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Resumo




Araujo GS. Identificagdo e localizagdo das procineticinas e seus receptores no
ovario de ratas com sindrome dos ovarios policisticos induzida por esteroides
sexuais [Dissertacdo]. Sao Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade de Sao
Paulo; 2017.

A sindrome dos ovarios policisticos (SOP) é um disturbio enddcrino
caracterizado por anovulagéo crbnica e hiperandrogenismo. Modelos animais
em ratas sdo usados para estudar processos complexos da SOP. As
procineticinas (PROKs) sdo proteinas relacionadas a apoptose, proliferacéo
vascular e regulacdo do sistema reprodutor. No entanto, seu padrdo de
expressao e fungcdo ndo sao bem conhecidos no ovario com SOP. Este estudo
propde-se a identificar e localizar as PROKSs e seus receptores nos ovarios de
ratas com SOP experimental. Foram utilizadas 33 ratas Wistar divididas em 3
grupos que receberam, entre o 1° e o 3° dia de vida, uma unica injegao por via
subcutdnea de: propionato de testosterona (1,25 mg/0,1 mL, GT, n=12);
benzoato de estradiol (0,5 mg/0,1 mL, GE, n=11) e 6leo de oliva (0,1 mL, GC,
n=10). Aos 90-95 dias de idade, os animais foram eutanaziados e os ovarios
removidos para avaliagado da expressao génica e proteica das procineticinas 1 e
2 e seus receptores por gRT-PCR e imunoistoquimica. A expressédo dos genes
Prok1 e Prok2 nos ovarios de ratas do GT foi maior quando comparado ao GC
(p=0,0157 e p=0,0354). Houve maior expresséo da proteina PROK2 em células
da teca interna (p=0,0049) e nas células intersticiais (p=0,0068) de foliculos
antrais nos ovarios de ratas do GT em relagdo ao GC. PROK2 foi mais expressa
em células da granulosa dos foliculos pré-antrais comparado aos foliculos
antrais no GT (p=0,0098). Concluimos que as procineticinas estao expressas no
ovario do modelo estudado em diferentes padrdes, e que a PROK2 parece exibir
maior expressao no grupo testosterona. Por apresentar papéis relevantes no
controle do eixo hipotalamo-hipéfise-gonadal, acreditamos que esses resultados
podem abrir uma linha de investigacdo sobre o papel dessa proteina na
fisiopatologia da sindrome.

Descritores: sindrome do ovario policistico; procineticina 1; procineticina 2;

receptores de procineticinas; modelo animal; sistema reprodutor feminino.



Abstract




Araujo GS. Identification and localization of prokineticins and their receptors in
ovary of polycystic ovary syndrome rat models induced by sex steroids
[Dissertation]. Sao Paulo: “Faculdade de Medicina, Universidade de Sao Paulo”;
2017.

Polycystic ovary syndrome (PCOS) is an endocrine disorder characterized by
chronic anovulation and hyperandrogenism. Animal models have been used to
study PCOS pathophysiology. Prokineticins (PROKSs) are proteins with functions
related to apoptosis, vascular proliferation and reproductive physiology.
However, their expression patterns and functions are unknown in the PCOS
ovary. The aim of this study is to identify and localize the PROKs and their
receptors in PCOS rat models induced by testosterone or estradiol. Thirty-three
female Wistar rats aged between 1-3 days were sorted into three groups
according to the compounds injected subcutaneously: Testosterone propionate
(1.25mg /0.1 mL, TG, n = 12); Estradiol benzoate (0.5 mg/0.1 mL, EG, n=11)
and olive oil (0.1 mL, CG, n = 10). At 90-95 days of age, the animals were
euthanized and the ovaries removed for evaluation of prokineticins 1 and 2 and
their receptors by gqRT-PCR and immunohistochemistry. The expression of the
genes Prok1 and Prok2 in the ovaries was higher in TG compared to CG
(p=0.0157 and p=0.0345). There was higher expression of PROK2 in theca
interna (p=0.0049) and interstitial cells (p=0.0068) of antral follicles in the ovaries
of TG vs CG; PROK2 was higher expressed in the granulosa cells of the preantral
follicles compared to the antral follicles in the TG (p=0.0098). We conclude that
prokineticins are expressed in the ovary of the animal model studied and they
present different patterns, PROK2 seems to exhibit higher expression in the
testosterone group. Due important roles in the control of the hypothalamic-
pituitary-gonadal axis, we believe that these results may open a line of
investigation about the role of this protein in the pathophysiology of the syndrome.

Descriptors: polycystic ovary syndrome; prokineticin 1; prokineticin 2;

prokineticin receptors; animal model; female reproductive system.
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Introducdo 2

1.1. Sistema reprodutor feminino

As principais fungdes do sistema reprodutor feminino consistem em
produzir gametas femininos (oocitos), manter um odcito fertilizado durante seu
desenvolvimento completo através das fases embrionaria e fetal até o
nascimento e produzir os hormonios esteroides sexuais (Molina, 2014).

Durante a infancia, os 6rgéos reprodutivos ainda ndo sdo completamente
desenvolvidos e permanecem em estado de quiescéncia até que o inicio da
puberdade seja desencadeado. Os mecanismos responsaveis por esse
fendbmeno ainda ndo sao completamente entendidos, mas envolvem o horménio
liberador de gonadotrofina (GnRH), horménios gonadotroficos, a familia das
proteinas kisspeptina-neurokinina-dinorfina (KNDy) entre varios outros
(Jamenson, 2015).

A funcéao reprodutora normal nas mulheres requer a integragdo dinamica
dos sinais hormonais provenientes do hipotalamo, da hipofise e dos ovarios,
resultando em ciclos repetitivos de desenvolvimento folicular, ovulacdo e
preparagao do endométrio caso ocorra a concepgao (Van-Putte et al., 2016).

O controle da produgcdo hormonal é realizado pelo eixo hipotalamo-
hipofise-gonadal (HHG), e envolve complexos mecanismos de retrocontrole
diretos e indiretos, regulagbes enddcrinas, autocrinas e paracrinas dentro das
gbnadas e nos diferentes niveis do eixo (Gore, 2013).

O hipotalamo secreta de forma pulsatil o GnRH, que controla a secregao
de hormonio luteinizante (LH) e hormdnio foliculo-estimulante (FSH),
responsaveis pela estimulagédo folicular e esteroidogenése. A frequéncia de

pulsos determina as quantidades relativas de secrecdo das gonadotrofinas e
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variam em frequéncia e amplitude durante todo o ciclo menstrual e dos
processos de retroalimentacéo (Vickery e Lunenfeld, 2013).

O controle da secreg¢ao de GnRH ¢é atribuido as caracteristicas intrinsecas
dos neurdnios GnRH e ao efeito de varios hormdnios, como os esteroides
sexuais e neurotransmissores que atuam como moduladores da secrecédo do
GnRH (Richards e Pangas, 2010).

Apos a sua secrec¢ao, o GnRH penetra nos vasos sanguineos do sistema
porta-hipofisario e por meio da circulagdo sanguinea alcanga as células
adenohipofisarias que interagem com o seu receptor especifico, estimulando a
sintese e a secrecao de LH e FSH (Hall, 2012).

No sistema reprodutor feminino, a fungdo do FSH é regular o crescimento
folicular e a producéo crescente de estradiol pelas células da granulosa além de
induzir a sintese de receptores de LH e atuar no controle da atividade da enzima
aromatase (Baerwald et al., 2012). O LH é responsavel por induzir enzimas
esteroidogénicas e de clivagem, atuar no corpo luteo estimulando a produgéo de
progesterona e atuar nas células da teca interna estimulando a produgéo de
androgénios (Miller e Auchus, 2011).

Os androgénios s&o esteroides sexuais fundamentais na fisiologia
reprodutiva feminina, sabe-se que sao substratos primarios da producédo de
estrogénios, parecem aumentar a libido e a massa muscular e estao envolvidos
no desenvolvimento normal do foliculo ovariano e sua atresia (Van-Putte ef al.,
2016).

Os androgénios femininos derivam das glandulas suprarrenais, dos
ovarios e da conversdo periférica da androstenediona e da

desidroepiandrosterona em testosterona. A secregcdo de androgénios pelos
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ovarios ocorre paralelamente a do estrogénio durante todo o ciclo menstrual,
enquanto a produgao suprarrenal de androgénios nao flutua durante esse ciclo
(Molina, 2014).

A testosterona produzida € convertida pela enzima 5a-redutase em
diidrotestosterona (DHT), sendo este um metabdlito ndo aromatizavel da
testosterona. Na presenga dos ligantes (androgénios) ha a indugéo da sintese
dos receptores nucleares de androgénios que desencadeiam a resposta
biolégica na célula. Assim, a biossintese dos estrogénios inclui a sua formagé&o
a partir dos androgénios e a sintese por aromatizagdo da androstenediona
(Alexanderson et al., 2007).

A presencga de androgénio em excesso no organismo feminino, pode levar
a consequéncias desfavoraveis, uma vez que pode interferir na ciclicidade

ovarina e no desenvolvimento folicular (Walters et al., 2012).

1.2. Desenvolvimento folicular ovariano

Os foliculos ovarianos consistem em um ovécito (célula germinativa) e
uma camada epitelial circunjacente de células somaticas, compostas por células
da granulosa e da teca. Na medida em que o foliculo cresce e se desenvolve,
essas camadas sofrem varias alteragbes em sua forma, numero e fungéo. O
desenvolvimento dos foliculos € um processo dindmico que se inicia na vida
intrauterina e vai até a menopausa. O processo destina-se a permitir o
recrutamento mensal de um grupo de foliculos e, por fim, a liberagdo de um unico

foliculo dominante maduro durante a ovulagdo mensal (Hansen, 2015).
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O ovario humano possui forma similar a améndoa, sendo sua superficie
revestida por um epitélio, que varia de pavimentoso a cubico simples, cujo nome
é epitélio germinativo. Abaixo do epitélio, ha uma camada de tecido conjuntivo
denso, denominado tunica albuginea, a qual €& responsavel pela cor
esbranquicada do ovario. A medula é a camada mais interna do ovario e sua
composic¢ao € de tecido conjuntivo frouxo com um rico leito vascular e células
intersticiais, de forma que a medula encontra-se envolta pelo cértex ovariano. O
cortex ovariano localiza-se imediatamente abaixo da tunica albuginea, onde se
encontram os foliculos ovarianos nas suas diferentes fases de desenvolvimento,

sendo estes envoltos por estroma (Junqueira e Carneiro, 2008) (Figura 1).

Tonica albuginea Regiéo cortical Epitélio germinativo

Foliculos primordiais

Foliculos em
desenvolvimento

Corpo albicans % sy 5 Fans Corpo hemorragico
\ ' X ; (foliculo rompido)

Foliculo maduro

Figura 1. Desenho esquematico das estruturas do ovario. Sdo representadas as

seguintes estruturas: epitélio germinativo, tunica albuginea, cortéx, medula ovariana e

os foliculos nas suas fases de desenvolvimento (Fonte: modificado de Ovalle, 2008).
Os foliculos ovarianos podem ser classificados em dois grandes grupos:

foliculos pré-antrais (primordiais, primarios e secundarios) e antrais. Nos

humanos, o desenvolvimento dos foliculos pré-antrais sdo independentes de
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gonadotrofinas, ao contrario dos foliculos antrais, que sdo dependentes de
gonadotrofinas (Erickson, 2008).

Estruturalmente, o foliculo ovariano € composto por um odcito envolvido
por células da granulosa (ou foliculares), de modo que esses dois tipos de células
possuem jungdes comunicantes entre si, 0 que permite a comunicagao entre o
oocito e as células da granulosa. A lamina basal envolve o foliculo, delimitando-
o do estroma. Os foliculos sofrem processo de crescimento, proliferacdo e
diferenciagao e passam por varias etapas durante seu ciclo de desenvolvimento
(Guigon et al., 2011).

A primeira transicdo morfolégica do foliculo ovariano ocorre quando o
mesmo passa da fase primordial para foliculo primario. Nesta etapa, as células
da granulosa sofrem alteragdo morfologica, se dividem por mitose e passam a
compor uma camada cubica simples (Zheng et al., 2012). As células da
granulosa continuam sua proliferagdo e diferenciagcado e formam de duas a dez
camadas de células em formato cubdide, os foliculos passam entdo a ser
denominados como foliculos secundarios (Liu et al., 2015). As células da
granulosa mantém a proliferagdo e produzem o liquido folicular, e ha a formagéo
de cavidades conhecidas como antros na propria camada granulosa. Quando
adquire esta morfologia, o foliculo passa a ser denominado como antral (Jahromi,
2015).

Na medida em que o foliculo se desenvolve, as células da teca interna e
externa s&o formadas, provavelmente vindas do estroma adjacente aos foliculos.
As células da teca interna apresentam capacidade esteroidogénica e seus
produtos sao os androgénios. Esses horménios se difundem para as células da

granulosa para serem convertidos em estrogénios (Liu et al., 2015).
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O foliculo continua seu processo de crescimento e desenvolvimento,
passa a adquirir receptores de gonadotrofinas, intensifica sua producédo de
androgénios e estrogénios e torna-se foliculo dominante. Ao atingir o volume
maximo, o foliculo € denominado como maduro (pré-ovulatorio ou de Graaf). A
partir deste ponto, o ovulo envolto pela zona pelucida e células da granulosa
(cumulus oophorus), € expelido do ovario apés o rompimento da superficie do
foliculo. Fenbmeno esse conhecido como ovulagao (Edson et al., 2009).

Apos a ovulagcido, as estruturas remanescentes do foliculo rompido,
composta pelas células da teca e da granulosa, se reorganizam funcional e
morfologicamente para formarem o corpo luteo (Devoto et al., 2009).

O corpo luteo se desenvolve e passa a secretar progesterona e
estrogénio, preparando o utero para a implantagao de um ovulo fertilizado. Apds,
por volta de 14 dias, se um évulo n&do se implantar no utero, o corpo luteo se
degenera, a fase lutea termina e uma nova fase folicular comega, sob a influéncia

de um ambiente hormonal mutavel (Sherwood, 2011) (Figura 2).
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Figura 2. Estagios do desenvolvimento ovariano. Desde a chegada das células germinativas
por meio das fases independente e dependente de gonadrotrofinas, resultando na ovulagéo
de um odcito maduro. FHS, horménio foliculo-estimulante; LH, hormdnio luteinizante (Fonte:
modificado de Jamenson, 2015).

O ovario responde ao FSH e LH de forma coordenada, definida, para

produzir o crescimento e desenvolvimento folicular, ovulacdo e formacédo de

corpo luteo (Baerwald et al., 2012).

1.3. Ciclo menstrual

O ciclo menstrual humano normal pode ser dividido em dois segmentos:
o ciclo ovariano e o ciclo uterino, com base no érgao examinado. O ciclo ovariano
pode ser ainda dividido nas fases folicular e lutea, enquanto o ciclo uterino &
dividido nas fases proliferativas e secretora (Hansen, 2015).

No inicio de cada ciclo menstrual normal, os niveis de esteroides gonadais

sao baixos e estiveram diminuindo desde o fim da fase lutea do ciclo anterior.
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Com o desaparecimento do corpo luteo, os niveis de FSH comegcam a aumentar
e um grupo de foliculos em crescimento é recrutado. Cada um desses foliculos
secreta niveis crescentes de estrogénio, a medida que crescem durante a fase
folicular. Por sua vez, o aumento do estrogénio € o estimulo para a proliferagcao
do endométrio uterino (Zheng, 2012).

Niveis crescentes de estrogénio produzem feedback negativo sobre a
secregao hipofisaria de FSH, que comecga a diminuir no meio da fase folicular.
Além disso, os foliculos em crescimento produzem inibina-B, que também
suprime a secregado de FSH pela hipdfise. Inversamente, no inicio o LH diminui
em resposta a niveis crescentes de estradiol, mas no final da fase folicular o nivel
de LH aumenta gradativamente. No fim da fase folicular (logo antes da ovulagao),
ha receptores para LH induzidos pelo FSH nas células da granulosa e, com a
estimulagdo do LH, modulam a secre¢cdo de progesterona (Baerwald et al.,
2012).

Apods um grau suficiente de estimulagéo estrogénica € deflagrado o pico
de LH, levando a imediata ovulagdo que ocorre 24 a 36 horas depois (Stocco et
al., 2007).

Apoés a ovulagéo, inicia-se a fase lutea, onde o conteudo folicular ndo
ovulado, denominado como corpo luteo, passa a produzir e secretar a
progesterona. A progesterona possui agado sobre o endométrio uterino,
preparando 0 mesmo para uma possivel gestacdo, sendo o hormdnio
predominante da fase lutea. Mas o corpo luteo possui uma vida ativa de 13 a 15
dias e, ao passar deste periodo, encerra a sua atividade, fazendo com que ocorra
uma queda drastica nos niveis de progesterona (Stocco et al., 2007). Com a

diminuicdo dos niveis de progesterona, ocorre a descamacgao do endométrio,
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fendbmeno este conhecido como menstruacdo. O ciclo menstrual possui duragao
meédia de 28 dias. Por consenso, a menstruagéao foi definida como o primeiro dia
do ciclo menstrual (Silverthorn, 2003).

Os disturbios do ciclo menstrual e, da mesma forma, disturbios da
fisiologia menstrual podem causar varios estados patoldgicos, incluindo

infertilidade, aborto recorrente e neoplasias malignas (Baerwald et al., 2012).

E importante ressaltar, que qualquer desordem em alguma das etapas
desse processo, podera determinar alteragdo na foliculogénese ou na produgéo

hormonal (Ehrmann, 2005).

1.4. Sindrome dos ovarios policisticos
A sindrome dos ovarios policisticos (SOP) € um disturbio endécrino comum

que afeta aproximadamente 5-15% das mulheres em idade reprodutiva
(Knochenhauer et al., 1998; Asuncion et al., 2000), sendo caracterizada pela
presenca de hiperandrogenismo, anovulagdo crbnica e ovarios policisticos
(Ehrmann, 2005).

A SOP foi descrita pela primeira vez de maneira sistematica por Irving
Stein e Michael Leventhal, em 1935, seu conceito € muito amplo, por isso,
observou-se a importancia de normatizar alguns parametros para melhor definir
essa sindrome.

Em 1990, em reunido de consenso promovido pelo National Institute of
Health decidiu-se incluir, entre as portadoras da sindrome, mulheres com
hiperandrogenismo clinico ou laboratorial e ciclos espaniomenorréicos (menos

que seis ciclos por ano), desde que afastadas outras alteragdes como sindrome
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de Cushing, hiperprolactinemia, deficiéncia enzimatica da supra-renal e
disturbios da tireoide (Zawardzki e Dunaif, 1992).

Em 2003, o Consenso de Rotterdam, na Holanda, propés como critérios
diagnosticos: ciclos espaniomenorréicos ou amenorréia (anovulagao cronica),
sinais clinicos ou bioquimicos de hiperandrogenismo, presenca de ovarios
policisticos, desde que fossem excluidas a deficiéncia enzimatica da supra-renal,
neoplasias de ovario secretoras de androgénios e a sindrome de Cushing.

Em 2006, a Sociedade para o Estudo do Excesso de Androgénios
(Androgen  Excess  Society) estabeleceu o0s seguintes  critérios:
hiperandrogenismo (hirsutismo e/ou hiperandrogenismo), disfungdo ovariana
(anovulacdo e/ou ovarios policisticos) e exclusdo de outras endocrinopatias
(Azziz et al., 20006).

Em 2009, a Androgen Excess and PCOS Society determinou como
obrigatdria a presencga de hiperandrogenismo (clinico e/ou bioquimico) e oligo-
anovulagdo e/ou ovario(s) policistico(s) na ultrassonografia como critério
diagnostico para a SOP, apds a exclusao de outras causas (Azziz et al., 2009).

A SOP também tem sido associada a outras caracteristicas importantes
como resisténcia a insulina, hipertensao e dislipidemia (Dunaif et al., 1989, Legro
et al., 2013, Kialka et al., 2015), conferindo um aumento do risco cardiovascular.

Embora néo incluidas nos critérios diagnodstico de SOP, a resisténcia a
insulina e a hiperinsulinemia podem estar presentes em 50-75% das pacientes,
sendo maior em obesas do que em pacientes com IMC dentro da faixa normal
(Dunaif et al., 1989, Carmina et al., 1992, Legro et al., 2001).

A patogénese da SOP é pouco conhecida devido a sua heterogeneidade,

que reflete multiplos mecanismos subjacentes. Os androgénios e a insulina s&o
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os principais mediadores endocrinos. Ha uma forte associacdo entre a
hiperinsulinemia e o hiperandrogenismo, mas os mecanismos relacionados com
o desenvolvimento da SOP n&o sdo completamente compreendidos (Schuring
et al., 2008).

Algumas teorias foram apresentadas para explicar a patogénese da SOP,
e incluem: defeitos neuroendocrinos, disturbios na esteroidogénese ovariana,
comprometimento da produgdo de androgénios na glandula supra-renal,
resisténcia insulinica com compensatadria hiperinsulinemia, aumento da atividade
simpatica e defeitos genéticos (Schuring et al., 2008).

Na SOP, ocorre um desequilibrio do eixo hipotalamo-hipofise-gonadal, o
que resulta no crescimento e maturacdo anormal dos foliculos e
consequentemente oligo/anovulagdo. As mulheres com SOP apresentam
padrées anormais na secreg¢ao de gonadotrofinas, caracterizada pelo aumento
da frequéncia de pulsos de LH em conjunto com a secreg¢&o normal ou baixa de
FSH (Taylor et al., 1997; Blank et al., 2006). O excesso de LH aumenta a
biossintese de androgénio a partir de células da teca do ovario, enquanto que a
deficiéncia relativa de FSH prejudica a maturagao folicular (Hayes et al., 1998;
Setji e Brown, 2014).

Os principais fatores que influenciam a quantidade total de androgénio
secretado pelo ovario sdo o numero total de células da teca e sua capacidade
esteroidogénica, ambos comprometidos no ovario de mulheres com SOP. Foi
observado que os foliculos ovarianos apresentam hipertrofia da teca interna, o
que resulta em um maior numero de células esteroidogénicas (Magoffin, 2005).
Além disso, ha o aumento da expressdo de enzimas das células da teca

envolvidas na sintese de androgénios (Escobar-Morreale, 2006).
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Especificamente, foi demonstrado que nestas células, existe uma
expressdo aumentada do gene CYP17A na SOP, sendo esse um gene chave na
regulacdo da esteroidogénese (Pusalkar et al., 2009). Outra hipotese para o
aumento dos niveis de LH seria pelo estimulo central mediado pela insulina, uma
vez que a insulina interage com os seus receptores em neurdnios hipotalédmicos
e pode estimular a secregao do GnRH além de exercer um efeito gonadotrépico
na esteroidogénese ovariana. Niveis circulantes de insulina aumentados
potencializam o efeito do LH nas células ovarianas da teca e inibem a producao
de SHBG pelas células hepaticas (Willis et al., 1996). Esses dois mecanismos
juntos contribuem para o aumento dos niveis de androgénios na SOP.

Quanto ao aspecto ovariano, ha estudos mostrando que os androgénios
podem estimular o crescimento dos foliculos pré-antrais em seu
desenvolvimento inicial. Porém, quando ha um quadro hiperandrogénico, esse
processo € alterado, o que resulta em um ovario com seis a oito vezes mais
foliculos pré-antrais e pequenos foliculos antrais (Maciel et al., 2004; Homburg,
2009). Além disso, o fenotipo ovariano geralmente esta associado ao aumento
vascular do estroma (Ferrara et al., 2003) e aumento do fluxo sanguineo

ovariano (Agrawal et al., 1998).

A interagdo entre multiplos fatores genéticos e ambientais tem sido
estudado como um possivel desencadeador da sindrome. Varias linhas de
pesquisas sugerem que exista um componente genético ligado a patofisiologia
da SOP (Kahsar-Miller et al., 2001; Escobar-Morreale et al., 2005). Estudos
demostraram aumento na prevaléncia de hiperandrogenismo, disturbios
metabdlicos e morfologia ovariana em parentes do sexo feminino de mulheres

afetadas pela sindrome (Legro et al., 1998; Kahsar-Miller et al., 2001). Além
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disso, parentes do sexo masculino de mulheres com SOP apresentam maior
risco de desenvolver resisténcia a insulina e outros disturbios metabdlicos,
sugerindo que os fatores associados com a condi¢do podem ser transmitidos
para ambos os sexos. Estudos relatam que genes envolvidos na biossintese e
acao de androgénios e os relacionados a resisténcia a insulina responsaveis por
codificar citocinas inflamatodrias, possam estar envolvidos, porém, apesar do
grande numero de estudos, nenhum gene foi estabelecido como um fator
importante na patogénese da SOP (Escobar-Morreale et al., 2005).

Recentemente, uma série de evidéncias experimentais vem apontando
para uma possivel origem da SOP em épocas precoces da vida. Fatores
ambientais, incluindo a dieta e exposi¢cao a esteroides sexuais, associados a
predisposicdo genética sao apontados como possiveis desencadeadores da
sindrome (Franks, 2012). No entanto, os estudos em mulheres portadoras da
sindrome apresentam dificuldades que prejudicam a evolugdo destes
conhecimentos, por varios motivos: tempo médio de vida muito elevado para
estudos longitudinais, dificuldade de acesso ao 6rgéo alvo (hipotalamo, hipdfise
e ovario), heterogeneidade da sindrome e dificuldade de manipulagédo genética.
Assim, a utilizacdo de modelos animais pode trazer contribui¢des importantes
para o entendimento dos mecanismos da SOP e possivelmente para estratégias
terapéuticas e de prevencgao.

Estudos prévios, utilizavam ovelhas e modelos animais de primatas com
caracteristicas semelhantes as pacientes com SOP. Porém, o custo elevado
limita a utilidade pratica destes modelos animais. Modelos animais de SOP em
roedores, como ratos e camundongos, podem exibir disturbios reprodutivos e

metabdlicos similares a SOP em humanos, e proporcionar caracteristicas e
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alteracOes genéticas estaveis. Além disso, a vida reprodutiva mais curta,
facilidade no manuseio e manutengdo, periodo de vida dos roedores e
viabilidade de manipulagdes genéticas, tornam sua utilizagdo para a pesquisa

cientifica mais acessivel e barata (Walters et al., 2012).

1.5. Ciclo reprodutivo da rata

O ciclo reprodutivo em roedores, e mais especificamente da rata, é
chamado de ciclo estral, sendo este composto por quatro fases: proestro, estro,
metaestro (ou diestro 1) e diestro (ou diestro 2). A caracterizagdo de cada fase
do ciclo estral € baseada na proporgao entre os elementos observados no
esfregaco vaginal: células epiteliais, células queratinizadas, muco e leucdcitos

(Marcondes et al., 2002 e Soares et al., 2014).

O proestro é caracterizado pela presenca de células epiteliais oriundas
das trés camadas do epitélio vaginal e auséncia de leucécitos e de muco. Se o
esfregaco vaginal contiver somente células queratinizadas, anucleadas, estamos
frente a fase de estro, se aparecerem filamentos de muco e predominancia de
leuctcitos observa-se a fase de diestro, ja o metaestro se caracteriza pela
presenga em igual proporgédo de células epiteliais, queratinizadas, leucdcitos e

auséncia de muco (Andersen et al., 2004).

Ratas que possuem ciclo estral normal, apresentam a ovulagao
geralmente durante a fase de proestro; no entanto, ja foi registrada ovulagéo

desde o inicio do proestro até o final do estro (Smith et al., 1975).

Durante o ciclo estral, os niveis séricos de prolactina, hormdnio

luteinizante e hormdnio foliculo-estimulante permanecem baixos, ocorrendo o



Introducdo 16

aumento com o decorrer da fase de proestro. Os niveis de estradiol comegam a
aumentar no metaestro, atingindo niveis maximos durante o proestro e
retornando aos valores basais no estro. A secregao da progesterona também
aumenta durante a fase de metaestro e de diestro, sofre ligeira queda no inicio
do proestro, ocorrendo um segundo pico ao final do proestro (Spornitz et al.,
1999).

Alguma das diferencgas entre o ciclo menstrual e o ciclo estral em roedores
€ o tempo total necessario para um ciclo completo. O pico de estrogénio e
progesterona ocorrem em momentos diferentes em seres humanos, enquanto
estes se sobrepdem em roedores. O ciclo ovulatério em roedores €& poli-
ovulatério, enquanto em mulheres, em geral, € mono-ovulatorio, ou seja, um
ovulo por ciclo (Franks, 2012). Além disso, roedores sdo mais sensiveis a
interrupgéo do ciclo estral comparado aos seres humanos (Smith et al., 1975).

Desde o inicio da maturidade sexual (ao redor dos trés meses) até a idade
de 12 meses, a duracdo meédia do ciclo estral em ratas € de 4 dias. E essa curta
duracdo faz com que o rato seja um dos modelos animais para se investigar

alteragdes que ocorrem durante o ciclo reprodutivo (Marcondes et al., 2002).

1.6. Modelo animal de SOP em ratas

Estudos utilizando ovelhas (Steckler et al., 2007; Hogg et al., 2011) e
modelos de primatas (Abbott et al., 1998, 2009) demonstraram que a exposi¢céo
em excesso ao androgénio durante o periodo fetal pode induzir alteragbes nas
fungdes reprodutivas (Franks, 2012). No entanto, em roedores, este periodo de
exposi¢cao também corresponde a vida neonatal precoce (McNeilly et al., 2000;

Pepling e Spradling 2001; Pepling, 2006).
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Varios relatos da literatura sugerem que os androgénios atuam na origem
destes disturbios quando estdo presentes em quantidades elevadas no periodo
fetal e neonatal (Barker, 1990, 1997; Franks, 2012). A predisposi¢cédo genética e
insultos ambientais, tais como obesidade maternal, dieta e exposi¢cao a varias
substancias, incluindo esteroides sexuais, podem desencadear alguns fendtipos
metabdlicos especificos que podem se manifestar durante a idade adulta,
contribuindo para a geragdo de disturbios de cunho enddocrino, como a
hiperplasia adrenal congénita e a SOP (Franks, de 2012).

Inameros modelos experimentais foram desenvolvidos com o proposito de
mimetizar a SOP. Assinalam-se, entre eles, a exposigdo a androgénios
(testosterona, a dihidrotestosterona, sulfato de dehidroepiandrosterona),
estrogénios, inibidores de aromatase, antiprogestagénios, luz continua e
manipulagdes genéticas (Walters et al., 2012). Ultimamente, os modelos animais
de SOP mais utilizados s&o os de roedores expostos a inibidores de aromatase
e androgénios (Padmanabhan e Veiga-Lopez, 2013).

O trabalho de Barraclough (1961) foi o primeiro na literatura a descrever
que inje¢cdes de propionato de testosterona até o quinto dia de vida em ratas
induziriam a infertilidade destes animais por anovulagao na idade adulta. Apés,
diversos estudos observaram que utilizando o principio que a exposi¢cao precoce
ao excesso de androgénios reproduz na vida adulta caracteristicas metabdlicas,
como hiperinsulinemia, aumento dos niveis de LH, e morfolégicas, como os
ovarios policisticos, modelos animais com SOP foram estabelecidos (Abbott et

al., 1998, Dumesic et al., 2005, Zhou et al., 2005).

O estudo de Tyndall et al. (2012) investigou a exposi¢ao ao propionato de

testosterona em diferentes fases da vida da rata, observou-se que ratas expostas
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durante os primeiros 5 dias de vida passaram a apresentar, durante a vida adulta,
estro persistente, anovulagdo, presenga de ovarios policisticos e foliculos
atrésicos, um fenétipo semelhante a SOP. Curiosamente, a exposicao de ratas
com 15-25 dias de idade n&o induziu um fendtipo semelhante a SOP, as ratas
exibiram ovarios morfologicamente normais, destacando o fato de que os efeitos
do androgénio, podem ocorrer apenas durante periodos especificos.

O trabalho de Alexanderson et al. (2007), também realizado com ratas,
demonstrou que a inje¢ado neonatal de propionato de testosterona reproduziu, na
vida adulta destes animais, disturbios metabdlicos tais como a resisténcia a
insulina, e consequentemente, a hiperinsulinemia. Neste mesmo trabalho, notou-
se que a injecdo neonatal de outro composto também induz a resisténcia a
insulina, sendo esse composto a dihidrotestosterona (DHT), um androgénio nao-
aromatizavel convertido posteriormente para testosterona pela enzima 5a-
redutase.

Em ratas, tanto a DHT quanto a testosterona aplicadas durante os
primeiros cinco dias de vida, induzem a anovulagéo com estro persistente (Singh,
2005). Além desses, o estudo de Maliqueo et al. (2013), observou que o letrozol,
um inibidor da enzima aromatase, enzima esta responsavel pela conversao de
androgénios em estrogénios, induz ao aumento dos niveis séricos de
androgénios, e a sua administragdo continua iniciada durante a fase pré-puberal
induz a disfungdes reprodutivas e metabdlicas em ratas semelhantes as
encontradas em mulheres com SOP.

No trabalho de Marcondes et al. (2015), foi observado que ratas expostas
ao androgénio e ao estrogénio durante o periodo neonatal apresentaram

diferentes fendtipos durante a idade adulta com relag&o aos niveis hormonais e
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funcéo ovariana. Estes achados corroboram com estudos que observaram que
a exposicdo a testosterona ou estradiol levam a anovulagdo e,
consequentemente, a auséncia de corpo luteo (Barraclough, 1961; Alexanderson
et al., 2007, 2010; Mahamed et al, 2011). Porém, foi observado que o modelo
animal exposto a testosterona, apresentam alteracbes reprodutivas e
metabdlicas mais pronunciadas que mimetizam a SOP do que os modelos
expostos ao estradiol.

Os modelos animais de SOP exibem varias alteragbes da fisiologia
ovariana, incluindo aumento da expressdao de genes relacionados a
esteroidogénese e sinalizagdo androgénica (Alexanderson et al., 2010). Além
disso, estes modelos animais exibem alteragédo no perfil de expressédo de genes
relacionados a apoptose, como por exemplo, os genes da familia das

procineticinas (Maciel et al., 2013).

1.7. Procineticinas

As procineticinas s&o proteinas descritas recentemente, envolvidas em
diversas fungdes bioldgicas nos diferentes tecidos do organismo, tais como a
angiogénese (Ferrara et al., 2003), sobrevivéncia neuronal (Landucci et al.,
2016), ritmo circadiano (Zhang et al., 2009), nocicep¢ao (Negri e Lattanzi, 2011),
resposta imune (Abou-Hamdan et al., 2015), hematopoiese (LeCouter et al.,

2004) e espermatogénese (Wechselberger et al., 1999).

1.7.1. Procineticinas e seus receptores
As procineticinas possuem duas isoformas: procineticina 1 (PROK1) e

procineticina 2 (PROK2). Os nomes foram atribuidos a estas proteinas por Li et
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al. (2001) devido a sua capacidade, observada inicialmente, em induzir
contragdes especificas e potentes no musculo liso do trato gastrointestinal.

As PROK1 e PROK2 foram identificadas primeiramente em dois anfibios:
no veneno n&o toxico encontrado no intestino de cobras Mamba-Negra
(Dendroaspis polylepis) (MIT-1) e na secre¢cao da pele de sapos do género
sapos-barriga-de-fogo (Bombina Variegata) (Bv8) (Joubert e Strydom 1980,
Schweitz et al., 1990, 1999, Mollay et al., 1999) respectivamente. Em particular,
foi observado que PROK1 possui sequéncia de aminoacidos semelhante a um
fator de crescimento endotelial vascular derivado de glandula enddcrina assim,
é também denominado EG-VEGF (LeCouter et al., 2001).

Quanto as suas caracteristicas, as procineticinas sao pequenos
peptideos, que possuem de 80-120 aminoacidos e possuem 44% de
semelhanga nas suas sequéncias proteicas (Li et al., 2001). Ambas contém 10
cisteinas altamente conservadas entre as espécies, formando pontes
dissulfidicas (Boisbouvier et al.,1998, Li et al., 2001). O dominio N-terminal
anterior a primeira cisteina € composto pelos aminoacidos AVITGA, conservado
entre as diferentes espécies e essencial para a fungao proteica. Embora estas
proteinas apresentem forte homologia estrutural, suas fungdes permanecem
distintas (Bullock et al., 2004), o que se sabe é que s&o proteinas secretadas
pelas células que agem por meio de seus receptores (Wechselberger et al., 1999

e Chen et al., 2005).

As procineticinas sinalizam-se através de dois receptores homélogos
acoplados a proteina G, denominados PROKR1 e PROKR2. Ambos
compartilham 87% de homologia na sua estrutura primaria e apresentam

diferengas em suas sequéncias N-terminal (Lin et al., 2002). Os mecanismos de
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ativacao sao idénticos e a afinidade da proteina para seu receptor € semelhante,
uma vez que as duas procineticinas podem agir como ligantes eficazes tanto

para PROKR1 quanto para PROKR2 (Chen et al., 2005).

1.7.2. Via de sinalizagao das procineticinas

Os receptores acoplados a proteina G (GPCRs) constituem a maior
familia de receptores transmembrana do genoma humano. Respondem a uma
série de sinais que ativam a sinalizagdo de um segundo mensageiro através de
proteinas G heterotriméricas. Um mecanismo chave é a capacidade dos GPCRs
como dimeros e/ou oligbmeros (Palczewski, 2010), de diversificar e definir a
funcao do receptor, incluindo a modulagéo da afinidade agonista e antagonista,
o trafico de membrana e a especificidade da transdugao de sinal (Rivero-Muller

et al., 2013).

Os receptores das procineticinas mediam diversas agbes biologicas
através do recrutamento de diferentes proteinas G, tais como Gi, Gq e Gs,
ativando diversas cascatas de sinalizacao intracelular. A proteina G se localiza
na superficie interna da membrana celular e se liga ao receptor acoplado a
proteina G, estes receptores captam sinais extracelulares e ativam vias de

transdugao de sinal para o interior da célula (Ngan e Tam, 2008).
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Em diferentes sistemas, as procineticinas parecem induzir a via de
sinalizagdo das proteinas quinase-C (PKC) dependentes de calcio e ativadas
pelo fosfatidilserina ou pelo diacilglicerol (DAG). Além disso, promovem ativagéo
das proteinas quinases ativadas por mitdégenos (MAPK), responsaveis por
regular diversas atividades celulares como a expressdo de genes, mitose,
diferenciagao, sobrevivéncia celular e apoptose (Lin et al., 2002; Ngan e Tam,

2008) (Figura 3).
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Figura 3. Cascata de sinalizagao intracelular das procineticinas. As procineticinas ao se
ligarem a seu receptor desencadeiam uma série de reagdes intracelulares, ativando a
fosfolipase C (PLC), com subsequente hidrdlise de fosfatidil-inositol 4,5 bifosfato (PIP2)
em trifosfato de inositol (IP3) e diacilglicerol (DAG). O acumulo de IP3 nas células provoca
a mobilizacdo das reservas de calcio intracelular e o DAG ativa a proteina quinase-c
(PKC) (Fonte: modificado de Lin et al., 2002).

1.7.3. Expressao das procineticinas
As procineticinas e seus receptores sao expressos em diversos tecidos

tais como o ovario, testiculo, glandula suprarrenal, placenta, utero, cérebro, trato
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digestivo e medula éssea (Kaser et al., 2003; Ferrara et al., 2004; Maldonado-
Perez et al., 2007; Boulberda et al., 2011; Brouillet et al., 2012). Sua expressao
€ dinamica e parece estar envolvida em processos fisiolégicos como ritmo
circadiano (Brouillet et al., 2012), ciclo menstrual (Battersby et al., 2004) e
durante o processo gestacional (Brouillet et al., 2012).

PROK1 & amplamente expresso nos tecidos periféricos, como por
exemplo nos ovarios e células de Leydig (Li et al., 2001). Recentemente, o
trabalho de Papler et al. (2015) identificaram a presenga de PROK2 no ovario
humano, especificamente em células da granulosa. No sistema nervoso central,
ha pouca expressdo de Prok1 enquanto Prok2 é expressa no cortex, bulbo
olfatério, zona subventricular, hipotalamo entre outras areas (Ngan e Tam, 2008,
Balasubramanian et al., 2011) (Tabela 1).

Durante o desenvolvimento embrionario, a sinalizagdo de Prok2 e Prokr2
€ essencial para a neurogénese do bulbo olfatério e para a migragcdo dos
neurénios GnRH a partir de sua origem no desenvolvimento do placdéide olfatorio
para o hipotalamo (Ng et al., 2005, Matsumoto et al., 2006, Pitteloud et al., 2007).
Foi observado que a inativagdo de Prokr2 em camundongos gera quadros de
hipoplasia do sistema reprodutivo e bulbos olfatérios, um fenétipo semelhante ao
da Sindrome de Kallmann em humanos (Matsumoto et al., 2006, Pettiloud et al.,
2007).

Os receptores das procineticinas apresentam diferentes padrdes
anatémicos de expressao. Prokr2 € abundantemente expresso no cérebro (bulbo
olfatério, zona subventricular, area pré-optica, nucleo paraventricular, nucleo

arqueado, e eminéncia mediana) e testiculos; enquanto PROKR1 é expresso
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principalmente em tecidos periféricos como baco, préstata, pancreas, coragao e

sangue (Brouillet et al., 2012).

Tabela 1. Padrao de expressao de Prok1, Prok2, Prokr1 e Prokr2 em tecidos associados
a fungao reprodutiva.

Tecido Prok1 Prok2 Prokr1 Prokr2
Bulbo olfatério, cértex
Bulbos olfatérios Bulbos e piriforme, area de
SNC hinotalamo (érea, ventriculos Broca, hipotalamo
(Chen et al., 2005) mZdiaI ré- olfatérios, (area preé-optica lateral,
" éotica épm]cleo hipotalamo (nucleo  nucleo arqueado,
(Zhang et al., 2009) afqueado) arqueado e corpos  eminéncia mediana,
mamilares) nacleo mamilar, 6rgao
subfornical)
Hipofise
(Masuda et al., 2005) Presente Presente Presente
(Lin et al., 2002)
Ovario X . b
Células da teca e Células da Células dos Epitélio gladular,
(Lin et al., 2002) ranulosa granulosa e capilares estroma e musculatura
9 cumulus endoteliais lisa

(Papler et al., 2015)

Utero

(Masuda et al., 2002)

Epitélio glandular,
estroma e
musculatura lisa

Epitélio glandular,

estroma e
musculatura lisa

Epitélio glandular,
estroma e
musculatura lisa

Epitélio glandular,
estroma e musculatura
lisa

Placenta

(Hoffmann et al., 2007)

Presente

Presente

Testiculo

Células do intersticio

(LeCouter et al., 2003)  Células de Leydig ~ CSPermatocitos oo 10 endotelial ~ endotelial
primarios
(Lin et al., 2002)
Préstata
(Lin et al., 2002) Cancer de Presente
préstata
(LeCouter et al., 2001)
Tecido humano fetal
Presente Presente Presente Presente

(Soga et al., 2002)

Adaptado de Silva (2010) e Martin et al., (2011).

1.7.4. Papel das procineticinas no sistema reprodutor

No sistema reprodutor masculino, as procineticinas sdo expressas nos
testiculos e na prostata. Prok1 € predominantemente expresso em células de
Leydig, produtoras de testosterona, ja Prok2 é expresso em espermatocitos
primarios, que apods divisdbes celulares da origem a um espermatozoide

(Wechselberger et al., 1999, LeCouter et al., 2003). Ambas procineticinas s&o
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expressas em células endoteliais vasculares dos testiculos e através de seus
receptores, regulam a proliferagdo vascular e auxiliam a formag&o de aberturas
vasculares que contribuem no transporte de testosterona para fora do testiculo

(Samson et al., 2004) (Figura 4).

Espermatozdide
Tubo seminifero

Espermatide
Espermatécito 1

. Células de Leydig
Espermatécito |

Espermatogonia

Vasos

" sanguineos

Células de Sartoli

|:] Prok-1
[ ] Prok2
[:] Prokr

Figura 4. Localizac&o dos transcritos das procineticinas e seus receptores no testiculo.
A presenca de mRNA de Prok1, Prok2 e Prokr estdo respectivamente representadas

pelas cores azul, verde e amarelo (Fonte: modificado de Brouillet et al., 2014).

As procineticinas, no sistema reprodutor feminino, sdo expressas no
ovario, utero e em varios tecidos durante o periodo gestacional (Ferrara et al.,
2003, Battersby et al., 2004, Hoffmann et al., 2007). No ovario, PROK 1 é
expresso de forma dinamica nas diferentes fases da foliculogénese (Ferrara et
al., 2003), a expressao de PROKZ nos ovarios & pouco conhecida, foi observado
recentemente sua expressdo em células da granulosa e células do cumulus

(Papler et al., 2015).
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Durante a maturacao dos foliculos a expressdo de PROK1 é elevada em
foliculos primordiais e primarios nas células da granulosa. Nos foliculos
secundarios, sua expressao se mantém elevada. No entanto, nos foliculos
antrais, sua expressao encontra-se reduzida em células da teca. No corpo luteo,
a expressdao do mRNA de PROK1 aumenta a medida que o corpo luteo

amadurece (Ferrara et al., 2003 e Fraser et al., 2005) (Figura 5).
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Figura 5. Localizagdo da procineticina 1 no ovario. A localizagdo dos transcritos de
Prok1 esta identificado em azul e a proteina esté identificada em roxo (Fonte: modificado
de Brouillet et al., 2014).

Durante o ciclo menstrual a expressao de PROK1 é dinamica, com baixos
niveis de expressao durante a fase folicular, seguido de um aumento gradual de
expressao na fase lutea média e uma diminuicao da expressao durante a fase
lutea tardia (Ferrara et al, 2003). PROK1, PROK2 e PROKR2 também s&o

expressos em varios compartimentos celulares do endométrio, mas estes n&o
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mostram uma variagao temporal da sua expressao ao longo do ciclo menstrual

(Battersby et al, 2004).

1.7.5. Papel das procineticinas no desenvolvimento de doengas

Alguns estudos sugerem que a sinalizagdo das procineticinas podem
também contribuir para o desenvolvimento de patologias em diversos sistemas
(Maldona-Perez et al., 2006; Ngan e Tam, 2008). Como descrito anteriormente
mutagcdes em Prok2 e Prokr2 sao responsaveis pelo desenvolvimento da

Sindrome de Kallmann (Pitteloud et al., 2007).

Em relagdo ao seu potente efeito angiogénico, as procineticinas podem
causar hiperplasia e hipervascularidade em varios tecidos, por isso, tem sido
associada ao desenvolvimento da SOP (Ferrara et al., 2003), do neuroblastoma
(Ngan e Tam, 2008), cancer colorretal, testicular e de préstata (Maldonado-Perez

et al., 2007) (Tabela 2).
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Tabela 2. Resumo dos papéis fisiologicos e patoldgicos da sinalizagao das procineticinas.

- Func¢ao Doencas associadas A
fi
Sistemas biolégica Proki Prokr Prok2 Prokr2 Referéncias
~ Hoogerwerf
Tras::ointestinal ﬁounstc;j?;i)so (ERLGOLE =27
ga et al. 2003
dos Zﬂlér;ento Doengade Doengade Doengade Ruiz-Ferrer et
entérico Hirschsprung's |Hirschsprung's Hirschsprung's al. (2011)
Sindrome dos S lhie]
Ovario Angiogénese ovarios ELule
90g= olicisticos Maldona-Perez
P et al. (2007)
Maldonado-
Testiculo Angiogénese Cfagtoaetrade Perezet al.
P (2007)
Maldonado-
Endométrio Angiogénese Perezet al.
(2007)
. o Maldonado-
Placenta 3;?;232?0 de Perezet al.
(2007)
Sindrome de Sindrome de
- N Kallman Kallman Pitteloud et al.
Bulbo olfatorio | Morfogénese (hipogonadismo  |(hipogonadismo  [(2007)
hipogonadotrdfico) |hipogonadotréfico)
Ganglio da raiz . . ) . ) . Huet a}l. (2006)
Nodicepgio Hiperalgesia Hiperalgesia eNegriet al.
dorsal
(2006)
Medula 6sseae [Hematopoiesee [Angiogénese Angiogénese LeCourter et al.
sangue periférico|respostaimune  [tumoral tumoral (2004)
Coraciio Sobrevivénciade Urayamaet al.
« cardiomiogitos (2007)

Adaptado de Ngan e Tam (2008)

A etiologia de disfungdes ovarianas, como a SOP, ainda é obscura e sua
origem €& complexa e multifatorial, sabe-se que a hiperplasia e a
hipervascularidade do estroma, sdo caracteristicas fundamentais para o seu
desenvolvimento (Ravinfranath et al., 1992). Assim, na busca por fatores
responsaveis pelo desenvolvimento dessas caracteristicas, Ferrara et al. (2003)
identificou forte expressdo de PROK1 na SOP. Observando correlagao entre a
sua expressao, a hiperplasia e a angiogénese, sugerindo que PROK1 parece ter

um papel no desenvolvimento desta doenga. Porém, a literatura ndo possui

estudos que abordam o papel das procineticinas no desenvolvimento da SOP.
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2. Justificativa
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Em trabalho anterior, nosso grupo identificou, em modelos animais de
SOP, alteragdes na morfologia das células ovarianas, como a diminuigdo do
volume nuclear das células foliculares (Marcondes et al., 2015). Uma vez que
essa alteragdo morfoldgica pode estar associada a ativagdo do processo de
apoptose, propusemo-nos a investigar os genes relacionados a esse processo.

Para isso, foram utilizadas placas de PCR Array contendo 84 genes pro-
apoptoticos e anti-apoptoticos e pools de amostras do ovario de ratas dos
diferentes grupos testados no estudo (Controle, Estrogénio e Testosterona). Foi
identificado que, dentre os 84 genes avaliados, Prok2 (considerado um marcador
anti-apoptético) exibiu expressédo aproximadamente 34 vezes maior no grupo de
animais tratados com testosterona e 2 vezes maior no grupo estradiol, em

relagcdo ao grupo controle (Figura 6).
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Figura 6. Perfil de expressado dos genes apoptoéticos e anti-apoptéticos expressos nos
ovarios de ratas. Apds exposi¢cdo neonatal a estrogénio e testosterona, em relagdo ao

grupo nao tratado (controle — somente veiculo).
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Para confirmar esse achado, foram realizadas novas PCRs com assays
especificos (mistura de oligonucleotideos iniciadores e sondas para Prok2),
utilizando as amostras individualmente (n=10). Os resultados anteriores foram

confirmados porém, os folds de expressao observados foram menores (Figura

7).
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Figura 7. Perfil de expressao de Prok2 nos ovarios de ratas. Apos exposi¢cao

neonatal a estrogénio e testosterona, em relagdo ao grupo nao tratado.

A proxima etapa foi verificar se esse aumento na expressao de Prok2,
estaria sendo induzido em outros 6rgaos e tecidos além dos ovarios. Assim,
realizamos PCR em tempo real para detectar transcritos do gene Prok2 na
adrenal, hipdfise, tireoide, utero e musculo. Os resultados mostraram a presenga
de Prok2 em quase todos os tecidos, exceto no musculo, porém a expressao
aumentada do gene so foi verificada no utero e ovario das ratas dos grupos

experimentais (Figura 8).



Justificativa 32

Adrenal Mdasculo
- ® oo
£ .
3. 0=
B
° oA
= 4
b o8 |
E 2 —— o8
& o A0 v v
& & & &
Hipéfise Tiredide
- O 10
=
= ¢ o8
v
° 06
= 4
5 0.4
2@ I |
© -~
& “ 0.2
3
g o s v 0.0 T
& & & <~
Utero Owviério
10 28
s
= s 20
o
o © 1S
= |
= a 10
g s
T 2 s
S
& o o
& & &

Figura 8. Perfil de expressado de Prok2 no ovario, adrenal, musculo, hipdfise, tireoide e
Utero de ratas dos grupos experimentais. A linha tracejada indica o valor obtido no grupo
controle (referéncia); GT: grupo testosterona; GE: grupo estradiol. A expressao
aumentada foi considerada para valores de fold >1<-1 (Referéncia).

Apesar de apresentar etiologia pouco conhecida, os pesquisadores
acreditam que a SOP nao é causada por um unico disturbio, mas sim por um
espectro de varias desordens. Ainda ha varias etapas da fisiopatologia que
carecem de esclarecimento. A presenca de Prok2 nos ovarios de modelo animal
de SOP induzida por androgénio abre uma possibilidade de investigacdo do
papel dessas proteinas nesse modelo e na SOP. Assim, com base em nossos
resultados prévios, propusemo-nos a identificar e localizar os transcritos e

produtos proteicos das procineticinas e seus receptores no ovario de ratas com

SOP induzida por esteroides sexuais durante o periodo neonatal.
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3. Objetivos
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3.1. Objetivo geral

Identificar e localizar as procineticinas e seus receptores no ovario de
ratas com sindrome dos ovarios policisticos induzida por esteroides sexuais

(estradiol ou testosterona).

3.2. Objetivos especificos

Analisar, por PCR quantitativo em Tempo Real, a expresséo de transcritos

dos genes Prok1, Prok2, Prokr1 e Prokr2 nos ovarios das ratas dos grupos

experimentais;

* Avaliar, por imunoistoquimica, a expressao proteica de PROK1, PROKR1,
PROK2 e PROKR2 nesses ovarios;

* |dentificar, por hibridizagado in situ, as células secretoras de Prok2, pela
localizagao dos transcritos nas células ovarianas;

* Avaliar, por testes estatisticos, a correlagdo entre os dados moleculares e o

peso dos animais.
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4. Materiais e métodos




Materiais e métodos 36

4.1. Animais

Foram utilizadas 33 ratas Wistar (Rattus Norvegicus Albinus) com até 3
dias de idade, obtidas e mantidas no Centro de Bioterismo da Faculdade de
Medicina da Universidade de Sao Paulo (FMUSP). Os animais foram separados
de acordo com o tipo de substancia administrada e confinados com as maes até
o final do periodo de lactagéo (21 dias) em gaiolas plasticas medindo 45 x 35 x
15 cm (comprimento, largura e altura, respectivamente), com tampa gradeada
de metal, com alimentagao e agua ad libitum. A temperatura do local foi mantida
em torno de 22° C, com iluminacgao artificial, sendo o fotoperiodo intercalado de
12h/claro e 12h/escuro (considerando o periodo de luz das 7:00 as 19:00 horas).
ApOs o periodo de lactagdo, as ratas foram separadas das mées e cada grupo
experimental foi alocado em uma gaiola plastica prépria, com as mesmas
condigbes citadas anteriormente. Este projeto é parte de um projeto maior
intitulado “Efeitos da metformina e do exercicio fisico sobre o hipotalamo,
hipdfise e ovario de modelos animais de sindrome dos ovarios policisticos”
aprovado sob o nimero 050/13 do Comité de Etica da Faculdade de Medicina
da Universidade de S&o Paulo e seguiu todas as normas brasileiras e
internacionais para o uso cientifico e manipulacdo de animais de experimentacao

(Marques et al., 2009).

4.2. Tratamento dos animais

De acordo com o grupo experimental a que pertenciam, os animais
receberam, entre 1° e o 3° dia de vida, uma unica injegcao por via subcutanea de
um dos seguintes compostos: propionato de testosterona (1,25 mg/0,1 mL de

oleo de oliva) (Mahamed et al., 2011) — grupo Testosterona (GT; n= 12);
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benzoato de estradiol (0,5 mg/0,1 mL 6leo de oliva) (Alexanderson et al., 2007)
— grupo Estradiol (GE; n=11); e éleo de oliva (0,1 mL) — grupo Controle (GC; n=

10) (Figura 9).

Figura 9. Injecdo subcutédnea em ratas de até 3 dias de vida. Na etapa numero 1,
prendeu-se a pele do dorso do animal entre os dedos do pesquisador, iniciando a
introducao da agulha pela via subcutanea e, posteriormente, a injecdo do composto
contido na seringa. Na etapa nimero 2, o animal ja apresenta o composto injetado em

seu dorso.

4.3. Pesagem dos animais
Os animais foram pesados semanalmente em balanga digital nao

paramétrica a partir do nascimento até 90°-95° dias de idade.

4.4. Esfregacgo vaginal

O esfregago vaginal foi colhido diariamente, a partir do 75° até o 90°-95°
dias de idade para avaliagcédo do ciclo estral. Para isso, as laminas contendo o
esfregaco vaginal foram coradas pelo método de Shorr-Harris e analisadas por
microscopia optica convencional. A fase do ciclo estral foi determinada de acordo

com o tipo de célula predominante nas laminas analisadas. Foi considerado



Materiais e métodos 38

normal o ciclo estral que exibiu todas as fases (proestro, estro, metaestro e

diestro) no periodo de 4-5 dias.

4.5. Eutanasia
Com 90-95 dias de idade, os animais foram transferidos para a sala de

cirurgia do Centro de Bioterismo da FMUSP, e anestesiados com ketamina (30
mg/kg) associada a cloridrato de xilazina (15 mg/kg), seguido pela retirada dos
ovarios e eutanasia por decapitagdo. Os animais do grupo controle foram
sacrificados na fase de estro do ciclo estral. Os ovarios foram retirados e

utilizados para analises de histologia e de biologia molecular.

4.6. Extracao de RNA e sintese de DNA complementar (cDNA)

Os ovarios retirados para analise de biologia molecular permaneceram
por 24h em solugdo estabilizadora de RNA (RNA/ater®/Lifes Technologies) e
depois foram mantidos em — 80° C até sua utilizagcado para a extragdo do RNA
total. A extragdo do RNA total foi realizada através do método do Trizol (Life
Technologies), seguindo as especificagdes do fabricante. Antes da sintese do
DNA complementar (cDNA), os RNAs foram tratados com DNAse | para eliminar
possivel contaminagdo com DNA gendmico. As amostras de RNA obtidas foram
quantificadas em espectrofotdmetro (NanoDrop 2000®, ThermoScientific) e
analisadas em gel de agarose a 1% para verificar a integridade desse material.
A sintese dos cDNAs foi realizada utilizando o “High Capacity DNA synthesis kit’
(Life Technologies) e sua eficiéncia por PCR (Reagdo em Cadeia da Polimerase)
convencional, utilizando pares de iniciadores especificos para o gene da [3-
actina. Os cDNAs foram armazenados a — 20° C e posteriormente utilizados nas

reagdes de PCR quantitativo em Tempo Real (QRT-PCR).
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4.7. PCR quantitativo em tempo real

A analise de expresséao relativa para os transcritos dos genes Prok1,
Prokr1, Prok2 e Prokr2 nos ovarios foi realizada utilizando o sistema de deteccéao
por sondas fluorescentes TagMan®. Como controles enddégenos foram testados
B-Actina (Actb) e GAPDH (Gapdh) especificos para Rattus Norvegicus. A tabela
3 descreve a identificacdo e a referéncia da sequéncia dos transcritos pelo

National Center for Biotechnology Information (NCBI) dos ensaios utilizados.

Tabela 3. Dados dos ensaios utilizados nas reagées de gPCR.

Genes Identificacdo dos ensaios Referéncias dos
TagMan® transcritos (NCBI)
*Actb 4352340E NM_031144.2
*Gapdh 4352338E NM_017008.3
Prok1 Rn00593835 _m1 NM_138851.1
Prokr1 Rn00517546_m1 NM_138977.1
NM_001037541.1
Prok2 Rn01421308_m1 NM_138852.1
Prokr2 Rn00594500_m1 NM_138978.1

* Controle endégeno

As reacdes foram desenvolvidas no volume total de 20ul, contendo 10ng
de cDNA, 10ul do Tagman Universal PCR Master Mix e 1ul dos ensaios (mistura
dos oligonucleotideos iniciadores e sondas especificos para cada gene)
inventariados pelo fabricante na propor¢ao de 1:20. Foram utilizadas placas de
96 pogos e as corridas foram feitas no aparelho 7500 Real Time PCR Systems
(Life Technologies), conforme especificagdes do fabricante, utilizando a ciclagem
padrao do aparelho: 2 min a 50°C, 10 min a 95°C, 45 ciclos de 10 seg a 95°C e

1 min a 60°C.
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Dentre os genes enddgenos, apds avaliagao pelo software EST Database

of Cofton (http://www.leonxie.com/referencegene.php), o Gapdh exibiu menor

variagdo de expressdo entre as amostras de ovario dos diferentes grupos
experimentais. Portanto, esse gene foi escolhido como controle endégeno
destas amostras. Apos o estabelecimento do controle enddgeno, foram
executadas as reacbes para avaliar a expressao dos genes de interesse no
ovario.

As reacgbes foram analisadas com auxilio do software SDS 3.0 (Life
Technologies) e os valores de expressao relativa foram obtidos pelo método do

Delta-Delta CT.

4.8. Processamento histolégico

Os ovarios retirados para analise histolégica foram fixados em formol
tamponado a 10% por 24 horas. Posteriormente, esses 6rgaos foram submetidos
as seguintes etapas: desidratagdo com alcool etilico; diafanizagdo com xilol;
impregnagao com parafina histologica liquida em estufa a 60° C; inclusdo em
parafina a temperatura ambiente. Os blocos de parafina contendo o material
biolégico foram seccionados em micrétomo (Microm HM315 R) ajustado para
realizar cortes a 4 um de espessura. Os cortes obtidos foram depositados em
laminas silanizadas e mantidos em estufa a 60°C, durante 24 horas, para
secagem, essas laminas foram utilizadas para a técnica de hibridizagao in situ e

imunoistoquimica.

4.9. Reagdes de imunoistoquimica
As laminas foram incubadas com anticorpos contra PROK1, PROKR1,

PROK2 e PROKR2, seguindo as instrugdes do fabricante para cada anticorpo.
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Brevemente, as laminas foram desparafinizadas em 3 banhos de xilol e
hidratadas em concentragdes crescentes de alcool (100, 80 e 70%). A etapa de
recuperacéo antigénica foi realizada utilizando a panela de pressao com citrato
ph 6,0 e as diluigdes foram padronizadas individualmente para cada anticorpo
(Tabela 4). Os bloqueios da peroxidase enddgena e proteinas inespecificas
foram obtidos com peroxido de hidrogénio e leite desnatado (Molico),
respectivamente. O sistema de amplificacdo e deteccdo utilizado foi o LSAB
(DAKO). A revelacao foi feita com DAB a 1:50, por no maximo 5 minutos, e os
cortes foram contra-corados com hematoxilina e montados com laminula e

Entellan (MERCK).

Tabela 4. Condi¢bes padronizadas para cada um dos anticorpos utilizados nas reagdes

de imunoistoquimica.

Anticorpos Marca Fonte Diluicao
PROK1 Bioss Antibody Policlonal de coelho 1:250
PROKR1 Novus Biologicals Policlonal de coelho 1:250
PROK2 Gene Tex Policlonal de coelho 1:400
PROKR2 Novus Biologicals Policlonal de coelho 5ug/mi

Para analise das reagdes de imunoistoquimica foi utilizada uma escala
visual de intensidade de coloragdo (0 negativo, 1 fraco, 2 moderado, 3 forte) e
porcentagem de células marcadas 0 (<10%), 1 (210 <25%), 2 (=25 <50%), 3 (=50
<75%) e 4 (275%). As escalas foram multiplicadas, resultando em uma variagéo
de escore de 0 a 12 (Lauttia et al., 2014). Para fins descritivos dos resultados,
os escores finais considerados foram 0=nada; 1-3=fraco (+), >3<6=moderado

(++) e >6<12=forte (+++) (adaptado de Eddie et al., 2015). Os valores desses
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escores foram utilizados para comparagdo estatistica entre os grupos
experimentais. As laminas foram analisadas em microscopio Optico (Leica
DM400 B) com camera de video colorida acoplada (Leica DFC420) por meio do

software Leica Aplication Suite 3.0.0.

4.10. Hibridizagao in situ

A hibridizagao in situ para localizar sequéncias de mRNA de Prok2 nas
células ovarianas das ratas foi realizada utilizando o RNAscope® 2.5HD
Detection kit (Biogen). Brevemente, as laminas foram desparafinizadas em 2
banhos de xilol e 2 banhos de alcool 100%. Apds, iniciou-se a fase de pré-
tratamento. O bloqueio da peroxidase enddgena (pré-tratamento 1) foi realizada
por 10 min em temperatura ambiente, a recuperagéo antigénica (pré-tratamento
2) foi realizada utilizando o agitador magnético com aquecimento da solugéo a
100°C por 15 minutos, seguindo o protocolo padrdo. A digestdo com a protease
(pré-tratamento 3) foi realizada por 30 minutos & 40°C utilizando o forno de
hibridizagao previamente aquecido.

A hibridizagao das sondas controle positivo, negativo e do gene alvo foram
realizadas em seguida (Tabela 5), por 2 horas a 40°C. A sonda Prok2 para ratos
foi desenhada pelo fabricante com 7 pares de “ZZ” oligos (<400bp) atingindo a

regiao de 11-372.

A amplificagédo e a detecg¢do dos sinais de hibridizagdo foram realizadas
por uma sequéncia de amplificadores (Amp1-Amp6). A revelagao foi feita com
DAB (BROWN-A e BROWN-B) a 1:1, por 10 min, e os cortes foram contra-

corados com Hematoxilina de Gill's | e Hidroxido de Amoénia 28-30%,
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previamente preparados. Em seguida, foi realizada a montagem das laminas

com Entellan (MERCK) e laminulas.

Tabela 5. Dados das sondas de hibridizag&o.

Sondas Espécie Referéncia
Prok2 Rn-Prok2 451581
Controle positivo Mm-Ppib 313911
Controle negativo 310043

4.11. Analise estatistica

As analises estatisticas foram feitas utilizando o programa GraphPad

Prism 5.0 (GraphPad Software, La Jolla, EUA). A distribuicdo dos dados foi

avaliada pelo teste Kolmogorov-Smirnov . Para os dados com distribuigdo normal

foi utilizada a analise de variancia (ANOVA) complementada pelo teste de

Bonferroni. Ja para os dados que n&o apresentaram distribuicdo normal, foi

utilizado o teste de Kruskal-Wallis complementado pelo teste de Dunn para

comparagdes multiplas. Correlagcdes de Pearson ou Spearman’s foram utilizadas

para correlagdes entre variaveis continuas dependendo da normalidade. Os

resultados sao descritos como médias * erro padrao e o p<0,05 foi considerado

significativo.
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5. Resultados
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5.1. Dados de pesagem dos animais

Os animais do GC apresentaram, com 90 dias de vida, média de peso de
253,99 (x17,5). Ja o GE apresentou média de peso de 295¢g (+35,1) e o GT,
meédia de peso de 334,69 (+ 25,2). Houve diferenga estatisticamente significativa
nas comparagodes entre GT e GC (p<0,0001). Quanto a comparacgao entre GT e
GE e GE e GC, nado houve diferenga estatisticamente significativa. A Figura 10

mostra as médias de peso desde o nascimento até os 90 dias de vida.
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Figura 10. Médias dos pesos dos grupos controle, estradiol e testosterona entre o

nascimento até 90 dias de idade.

5.2. Ciclo estral

Os animais do GC apresentaram ciclo estral normal (4-5 dias). Quatro
animais do GE tiveram ciclo estral irregular, dentre esses, trés apresentaram
estro persistente e um apresentou prolongamento das fases de metaestro e
estro. Dentre os outros animais avaliados do GE, um deles ndo apresentou
abertura vaginal, os demais apresentaram ciclo estral normal. No GT, todos os
animais apresentaram oclusdo do canal vaginal. Nesses animais, nao foi

possivel realizar a coleta do esfregago.
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5.3. Expressao génica de Prok2 e Prokr2
Prok2 apresentou aumento de expressao estatisticamente significativo no
GT, em relagcdo ao GC (p=0,0157). Nao houve diferenga estatisticamente

significativa entre o GT e GE e entre GE comparado ao GC (p>0,05) (Figura 11).

Prok2

*
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Quantificagao relativa

Controle Estradiol Testosterona

Figura 11. Perfil de expressao de Prok2 no ovario dos grupos experimentais. As
barras e asteriscos indicam os grupos com diferengas na expresséo dos genes. Os

dados sao apresentados como média + erro padrao (p=0,0157, entre GT e GC).

Quanto ao receptor Prokr2, foi observado aumento estatisticamente
significativo de sua expressao no GT, em relagdo ao GE (p=0,0154). Nao houve
diferenga estatisticamente significativa de sua expressdo nos GE e GT em
comparagao ao GC (p>0,05) (Figura 12).
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Figura 12. Perfil de expressao de Prokr2 no ovario dos grupos experimentais. As
barras e asteriscos indicam os grupos com diferengcas na expressao dos genes.

Os dados sao apresentados como média + erro padrao (p=0,0154, GT e GE).
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5.4. Expressao génica de Prok1 e Prokr1

Prok1 apresentou aumento significativo de sua expressao nos animais do

GT, em relacdo ao GC (p=0,0354). Nao houve diferenga estatisticamente

significativa entre os GT e GE e o GE comparado ao GC (p>0,05) (Figura 13).

Quanto ao receptor Prokr1, nao foi observada diferenga estatisticamente

significativa de sua expressao entre os grupos avaliados (p>0,05) (Figura 14).

Quantificagao relativa

Prok1
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Figura 13. Perfil de expressao de Prok1 no ovario dos grupos experimentais. As

barras e asteriscos indicam os grupos com diferengas na expressao dos genes.

Os dados sao apresentados como média + erro padrao (p=0,0354, GT e GC).
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Figura 14. Perfil de expressao de Prokr1 no ovario dos grupos experimentais (p>0,05).
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5.5. Expressao proteica de PROK1, PROKR1, PROK2 e PROKR2

As procineticinas sdo descritas como proteinas secretadas pelas células,
porém, em nossas analises por imunoistoquimica, foi possivel observar padrao
de marcacgao predominantemente citoplasmatica nas células avaliadas.

Nas analises das estruturas dos foliculos antrais, no GC, foi observada
forte expressdo de PROK2 em células da granulosa (Figura 15A) e expressao
moderada em células da teca interna (Figura 15D). Ja no GE, foi possivel
observar expressdo moderada da proteina tanto em células da granulosa (Figura
15B) como em células da teca interna (Figura 15E). No GT, foi observada fraca
expressdo de PROK2 em células da granulosa de foliculos antrais (Figura 15C)
e forte expressao da proteina em células da teca interna (Figura 15F).

Durante as analises, verificamos a marcacao dessas proteinas em células
intersticiais dos ovarios das ratas de todos os grupos analisados. Porém, ao
compararmos os grupos, foi possivel observar expressdo aumentada somente
em PROK2. Especificamente, foi observado, no GC, menor expressao de
PROK2 nas células intersticiais (Figura 15G). Ja no GE, foi possivel observar
expressdo moderada da proteina nessas células (Figura 15H). No GT, foi

observado maior express&o da proteina em células intersticiais (Figura 15l).
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Figura 15. Perfil imunoistoquimico de PROK2 em cortes de ovarios de ratas do GC, GE e GT.
As Figuras A, D e G, correspondem as fotomicrografias do ovario de ratas do GC (40x). As
Figuras B, E e H correspondem a fotomicrografias do ovario de ratas do GE (40x). As Figuras
C, F e | correspondem a fotomicrografias do ovario de ratas do GT (40x). As letras significam, G
a granulosa, TI, teca interna e ClI, células intersticiais. A Figura J, apresenta o escore semi-
quantitativo da expressao (intensidade x frequéncia) de PROK2 na granulosa, nas células da
teca interna e nas células intersticiais e sua comparacao entre os grupos. As barras e asteriscos

indicam os grupos com diferengas significativas da expressda de PROK2 * p<0,05.
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Quanto ao perfil de expressdao de PROK2, foi observado aumento
estatisticamente significativo de sua expressdo em células da granulosa no GC
em relagcédo ao GT (p=0,0043). Nao houve diferenga estatisticamente significativa
do GE quando comparado com GC e GT. Ja nas células da teca interna, foi
observado aumento significativo da expressao de PROK2 no GT em relagdo ao
GC e ao GE (p=0,0049), quando comparado GC e GE nao foi observada
diferencga estatisticamente significativa entre os grupos. Nas células intersticiais,
foi observado aumento significativo da expressdo de PROK2 no GT em relagao
ao GC (p=0,0068). Nao houve diferenga estatisticamente significativa do GE
quando comparado com GC e GT (Figura 15J).

Quanto a analise do perfil imunoistoquimico de PROKR2, também foi
observada forte expressao dessa proteina em células da granulosa e moderada
expressado em células da teca interna de ratas do GC. No GE houve marcagéo
moderada em ambos os tipos de células, enquanto no GT, observou-se fraca
expressdo de PROKR2 em células da granulosa e forte expresséo nas células
da teca interna. Porém, quanto ao escore de expressdo de PROKR2 n&o foi
encontrada diferenga estatisticamente significativa entre os grupos e nos tecidos
avaliados.

Nas analises do perfil imunoistoquimico de PROK1 e PROKR1 das
estruturas dos foliculos antrais, foi observada em células da granulosa, no GC
expressao moderada dessas proteinas, no GE, fraca expressao de PROK1 e
PROKR1 e no GT, foi observada expressao moderada dessas proteinas. Nas
células da teca interna 0 mesmo foi observado, expressao moderada de PROK1
e PROKR1. Quanto ao escore de expressdo, ndo foi observada diferencas

estatisticamente significativas entre os grupos.
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Nas células da teca externa, antro e odcito ndo foram observadas
diferengas na marcagdo em nenhum dos grupos analisados para nenhuma das
proteinas.

Nas analises das estruturas dos foliculos pré-antrais, foi observado, no
GC, fraca expressao de PROK2 em células da granulosa. Ja no GE e GT, foi
observada forte expresséo da proteina em células da granulosa de foliculos pré-
antrais. Ao compararmos o perfil de expressdo de PROK2 nos foliculos, foi
observado aumento significativo da expressdao de PROK2 no GT de foliculos pré-
antrais em relagao a foliculos antrais. (p=0,0098). Nao foi observada diferencas

estatisticamente significativas no GE e GC (Figura 16).
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Figura 16. Escore semi-quantitativo da expressao (intensidade x frequéncia) de PROK2 em
foliculos pré-antrais e antrais das células da granulosa no ovario de ratas do GC, GE e GT.
Abaixo dos graficos, seguem fotomicrografias representativas de imunoistoquimica de
PROK2 em foliculos ovarianos pré-antrais (40x) e antrais (20x) de ratas dos grupos

experimentais * p<0,05.
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Quanto a analise do perfil imunoistoquimico de PROK1 nos foliculos pré-
antrais, foi observado forte expressdo de PROK1 no GC, GE e GT. Ao
compararmos o perfil de expressdao de PROK1 nos foliculos, foi observado
aumento significativo de sua expressao no GE (p= 0,0030) e no GT (p= 0,0138)
de foliculos pré-antrais em relagao a foliculos antrais. No GC n&o foi observado

diferencas de sua expressao entre os foliculos pré-antrais e antrais (Figura 17).
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Figura 17. Escore semi-quantitativo da expresséao (intensidade x frequéncia) de PROK1 em
foliculos pré-antrais e antrais das células da granulosa no ovario de ratas do GC, GE e GT.
Abaixo dos graficos, seguem fotomicrografias representativas de imunoistoquimica de
PROK1 em foliculos ovarianos pré-antrais (40x) e antrais (20x) de ratas dos grupos

experimentais * p<0,05.

Nas analises do perfil imunoistoquimico das procineticinas e seus
receptores no corpo luteo dos ovarios de ratas do GC, foi observado forte
expressdo de PROK1 e PROKR1, ja em PROK2 e PROKR2 foi observada menor

expressdo dessas proteinas (Figura 18).
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Figura 18. Escore semi-quantitativo da expresséao (intensidade x frequéncia) de PROK1,
PROKR1, PROK2 e PROKR2 no corpo luteo do ovario de ratas do GC. Abaixo, seguem
fotomicrografias representativas de imunoistoquimica da expressdo PROK1, PROKRH1,
PROK2 e PROKR2 no corpo lateo (10x) de ratas do GC.

5.6. Hibridizacao in situ

Foi realizada a padronizacédo das reag¢des em laminas controle positivo e
negativo. Embora tenhamos tentado diversos ajustes no protocolo e
modificagdes nos reagentes utilizados, nenhuma marcagéao foi observada para
as laminas de ovario do presente estudo. Depois de varias tentativas, foi obtida
marcagao nas laminas controle positivo, porém, ndo conforme o estabelecido
pelo fabricante das sondas. Assim, nao foi possivel localizar as sequéncias de
MRNA de Prok2 nas células ovarianas das ratas avaliadas por hibridizacao in
situ. A Figura 19 mostra o resultado obtido para as laminas de ovario (19A),

controle positivo (19B) e controle negativo (19C).
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Figura 19. Fotomicrografias da localizacdo de mRNA de Prok2 nas células ovarianas das
ratas por hibridizagao in situ (40x). A figura A representa o corte de ovario marcados com
sonda Prok2. A figura B representa o controle positivo. A figura C representa o controle

negativo.

A empresa se comprometeu a produzir uma nova sonda (Prok2 e controle
positivo), para contornar os problemas de tamanho e especificidade de ambas

as sondas.

5.7. Correlagdo entre a expressdao das procineticinas e os dados de

pesagem dos animais

Diante do exposto, decidiu-se analisar a correlagcéo entre a expressao das
procineticinas e o peso final dos animais dos grupos experimentais. Houve uma
correlagao positiva entre a expressao génica de Prok2 e o peso (r= 0,56; p= 0,01)
(Figura 21). Ap6s, foi avaliada a correlagao entre a expressao génica de Prok1,
Prokr1 e Prokr2 e o peso final dos animais, nao foi observado valores
significativos (r=0,31; p=0,13, r=-0,06; p= 0, 77 e r=0,022; p=0,29,
respectivamente). A correlagdo entre os valores de expressao génica e
expressao proteica também foram analisadas e n&o foi encontrada significancia
(p>0,05). Outras analises de correlagbes entre os dados foram realizadas,

porém, ndo foram encontrados valores significativos.
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Figura 20. Correlagao entre a expresséo génica de Prok2 e o peso final de todos os

animais.
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6. Discussao
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Os efeitos reprodutivos e gonadais da exposicdo a esteroides sexuais
ainda nao sdo bem compreendidos. Neste trabalho, demonstramos altera¢des
na expressao dos genes e proteinas da familia das procineticinas no ovario de
ratas submetidas a exposicéo a esteroides sexuais no periodo neonatal.

A SOP é frequentemente associada a disfungbes metabdlicas, incluindo
obesidade, aumento da adiposidade abdominal, resisténcia a insulina, sindrome
metabdlica e aumento do risco de diabetes (Moran et al., 2010a; 2010b; Goodarzi
et al., 2011; Fauser et al., 2012).

Em nosso estudo, verificamos que o peso dos animais modelo
experimental de SOP, tanto induzido por estradiol quanto induzido por
testosterona apresentaram-se maiores em relagdo aos animais do grupo
controle. Nossos dados corroboram com os achados da literatura referente a
influéncia da exposicao a esteroides sexuais em fases precoces da vida sobre o
peso corporal.

O estudo de Ongaro et al. (2015) mostraram que o hiperandrogenismo
durante o perido neonatal altera de maneira precoce os sistemas metabdlico,
endocrina e ovariana. Tyndall et al. (2012) encontraram peso superior em ratas
adultas que foram androgenizadas no periodo fetal e pds-natal (1 a 24 dias de
vida), porém, os animais androgenizados no periodo pos-natal apresentaram
maior peso que os demais animais avaliados. Mahamed et al. (2011) utilizaram
o mesmo protocolo de indugdo de SOP em ratas utilizado em nosso estudo, e o
peso desses animais foi superior ao peso dos animais do grupo controle,
confirmando nossos resultados.

Maliqueo et al. (2015) observaram que a administragdo de uma unica dose

de propionato de testosterona em ratas, 3h apds o nascimento aumentou o
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depdsito de gordura visceral. No presente estudo, foi observado aumento do
tamanho dos adipécitos e aumento dos niveis séricos de colesterol e
triglicerideos durante a idade adulta dos animais. Achados semelhantes foram
observados no estudo de Nohara ef al. (2013), as ratas foram expostas a uma
unica dose de propionato de testosterona durante os primeiros dias de vida.

O excesso de testosterona pode ocasionar alteragbes metabdlicas e da
composi¢ao corporal, que ocorrem por meio da sua conversao em estrogénio
pela acao da aromatase. Assim, podendo atuar nessas alteragdes pelas vias
androgénicas e estrogénicas (Lazic et al., 2011).

Quanto a utilizacédo de estradiol e seu impacto metabdlico, no trabalho de
Tyndall et al. (2012), os animais do grupo estradiol apresentaram maior peso
corporal que os animais dos demais grupos. O mesmo foi observado no estudo
de Alexanderson et al. (2007), onde foi utilizada a dose de 0,5mg de benzoato
de estradiol em ratas no periodo neonatal, como em nosso estudo. Na vida
adulta, os animais tratados com estradiol apresentaram peso superior em
relagdo aos animais tratados com androgénio e aos controles.

Estudo in vivo mostrou que os androgénios sado capazes de induzir o
acumulo de gordura abdominal e aumentar o tamanho das células adiposas de
ratas. Estas alteragdes na distribuicdo, morfologia e fungéo das células adiposas
aumentam o risco do desenvolvimento de resisténcia a insulina, a dislipidemia e
disturbios metabdlicos. E notavel que a exposicdo ao androgénio durante a vida
fetal produz modificagdes nas células adiposas do feto que sdo mantidas ao
longo da vida, conferindo maior risco de desenvolvimento da obesidade e suas

consequéncias (Maliqueo et al., 2015).
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Embora os mecanismos moleculares ainda ndo estejam esclarecidos, &
perceptivel a relagdo entre os esteroides sexuais e o aumento de peso

influenciando no surgimento da obesidade na SOP.

Em nosso estudo, apenas ratas tratadas com testosterona exibiram
alteragbes significativas na expressao de genes pro-apoptoticos e anti-
apoptoticos. Uma descoberta inesperada foi a hiperexpresséo do gene Prok2 no
grupo testosterona. Embora n&o existam relatos na literatura sobre a
participagcdo desse gene no desenvolvimento da SOP, Prok2 desempenha
papeéis e varias outras funcdes que podem explicar nossos achados.

As procineticinas participam ativamente da angiogénese fisiolégica em
diversos 6rgéos como glandula adrenal, pancreas, ovario, testiculo, endométrio,
placenta e coragcado (Monnier e Sansom, 2008). Ferrara et al. (2003) mostraram
que as procineticinas sdo capazes de promover a proliferagcdo, sobrevivéncia,
migragcédo e fenestracdo de células dos capilares endoteliais que recobrem o
interior dos vasos sanguineos em tecidos esteroidogénicos.

Em nosso estudo, analisamos a expressao génica das procineticinas no
ovario de ratas. Dentre os resultados encontrados, foi observado aumento da
expressao de Prok1 no grupo testosterona em relagdo ao grupo controle. Prok1
também é chamado de EG-VEGF, devido a sua capacidade em estimular o
crescimento de células endoteliais vasculares através da angiogénese (LeCouter
et al., 2001). Os mesmos autores mostraram que Prok1 promove a angiogénese
no ovario através da sua administragdo intra-ovariana. Dentro de uma semana
foi possivel observar um intenso efeito angiogénico nos ovarios e a formagao de
cistos ovarianos. Ngan e Tam. (2008) sugerem que devido a sua capacidade de

estimular a formacao de novos vasos, Prok1 € capaz de promover a hiperplasia
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e hipervascularizagdo em varios tecidos. Assim, podendo estar associado ao
desenvolvimento da SOP. Nossos dados corroboram com os achados da
literatura, referente ao aumento da expressao de Prok1 nos ovarios de ratas do
grupo testosterona.

As procineticinas possuem receptores acoplados a proteina G (GPCR)
que compartilham 85% de identidade entre seus aminoacidos. Suas sequéncias
s&o quase idénticas nos dominios transmembranares (Soga et al., 2002),
sugerindo que seus mecanismos de ativagdo s&do muito semelhantes e que a
molécula analoga nao realiza discriminagao entre os receptores. A afinidade dos
ligantes para os seus receptores € compartilhada, sendo que PROK2 possui
maior avidez de ligagdo a ambos os receptores (Maldonado-Perez et al., 2006).

O padrao de expressdo das procineticinas sao diferentes em diversos
tecidos devido ao multiplo acoplamento entre as proteinas G e seus receptores,
permitindo que as células realizem diferentes fungdes fisioloégicas em resposta a
mesma estimulagdo, demonstrando a complexidade funcional deste sistema
(Ngan e Tam, 2008).

A interac&o entre o ligante e diferentes receptores é importante, e parece
ocorrer em diversos sistemas (Soga et al., 2002). No estudo de Urayama ef al.
(2007) investigou-se a fungcado de PROKZ2 nas células do endotélio capilar e na
funcdo dos cardiomidcitos. Foi observado que a interacdo entre PROK2 e
PROKR1, protege os cardiomidcitos contra a apoptose induzida por hipdxia,
preservando a funcdo do ventriculo esquerdo através da promocdo da
angiogénese. LeCouter et al. (2001), analisaram o papel de Prok1 nos capilares
endoteliais derivados do cértex adrenal bovino e mostraram que a presencga de

Prokr2 parece ser indispensavel, permitindo que Prok1 induza a permeabilidade
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das células endoteliais. O estudo de Hoffmann et al. (2009) analisou as fungdes
de PROKT1 na placenta humana e verificou que os efeitos de PROK1 durante o
desenvolvimento do embrido parece envolver a ativagao de PROKR2.

Nos estudos de Lin et al. (2002) e Soga et al., (2002), sugeriu-se que a
atuagao de Prok1 nos ovarios pode ser mediada tanto pelo seu receptor (Prokr1)
como também por Prokr2. Levando em consideragédo os achados da literatura,
acreditamos que a hiperexpressdo de Prok2 no ovario de ratas com SOP
induzida por esteroides sexuais, pode estar relacionada com sua interagcédo a
outro receptor, no entanto, mais estudos sdo necessarios para esclarecer esta
hipdtese.

Um papel primordial da via de sinalizagdo de Prok2 para o controle
neuroendocrino € seu papel, durante a fase embrionario, na neurogénese do
bulbo olfatério (BO) e migragdo dos neurdnios GnRH (Balasubramanian et al.,
2011). A inativagdo desse gene promove redugdo das células que expressam
GnRH na area pré-6ptica média e auséncia de projegdes neuronais de GnRH na
eminéncia mediana, resultando em falhas das secre¢des de GnRH, baixos niveis
de gonadotrofinas e comprometimento do desenvolvimento sexual e fertilidade
(Pitteloud et al., 2007). Cheng et al. (2006) investigaram em ratos a inativagéo
de Prok2 e observaram que apenas 50% dos animais apresentaram morfometria
assimétrica do BO. Todos exibiram imaturidade sexual, sugerindo efeitos
adicionais da via Prok2, além de seus efeitos sob a neurogénese do BO,
podendo explicar a perda isolada da secre¢cdao de GnRH na auséncia de
anormalidades olfativas. Esta funcdo “n&o-olfatéria” de Prok2 na regulagéo
hormonal neuroenddcrina é também suportada pela localizacdo de Prok2 em

regides hipotaléamicas criticas para a integridade funcional de GnRH, como a
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area pré-optica, nucleo arqueado e a eminéncia mediana. O Prok2 também é
expresso em regides associadas a reproducdo e comportamento alimentar como
as ilhas de Calleja, nucleo accubens, amigdala e nucleo pré-mamilar. Assim,
acredita-se que Prok2 seja capaz de modular a fungéao dos neurénios GnRH em

adultos, atuando como uma molécula chave para SNC.

Xiao et al. (2014), investigaram um possivel papel da sinalizagao de Prok2
e Prokr2 no controle normal da reproducdo, além de seu papel no
desenvolvimento de neurbénios GnRH e observaram que o padrao de expressao
de Prokr2 na area pré-optica € muito semelhante ao da Kisspeptina, conhecida
por desempenhar papeéis essenciais na estimulagcdo da liberacdo pulsatil de
GnRH durante a puberdade (Adachi et al., 2007; Colledge et al., 2008; Kim et al.,

2010).

A literatura tem informacdes limitadas sobre o papel dos genes pro-
apoptoticos e anti-apoptoticos nos ovarios de mulheres com SOP e em modelos
animais para esta sindrome. Porém, € possivel que estes genes possam explicar
a foliculogénese desordenada na SOP. No entanto, sdo necessarios mais
estudos sobre os mecanismos moleculares e a via de sinalizacdo das
procineticinas.

A localizacado e funcédo dessas proteinas nos ovarios ainda € motivo de
duvidas. Em nosso estudo, observamos marcagao moderada de PROK1 em
foliculos antrais e forte expressao da proteina em foliculos pré-antrais de células
da granulosa do GC, ja no GT observamos expressao moderada da proteina.
Além disso, observamos forte expressao de PROK1 no corpo luteo dos ovarios

de animais do GC.
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Ferrara et al. (2003) analisaram a expressdo de PROK1 em amostras de
ovarios com SOP e normais, e observaram em ovarios normais, no hilo ovariano
(uma regido altamente vascularizada) e nas células da granulosa de foliculos
primordiais e primarios forte expressdo de PROK1. Com o amadurecimento dos
foliculos secundarios, foi observado diminuicdo de sua expressao nas ceélulas da
granulosa. Nos foliculos antrais, a expressdo de PROK1 apresentou-se fraca.
Nos ovarios com SOP, foi observado expressdo de PROK1 na teca interna e no
estroma, relacionando-se com a formagdo de novos vasos sanguineos. Os
pesquisadores também examinaram a expressao de PROK1 no corpo luteo e
observaram forte expresséo da proteina. Sugerindo que a expressao de PROK1
parece ser importante para a formagao de um leito vascular maduro que talvez
auxilie a funcéo destas células. O mesmo foi observado no estudo de Fraser et
al. (2005), forte expressdo de PROKT no corpo luteo durante as fases média e
tardia de seu desenvolvimento. Nossos dados corroboram com os achados da
literatura, referente a expresséo das procineticinas em células da granulosa, teca
interna e corpo luteo dos grupos experimentais.

O ovario conserva a capacidade de remodelacao de redes vasculares ao
longo de cada ciclo reprodutivo. Durante seu desenvolvimento, os foliculos
adquirem redes vasculares de dois capilares localizados nas camadas da teca
interna e externa e a cada hora, centenas de foliculos crescentes recrutam e
remodelam um vaso necessario para sustentar suas necessidades metabdlicas
(Brown e Russell, 2014). E importante destacar que o tecido estromal e as
células da teca sio responsaveis por manter o suprimento vascular abundante
no tecido ovariano. Através de imunoistoquimica, utilizando anticorpo contra

CD34 nos ovarios de ratas com SOP, o estudo de Ferrara et al. (2004) mostraram



Discussdo 64

aumento da vascularizagéo, sugerindo o estabelecimento de um gradiente pro-
angiogénico direcionado ao crescimento de novos vasos em diregdo a células
que expressam Prok1. Os autores sugerem que Prok1 tenha forte correlagcéo
com o aumento da vascularizacdo em disfungbes ovarianas como a SOP,
influenciando significativamente para o desenvolvimento da angiogénese
aciclica que ocorre durante a anovulagéo crénica (Ferrara et al., 2004).

Nosso estudo foi o primeiro a analisar a localizagdo de PROK2 em células
ovarianas de ratas, modelo animal de SOP. Um achado inesperado foi a maior
expressao em células da teca interna e células intersticiais de PROK2 no ovario
das ratas do GT. No GC, observamos maior expressao de PROK2 em células
da granulosa de foliculos antrais e forte expressdo em células da granulosa de
foliculos pré-antrais do GT. No corpo luteo observamos fraca expressao de
PROK2 no ovario de ratas do GC.

Recentemente, o estudo de Papler et al. (2015) identificou, através de
analise transcriptbmica, a expressdo de PROK2 em células da granulosa de
ovarios humanos normais. Fraser et al. (2005), analisaram a expressédo de
PROK2 no corpo luteo e observaram fraca expressao dessas proteinas. Esses
achados corroboram com os resultados do nosso estudo.

Eddie et al. (2015) analisaram a express&o das procineticinas e seus
receptores no ovario humano fetal, e mostraram expresséo dos ligantes e seus
receptores em ceélulas germinativas e endoteliais, sugerindo que as
procineticinas podem ser novos reguladores do desenvolvimento de células
germinativas no ovario humano fetal, interagindo com uma rede de fatores de
crescimento antes da formagao dos foliculos primordiais. Em nosso estudo,

observamos expressdo de PROK1 e PROK2 em foliculos pré-antrais do GT,
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acreditamos que as procineticinas possivelmente tenham relacdo com o
desenvolvimento ovariano fetal.

O estudo de Cole et al. (2006) caracterizou a expressdo da enzima
P450c17, responsaveis pelas regulacdo da produgcdo de estrogénios e
androgénios, no ovario fetal humano e prop6s que a capacidade de um feto de
produzir androgénio pode ser um dos fatores responsaveis pela programacgao de
androgénios no desenvolvimento da SOP. Assim, acreditamos que o excesso de
androgénio no inicio da vida pode causar hiperexpressdo de Prok2 e,
consequentemente, levar a um aumento da diferenciacdo das células da teca
durante a idade adulta. Este possivel mecanismo, poderia explicar algumas das
anormalidades ovarianas encontradas na sindrome.

Na SOP, alguns autores relatam a presenga de grande numero de células
intersticiais no ovario. As células intersticiais sdo especializadas na produgao de
androgénios, sendo provavelmente, oriundas de células que se desprenderam
da teca interna ou de foliculos atrésicos, perpetuando o estado hiperandrogénico
(Magoffim, 2005; Lombardi et al., 2012; Ortega et al., 2012).

Sabe-se que a teca interna € uma camada de células que desenvolve-se
a partir de células precursoras de esteroides fora dos foliculos e sdo equivalentes
as células de Leydig (Svechnikov e Soder, 2008). Além disso, sao altamente
vascularizadas (Magoffin, 2005), sintetizam androgénios em resposta ao hCG e
ao LH pituitario e geralmente sdo muito proeminentes na SOP (Li et al., 2013).

PROK1 desempenha papéis importantes na diferenciacdo de células de
Leydig (LeCouter et al., 2003; Monnier e Sansom, 2010), enquanto PROK2 esta
presente nos tubulos seminiferos em espermatocitos primarios (LeCouter ef al.,

2003). A sintese de PROK1 pelas células de Leydig também tem sido associada
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com seu papel na angiogénese dos testiculos (Samson et al., 2004). A presencga
de PROK2 em espermatocitos primarios, juntamente com o seu papel
angiogénico nos testiculos, sugerem que as procineticinas podem desempenhar
um papel importante no processo de formagao dos espermatozoides (Traboulsi
et al., 2015).

A identificagcdo de PROK2 na teca interna do ovario de ratas do grupo
testosterona sugere sua atuagao na regulagao da angiogénese nas disfungdes
ovarianas. Além disso, a associagdo da expressao das procineticinas com
células esteroidogénicas devem ser levadas em consideragdo. A existéncia de
mediadores locais da angiogénese e sobrevivéncia de células endoteliais
permitem abordagens para regenerar tecidos. Assim, a familia das
procineticinas, ndo sO apresentam potenciais terapéuticos, mas também
levantam a possibilidade de que existam outros reguladores de angiogénese
dentro de 6rgaos e tecidos especificos (Ferrara et al., 2003).

Em nosso estudo, avaliamos a correlagdo entre a expressao das
procineticinas com o peso final dos animais e observamos que somente a
expressao de Prok2 apresentou correlagao positiva com o aumento do peso das
ratas deste estudo. Em relagdo a proteina e os dados do estudo, ndo foram
encontradas correlagdes significativas.

No estudo de Szatkowski et al. (2013), niveis significativos de
procineticinas foram encontrados no tecido adiposo branco de humanos obesos,
indicando que as procineticinas podem atuar como adipocinas. Mais
especificamente, foi observado que PROK?2 inibiu ndo apenas pré-adipdcitos
embrionarios, mas também a conversao de pré-adipocitos em adipdcitos. Beale

et al. (2013), mostraram que a administragao intracraniana ou periférica de Prok2
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induziu a redugdo da ingestdo de alimentos e o peso corporal em ratos magros
e obesos a nivel hipotalamico e via complexo vagal dorsal, através de efeitos
periféricos. Porém, n&o se tem relatos na literatura sobre a atuagao de Prok2 no
controle alimentar na SOP. Em nosso estudo, observamos aumento do peso
corporal de ratas do GT que apresentaram aumento da expressao de Prok2 nos
ovarios. NOs sugerimos que o controle da expressao de Prok2 pode ser tecido
especifico ou a alteragcdo provocada no peso corporal dos animais esteja
relacionada a mecanismos de regulagdo que ainda nao foram avaliados.

Wang et al. (2016) investigaram a associagao entre PROK2 e a sindrome
metabolica (SM) em mulheres chinesas. Sabe-se que PROK2 possui
envolvimento no processo inflamatoério (Catalano et al., 2010) e que a inflamacéo
desempenha um papel importante na patogénese da SM (Demissie et al., 2008).
Foi observado que as participantes com aumento dos niveis séricos de PROK2
apresentaram aumento da circunferéncia da cintura, indice de massa corporal
(IMC), triglicerideos plasmaticos e disturbios lipidicos. PROK2 foi positivamente
correlacionado com o aumento de colesterol e triglicerideos. Além disso,
mostrou-se significativamente elevado em participantes que apresentavam
caracteristicas da SM. Sabe-se que aproximadamente um terco de todas as
mulheres e adolescentes com SOP possuem SM e que ambos os fatores se
relacionam com a obesidade (Essah et al, 2007). Porém, a identificacdo de
fatores envolvidos no crescimento do tecido adiposo ndo é completamente
esclarecida para elucidar a etiologia da obesidade (Cao, 2007; Szatkowski et al.,
2013), principalmente os efeitos periféricos de PROK2 sobre os adipdcitos e pré-

adipaocitos.
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Estudos sobre os mecanismos de agao das procinetininas e seus
receptores sdo necessarios para elucidar sua atuagcédo no controle hipotalamico
associado ao balango energético e expanséao do tecido adiposo. Nos adipdcitos
humanos, niveis elevados de PROK2 podem refletir em estresse metabdlico
subjacente (Von-Hunolstein e Nebigil, 2015), no entanto os papéis dessas
moléculas em pacientes obesos necessitam ser melhor explorado.

Embora os resultados obtidos neste trabalho fornegam importantes
informacdes sobre o papel das procineticinas em modelo experimental de SOP,
algumas limitagdes foram observadas em nosso estudo. Modelos animais sdo
uteis e fornecem informacdes sobre a interacdo entre o metabolismo e
reproducao, porém nao refletem completamente o fenétipo da SOP observado
em humanos, devido a fisiologia animal. Além disso, nao foi possivel identificar
os transcritos de Prok2 por hibridizac&o in situ. Também o fato de a proteina em
questdo ser uma proteina secretada, pode confundir a localizacdo final da
mesma nas estruturas ovarianas. De qualquer modo, estudos funcionais
futuramente sao necessarios para melhor entendermos o papel das

procineticinas e seus receptores na fisiologia ovariana e na SOP.

Considerando nossos achados, hipotetizamos que a androgenizacgéo
precoce promove 0 aumento na expressdo de Prok2 e isso afeta de maneira
precoce o comportamento da expressao desse gene. Provavelmente essa perda
de regulacdo se deva a fenbmenos epigenéticos que ainda precisam ser
esclarecidos, e que podem interferir no sistema neuroendocrino, metabdlico e
nos ovarios. Acreditamos que o aumento da expressdo de Prok2 poderia
promover altera¢gdes na neuromodulagdo dos neurdénios GnRH e modificar seu

padrao de pulsatilidade, ocasionando o aumento de LH. Além disso, poderia
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também alterar o processo de oogénese, com o aumento de células germinativas

e prejuizo da foliculogénese ovariana.

Mostramos pela primeira vez na literatura a presenga das procineticinas
em modelo animal de SOP. Acreditamos que, especificamente, a procineticina 2
possa ser um elo entre o metabolismo, fungdo ovariana e reproducao. Estudos
adicionais s&o necessarios para compreender esta complexa via de sinalizagao
e definir os mecanismos moleculares em diferentes tecidos, dentre elas nas

disfuncdes ovarianas como a SOP.
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Transcritos e proteinas das procineticinas e seus respectivos receptores
foram identificados nos ovarios das ratas estudadas;

A expressao génica de Prok1 e Prok2 nos ovarios de ratas adultas que
receberam testosterona foi maior quando comparado ao grupo controle;
Houve maior expressao da proteina PROK2 em células da teca interna e
nas células intersticiais de foliculos antrais no ovario de ratas do grupo
testosterona em relagédo ao grupo controle;

A proteina PROK2 apresentou menor expressao nas células da granulosa
de foliculos antrais do grupo testosterona em relagdo aos animais do
grupo controle;

A expresséo proteica de PROK2 apresentou-se maior nas células da
granulosa dos foliculos pré-antrais comparado aos foliculos antrais nos
animais do grupo testosterona;

A proteina PROK1 apresentou maior expressao nas células da granulosa
dos foliculos pré-antrais comparado aos foliculos antrais tanto nos
animais do grupo testosterona como no grupo estradiol;

N&o foi possivel localizar as sequéncias de mRNA de Prok2 nas células
ovarianas das ratas avaliadas por hibridizacao in situ;

Houve correlagdo positiva entre a expressédo génica de Prok2 e o peso

corporal dos animais.
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8.1. Aprovacgio do Comité de Etica em Pesquisa Institucional

il

MEDICINA

ISP
COMITE DE ETICA EM PESQUISA

A CEUA do Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de
Medicina da Universidade de Sao Paulo, em sessio de 27/02/2013, APROVOU o
Protocolo de Pesquisa n® 050/13 intitulado: “EFEITOS DA METFORMINA E
DO EXERCICIO FISICO SOBRE O HIPOTALAMO, HIPOFISE E OVARIO
DE MODELOS ANIMAIS DE SINDROME DOS OVARIOS
POLICISTICOS™ que utilizard 42 animais da espécie ratas, apresentado pelo
Departamento de OBSTETRICIA E GINECOLOGIA

Cabe ao pesquisador elaborar e apresentar ao CEP-FMUSP, o
relatorio final sobre a pesquisa, (Lei Procedimentos para o Uso Cientifico de
Animais - Lei N® 11.794 -8 de outubro de 2008).

Pesquisador (a) Responsével: Gustavo Arantes Rosa Maciel
Pesquisador (a) Executante: Rodrigo Rodrigues Marcondes

CEP-FMUSP, 05 de Marco de 2013.

— __—IJJ‘; 4

Dr. Eduardo Pompeu
Coordenador
Comissio de Etica no Uso de Animais

e (ot -

Prof. Dr. Roger Chammas
Coordenador
Comité de Etica em Pesquisa

Comné de £5ca em Pesquisa da Faculdade de Medicina
e-mait: cep fmPusp b
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8.2. Participagao no XXI Congresso Paulista de Obstetricia de Ginecologia
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