.1.S1_at
Bt.9527.2.S1_at

Bt.25979.1.S1_a_at

Bt.3862.1.S1_a_at
Bt.12314.1.S1_at
Bt.25948.1.A1_at
Bt.27073.1.S1_at
Bt.26535.1.S1_at
Bt.17952.1.A1_at
Bt.4357.1.S1_at
Bt.4622.1.S1_at
Bt.3546.1.S1_at

Bt.2610.1.S1_at
Bt.1537.1.S1_at

Cysteine and glycine-rich protein 1

Thrombospondin 1

Von Willebrand factor A domain eoming 1

Pleckstrin homology domain corrginfamily O member 1

Arachidonate 12-lipoxygenase

SAM domain, SH3 domain and nudeealization signals 1

Spla/ryanodine receptor domainSfd@S box containing 1
Wolf-Hirschhorn syndrome candidbdike 1

Selectin P

Neutrophil cytosolic factor 2

Glycine dehydrogenase (decarbtingpn

Myristoylated alanine-rich protkimase C substrate
Dual adaptor of phosphotyrosimke3aphosphoinositides
Kruppel-like factor 10

Ectonucleoside triphosphateodjptohydrolase 4
Peroxisome proliferator-activaéegptor gamma
6-phosphofructo-2-kinase/frucgebiphosphatase 3
Deltex homolog 1 (Drosophila)

Acyl-coa dehydrogenase, long chain

Tuftelin interacting protein 11

Cyclin-dependent kinase 8

Tetraspanin 7

Mannosidase, alpha, class 2B, meinbe

Receptor tyrosine kinase-like anplegeptor 2

Molybdenum cofactor sulfurase

N-myc downstream regulated 1

CSRP1
THBS1
VWAL
PLEKHO1
ALOX12
SAMSN1
SPSB1
WHSC1L1
SELP
NCF2
GLDC
MARCKS
DAPP1
KLF10
ENTPD4
PPARG
PFKFB3
DTX1
ACADL
TFIP11
CDK8
TSPAN7
MAN2B1
ROR2
MOCOS

NDRG1

1.56
1.56
1.56

1.56
1.55
155
1.55

1.55
1.55
1.54
1.54

1.54
1.54
1.54
1.53
1.53
1.53
152
1.52
1.52
1.52
151
151
1.50
1.50

1.50

0.01
0.03
0.04

0.03
0.002
0.04
0.02

0.05
0.01
0.03

0.003
0.03
0.04

0.02
0.01
0.03
0.04

0.03

0.01

0.04
0.03
0.05

0.002

0.05
0.01

0.04
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Tabela 4 - Genes diminuidos (1:800.5) nos animais superovulados em relagéo aosani
controle

UniGene ID Nome do gene Simbolo Vezes Valor
mudado de P
Bt.29824.1.S1_s_at MHC class | heavy chain BOLA -13.29 3.6E-07
Bt.9172.1.A1 at acidic repeat containing ACRC -1.90 0.02
Bt.16041.2.S1_at actin binding LIM protein 1 ABLIM1 -1.97 0.01
Bt.4604.1.S1_a_at acyl-CoA synthetase medium-daamily member 1 ACSM1 -1.65 0.02
Bt.8933.2.S1_at adaptor-related protein complesiddna 2 subunit AP3S2 -1.56 0.004
Bt.19093.1.S1_at Aldehyde dehydrogenase 1 famigmber A2 ALDH1A2 -1.96 0.01
Bt.28278.1.S1_at angiotensin | converting enzynepiigyl-dipeptidase A) 2 ACE2 -1.89 0.004
Bt.24853.1.A1_at ArfGAP with SH3 domain, ankyripeat and PH domain 2 ASAP2 -1.55 0.01
asparagine-linked glycosylation 11, alpha-1,2-
Bt.10078.1.S1_at mannosyltransferase homolog (yeast) ALG11 -1.60 10.0
Bt.24370.1.A1_at asparagine-linked glycosylatiorhd®olog (S. cerevisiae) ALG13 -1.82 0.002
Bt.11527.1.A1_at BCL2-like 2 BCL2L2 -1.54 0.004
Bt.9020.1.S1_at bladder cancer associated protein LCAR -1.56 0.01
Bt.27440.1.A1_at bromodomain adjacent to zinc fird@main, 2B BAZ2B -1.67 0.01
Bt.20860.3.A1_at calcyphosine-like CAPSL -1.79 0.03
Bt.8508.1.A1_at cAMP responsive element bindinggiro3-like 2 CREB3L2 -1.77 0.01
Bt.13321.1.S1_at centrosome and spindle pole agsdgprotein 1 CSPP1 -1.88 0.01
Bt.17474.1.A1_at chromosome 3 open reading framers®log C22H30RF63 -1.78 0.003
Bt.17474.1.A1_at chromosome 3 open reading framer®dlog C22H30RF63 -1.90 0.01
Bt.8823.2.S1_at chromosome 9 open reading franwthi6log C8HOORF46 -2.27 0.01
Bt.16243.2.A1_at CKLF-like MARVEL transmembrane da@imcontaining 8 CMTM8 -1.65 0.04
Bt.27498.1.S1_at coiled-coil domain containing 104 CCDC104 -1.67 0.05
Bt.3946.1.S1_at coiled-coil domain containing 3 ad -2.07 0.02
Bt.29725.1.S1_at collagen, type IV, alpha 4 COL4A4 -1.54 0.01
Bt.23722.1.A1_at complement component 6 C6 -1.76 0.02
Bt.18557.1.S1_at complement component 7 c7 -1.69 0.01
Bt.12510.3.S1_at CREB regulated transcription ¢eaitir 1 CRTC1 -1.52 0.03
Bt.3317.1.A1_at cubilin (intrinsic factor-cobalantieceptor) CUBN -1.51 0.01
Bt.20799.3.A1_at dedicator of cytokinesis 1 DOCK1 -1.65 0.001
Bt.26495.2.51_at DnaJ (Hsp40) homolog, subfamilgn€nber 19 DNAJC19 -1.57 0.01
Bt.14051.1.S1_at dual specificity phosphatase 16 SP16 -2.01 0.01
Bt.20340.2.S1_at dystrophia myotonica-protein kinas DMPK -1.75 0.0001
Bt.27286.1.S1_a_at ecdysoneless homolog (Drosgphila ECD -1.63 0.02
Bt.3276.2.S1_at enolase superfamily member 1 ENOSF1 -1.57 0.005
Bt.16212.1.A1_at Enoyl Coenzyme A hydratase dorpairtaining 3 ECHDC3 -2.54 0.01
Bt.22545.2.S1_at fibulin 1 FBLN1 -1.53 0.01
Bt.20510.1.S1_at FXYD domain containing ion trarspegulator 1 FXYD1 -1.55 0.01
Bt.13763.1.S1_at GLE1 RNA export mediator homolyepét) GLE1 -1.56 0.02
Bt.12964.1.A1_at Glycoprotein M6B GPM6B -1.83 0.02
Bt.20852.1.A1_at GNAS complex locus GNAS -2.12 0.01
Bt.26769.1.S1_at GTPase, IMAP family member 8 GINBAP -1.95 0.03
Bt.22058.1.A1_at Hect domain and RLD 5 HERCS5 -1.51 0.02
Bt.24694.1.A1 at HEG homolog 1 (zebrafish) HEG1 971. 0.01
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Bt.18908.1.S1_at
Bt.21688.1.S1_at

Bt.2578.1.A1_at

Bt.28461.2.S1_a_at

Bt.12186.1.S1_at
Bt.13285.1.A1_at
Bt.16172.1.A1_at
Bt.23267.1.S1_at
Bt.6527.1.S1_at

Bt.4714.1.S1_at

Bt.13221.1.S1_at
Bt.25291.1.A1_at
Bt.1797.1.S1_at

Bt.20102.1.S1_at
Bt.13707.1.A1_at
Bt.20045.1.A1_at
Bt.20045.1.A1_at
Bt.8479.1.A1_at

Bt.25965.2.S1_at
Bt.24396.3.A1_at

Bt.17386.1.A1_at
Bt.20518.1.A1_at
Bt.16133.2.S1_at
Bt.8518.2.A1_at

Bt.20038.1.S1_at
Bt.1898.1.S1_at

Bt.18218.1.A1_at
Bt.9710.1.S1_at

Bt.16784.1.S1_at
Bt.21039.1.A1_at
Bt.23678.1.A1_at
Bt.17026.1.S1_at
Bt.24442.1.A1_at
Bt.24490.2.S1_at
Bt.13898.2.S1_at
Bt.22359.2.A1_at
Bt.9546.1.S1_at

Bt.23235.1.S1_at
Bt.4177.3.A1_at

Bt.4177.3.AL_at

Bt.29009.1.A1_at
Bt.24983.1.A1_at

Bt.16148.2.A1_a_at

Bt.9179.2.S1_at

Bt.22433.1.A1_at

Heterogeneous nuclear ribonuatteiprL-like

hypothetical LOC100196901

hypothetical LOC783847 /// transrheame protein 150C
insulin receptor

insulin-like 3 (Leydig cell)

La ribonucleoprotein domain famityember 1
Leucyl-tRNA synthetase 2, mitoatiroe

lymphatic vessel endothelial hyman receptor 1

lymphoid enhancer-binding factor 1
matrix metallopeptidase 9 (gelatinase B, 92kDatgelae,
92kDa type IV collagenase)

MDNZ1, midasin homolog (yeast)
melanoma inhibitory activity famimember 3
metallophosphoesterase 1

MPV17 mitochondrial membrane pmelike 2
myeloid/lymphoid or mixed-linedgakemia 2
neutral cholesterol ester hydelhs

neutral cholesterol ester hydelhs

nitric oxide synthase 2, inducible

nuclear receptor co-repressor 1

nudix (nucleoside diphosphatedthknoiety X)-type motif 10
PAN3 poly(A) specific ribonuclease subunit homo{Sg
cerevisiae)

paraneoplastic antigen MA2
phosphatidylinositol glycan andfiosynthesis, class H

Phosphodiesterase 8B
pleckstrin homology domain containing, family B éetins)
member 1

PQ loop repeat containing 2
Protein phosphatase 3 (formerly 2B), catalytic sithgamma
isoform

PRP4 pre-mRNA processing factamdiog B (yeast)
pygopus homolog 1 (Drosophila)

RAS, dexamethasone-induced 1

RCD1 required for cell differetibal homolog (S. pombe)
Rho GTPase activating protein 17

Rho guanine nucleotide exchang®rf{ GEF) 11
ribonuclease P/MRP 38kDa subunit

ribosomal protein S27-like

RIO kinase 3 (yeast)

RNA binding motif protein, X-link@elike

RNA pseudouridylate synthase dor@itaining 3
roundabout, axon guidance receptamolog 2 (Drosophila)
roundabout, axon guidance receptimolog 2 (Drosophila)
ryanodine receptor 3

similar to dynein, cytoplasmich2avy chain 1

similar to hCG2036584

similar to mCG142721
solute carrier family 22 (organic cation/carnitin@nsporter),
member 5

HNRPLL

LOC160D03
LOC783847 /I
TMEM150C

INSR
INSL3
LARP1
LARS2
LYVE1L
LEF1

MMP9
MDN1
MIA3
MPPE1
MPV17L2
MLL2
NCEH1
NCEH1
NOS2
ORI
NUDT10

PAN3
PNMA2
PIGH
PDES8B

PLEKHB1
PQLC2

PPP3CC
PRPF4B
PYG
RASD1
RQCD1
RHGAP17
ARHGEF11
PP3B
RPS27L
RIOK3
LOC613705
RPUSD3
ROBO2
ROBO2
RYR3
LOC512287
LOC532848
RNF213

SLC22A5

-1.78
-3.79

-2.07
-3.01
-4.33
-1.60
-1.96
-1.55
-1.56

-1.59
-1.95
-1.68
-1.72
-1.60
-1.51
-1.79
-2.00
-1.53
-1.56
-1.62

-1.63

1.51
-1.58

-1.59

-1.78
1.54-

-1.67
-1.53
-1.63
-1.93
-1.55
-1.55
-1.72
-1.54
-2.28
-1.51
-1.90
-1.52
-1.67
-1.53
-1.59
-1.63
-1.85
-1.93

-1.69

0.003
0.02

0.01
0.02
0.04
0.04
0.001
0.03
0.01

0.001
0.01
0.01
0.02
0.02
0.01
0.002
0.002
0.03
0.01
0.002

0.002
0.03
0.02
0.01

0.01
0.02

0.02
0.01
0.01
0.02
0.003
0.01
0.02
0.005
0.004
0.01
0.001
0.003
0.02
0.02
0.03
0.01
0.0004
0.004

0.01
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Bt.15717.2.S1_at
Bt.10565.1.A1_at
Bt.13549.2.S1_at
Bt.13249.1.A1_at
Bt.18086.1.S1_at
Bt.10144.1.A1_s_at
Bt.11240.1.A1_at
Bt.25051.1.A1_at
Bt.22035.2.S1_at
Bt.27903.1.A1_at
Bt.4053.1.S1_at
Bt.4053.1.S1_at
Bt.29472.1.A1_at
Bt.6803.1.A1_at
Bt.5336.1.A1_a_at
Bt.26669.1.S1_at
Bt.11438.1.S1_at
Bt.3741.1.S1_at
Bt.754.1.S1_at

Bt.6851.1.S1_at
Bt.20434.1.A1_at
Bt.4138.2.51_at
Bt.24284.1.A1_at
Bt.11847.1.A1_at
Bt.24975.2.S1_at
Bt.26259.3.A1_at
Bt.3235.1.A1_at
Bt.7208.1.S1 at

sorting nexin 7

spectrin repeat containing, nuakeaelope 1
splicing factor, arginine/seriiogé-18
stearoyl-CoA desaturase 5

TBC1 domain family, member 7

T-cell ymphoma invasion andasgtsis 1
tet oncogene family member 2
tetratricopeptide repeat domain 14
thioredoxin domain containing 15

THO complex 2

thromboxane A2 receptor

thromboxane A2 receptor

TIA1 cytotoxic granule-associa®A binding protein
TRAF2 and NCK interacting kinase
transferrin

transmembrane and coiled-coil dwria
troponin | type 3 (cardiac)

tuberous sclerosis 1

tubulin tyrosine ligase-like famityember 3
UDP-Gal:betaGIcNAc beta 1,4- galactosyltransferase,
polypeptide 5

UFM1-specific peptidase 2

vascular endothelial growth fagtor
Wolf-Hirschhorn syndrome candidbdike 1
X (inactive)-specific transcript

YTH domain containing 2

zinc finger protein 462

Zinc finger, MYND-type containing 8

zona pellucida glycoprotein 2 (sperceptor)

SNX7
SYNE1
SFRS18
SCD5
TBZ1D
TIAM1
TET2
TTC14
XNDC15
THOC2
TBXA2R
TBXA2R
TIAL
IRKN
TF
T™MCO7
TNNI3
Tsc1
TTLL3

B4GALTS
UFSP2
VEGFA
WHSC1L1
IST
YTHDC2
ZNF462
ZMYNDS8
ZP2

-1.54
-1.70
-1.73

-1.52

-1.80

-1.55

-1.94

-1.72

-1.52

-1.63

-1.86

-1.96

-1.61
-1.70
-1.71

-1.55
-2.08

-1.66

-1.57

-1.64
-1.50
-1.52
-2.29
-1.69
-1.69
-1.54
-1.55
-1.53

0.02
0.01
0.001
0.05
0.02
0.01
0.005
0.00002
0.02
0.01
0.01
0.01
0.04
0.001
0.04
0.02
0.05
0.004
0.003

0.01
0.002
0.01
0.01
0.05
0.02
0.003
0.03
0.05




