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RESUMO

Nos Gitimos anos, diversos estudos tém sidos conduzidos visando o conhecimento dos
foliculos ovarianos e da dindmica folicular ovariana nas principais espécies de mamiferos
domeésticos bem como em humanos. Dos foliculos que compdem o “pool” de foliculos recrutados e
selecionados somente um ou alguns poucos (quota ovulatéria) ovulam e o restante, que é a grande
maioria entra em estado de atresia folicutar. |

Os mastdcitos tém sido estudados principalimente por seu envolvimento em reagdes
alérgicas e inflamatérias. Os mastécitos constituem a principal fonte de histamina nos tecidos.
Sabe-se que os mastdcitos sdo influenciados por horménios esterdides principalmente estradiol e

testosterona. A histamina aumenta a permeabilidade vascular e o fluxo sanguineo ovariano, em

resposta ac hormonio luteinizante (LH). Algumas agdes dos estrégenos, como vasedliatagao e

permeabihdade vascutar parecem ser medladas pela histam!na liberada de rnastéc;tos utennos
Assim, o presente estudo foi conduzido para determinar os efeitos da superovulagio e atresia na
concentracdo de histamina no ovario e no Utero de ratas pré-piberes. O procedimento
experimental de inducdo de atresia folicular mostrou no ovario caracteristicas morfologicas e

humorais condizentes com o processo classico de afresia folicular ovariana, ou sgja, foliculos

ovarianos com varios smos de ruptura nas celulas da granufosa (CG) aumento da concentragao

”“de progesterona e ba!xa razéo entre estradioi e progesterona (Ez Ps). Nestes animais, a
concentracdo de histamina intra-ovariana e intra-uterina estava reduzida. O procedimento
experimental de indugc@io de superovulaciio mostrou, no ovario, caracteristicas morfoldgicas e
humorais condizentes com o processo classico de superovulagdo ovariana, ou seja, foliculos pré-
ovulatorios com alguns sitios de ruptura, foliculos antes da ovulagio e foliculos depois da
ovulagao, aumento da concentrac@o de estradiol e de progesterona e elevada razo E,:P.. Nestes
animais, a concentragdo de histamina intra-uterina estava aumentada, ja a concentracao de
histamina intra-ovariana n&o se alterou. Estes resultados se revestern de importéncia ao
demonstrarem que existe uma inter-relagfo entre os sistemas imune e reprodutivo, e que ha uma
conex&o entre hormonios esterdides (estradiol e progesterona), gonadotrofinas (FSH e LH), fatores

de crescimento ovarianos e uterinos e mastgcitos/histamina.
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SUMMARY

Lately several studies have been aiming the understanding of the ovarian follicles and
foliicular dynamics in the main mammals species as well as in human beings. From those follicles
that compound the pool of recruited and selected follicles just only one or a few of them (ovulatory
quote) ovulate and the remaining follicles that are majority undergo to atresia.

Mast cells have been studied mainly for their involvement in allergic and inflammatory
reactions. These secretory cells are the main source of histamine. Nowadays, it has been well
established that sex steroids, particularly estradiol and testosterone, significantly affect mast cells in
rodents. Histamine has been proposed increase vascular permeability and ovarian blood flow in
response to luteininzing hormone. Some actions of estrogens like uterine vasodilatation and
vascular permeability seem to be mediated through the release of histamine from uterine mast
on ovarian and uterine histamine concentration in pre-pubertal female rats. The experimental
procedure of follicular atresia induction showed that the morphological and hormonal characteristics
in the ovary are similar to that classic ovarian atresia process: ovarian follicles with many rupture
site forms in the granulosa cells, layer increased progesterone concentration and decreased ratio
E2Ps and reduced intra-ovarian and intra-uterine histamine concentration. The experimental
“procedure of superovulation induction showed that morphological and hormonal characteristics in
the ovary are the same from the classic superovulation process: the presence of many pre- and
post-ovulatory follicles, increased estradiol and progesterone concentrations and increased ratio
EPs. The intra-uterine histamine concentration was low and the intra-ovarian histamine
concentration did not change. This results are important because based on them it is possible to
show that there is a inter-relationship between endocrine and immunological systems and there is a
connection between steroids hormones (estradiol and progesterone), gonadotrophins (FSH and

LH), ovarian and uterine growth factors and mast cells/histamine.
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1 - INTRODUGCAO GERAL

No periodo pré-pubere inicia-se o desenvolvimento ovariano (foliculogénese)
sob o controle de gonadotrofinas. H4 um aumento progressivo no nivel do horménio
foliculo estimulante (FSH) e selecgo de foliculos ovarianos. Segundo OJEDA e
URBANSKI (1994), a puberdade pode ser caracterizada como um periodo transitdrio na
vida do animal, quando o processo gradual de maturacéo sexual se instala, culminando
com o aparecimento da fungéo reprodutiva do adulto. Neste periodo um grande nimero
de eventos fisioldgicos estdo interconectados.

Assim, a instalagdo da puberdade em ratas, caracteriza-se por um primeiro
sinal externo, que & a abertura vaginal por volta dos 34 dias de idade. Esta
caracteristica esta associada a primeira ovulagdo, permitindo assim, o estabelecimento
de um correlato somatico com o surgimento das gonadotrofinas pré-ovulatérias (ROSA-
e-SILVA et al., 1982), com consequente aumento da producéio de esterdides pelos
OVAarios.

O periodo puberal é caracterizado pelo aumento de esteréides ovarianos,
principalmente o estradiol (Ez) (OJEDA e URBANSKI, 1994) que induzem a abertura
vaginal e estimulam os 6rgdos sexuais acessoérios. Os horménios FSH e LH estimulam
o crescimento dos foliculos ovarianos de modo que ocorre a prmeara ovutag.ao

1.1. FOLICULOGENESE

Nos dltimos anos, diversos estudos foram conduzidos visando o conhecimento
do processo de crescimento dos foliculos ovarianos e da dinamica ovariana nas
principais especies de mamiferos domésticos (EPPIG et al., 1989; DANIEL et al., 1990;
SANTOS, 1997; FIGUEIREDO e RODRIGUES, 2001; FORTUNE ef al., 2001). O ovario
detéem, em sua esséncia fisioldgica, a capacidade de produzir odcitos, os gametas
femininos, aiém de garantir o ambiente hormonal que sustenta a atividade reprodutiva
(para revisdo ver ERICKSON, 2001).

Apesar do conceito de que as gonadotrofinas s&o os reguladores primarios da
foliculogénese, aceita-se atuaimente que ha um controle intra-ovariano das fungdes

reprodutivas, sendo este um sistema complexo relacionado, na maioria das vezes, a
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moduiagao das respostas foliculares as gonadotrofinas circulantes (ADASHI e ROBAN,
1992; JONES e CLEMMONS, 1995; ARMSTRONG et al., 1996; MONGET ef al., 1996;
FORTUNE et al., 2001).

Considera-se o foliculo como a principal unidade morfofuncional do ovario, o
qual produz estergides, polipeptidecs e fatores diversos, essenciais para que a
dindmica ovariana ocorra de maneira harménica. A associagdo da acéo dos horménios
hipofisarios — FSH e LH — aos produtos ovarianos citados garante a regulagéo do ciclo
estral/menstrual {IRELAND, 1987; NAYUDU e OSBORN, 1992; FIGUEIREDO e
RODRIGUES, 2001; FORTUNE et al., 2001).

GORE-LANGTON e ARMSTRONG (1994) referindo-se ao conhecimento atual
em fisiologia folicular ovariana, avaliaram que os horménios esterdides representam os
produtos foliculares mais conhecidos e melhor caracterizados. No ovério de fémeas
adultas de mamiferos a maior parte dos foliculos ovarzanos encontra-se no estagio
'pﬂmordzaf (RICHARDS, 1980; HIRSHF!ELD 1986 TAHA e SCHELLANDER 1992,
AMORIM ef a/., 2000; PICTON, 2001).

O numero de foliculos primordiais presentes nos ovarios € estabelecido ao
nascimento e este conjunto de foliculos constitui a reserva total de odécitos a serem
recrutados, selecionados e ovulados ao longo da vida reprodutiva (BYSKOQOV, 1978;

TAHA e SCHELLANDER, 1992, BECKERS et a! ’!996; AMORIM et al, 2000;
EORTUNE & 8l 2001 PICTON, 3001 R

Os foliculos primordiais consistem de um odcito em profase | da primeira
diviso meidtica, envolvido por células pré-granulosas achatadas (HIRSHFIELD, 1991:
PICTON, 2001) e uma lamina basal. Devido & natureza avascular da parte do ovario,
onde estdo localizados os foliculos primordiais, considera-se que os fatores de
crescimento produzidos localmente sejam os reguladores mais provaveis da ativacéo
de foliculos primordiais para a fase de crescimento, e ndo os fatores endocrinos
sistémicos (HIRSHFIELD, 1991; PICTON, 2001).

Durante o desenvolvimento pré-antral, o odcito aumenta seu didmetro e a zona
pelucida forma-se entre este e as células da granulosa (CG). Estas células adquirem
configuragdo cuboidal e representam o sitio sintético dos componentes da matriz
extracelular (BAKER e SPEARS, 1999). Estes foliculos primordiais ativados deixam,
assim, seu pequeno grupo e dao origem aos chamados foliculos primarios. As células
da teca (CT) s&o geralmente indistingUiveis até o foliculo apresentar multicamadas de
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CG. Estas, quando se desenvolvem, caracterizam o foliculo secundario (SOPELAK,
1997, BAKER e SPEARS, 1999). Destaca-se, ainda, que gonadotrofinas apresentam
acao trofica sobre as células foliculares, especialmente sobre as CG (HIRSHFIELD,
1991).

Continuando seu desenvolvimento, os foliculos passam a adquirir cavidade
antral repleta de fluido. A formag&o antral inicia-se quando a populagéo de CG alcanca
aproximadamente duas a trés mil células, na maioria das espécies estudadas
(GOSDEN et al, 1993(a); WEBB et al, 1999). Foliculos maduros contém vérias
camadas de CT associadas. A mais préxima camada, associada & face externa dé
lamina basal, é facilimente identificada por sua alta vascularizacao, além destas células
apresentarem gotas lipidicas e serem estruturalmente mais arredondadas que as CT
externas (O'SHEA, 1971; HSUEH ef al, 2000; PICTON, 2001: para reviséo ver
ERICKSON, 2001) o

A éxpfééséé de fecépté?éé' paré FSH em fo.l.fc.:.diés e notada desde os estagios
iniciais de desenvolvimento folicular no feto (BAO e GARVERICK, 1998), mas continua
incerto se gonadotrofinas hipofisarias ou placentarias exercem qualquer efeito neste
estagio de desenvolvimento gonadal (WEBB et a/., 1999). O processo de foliculogénese
pode ser dividido em fases de acordo com a necessidade ou ndo de gonadotrofinas
para o desenvolvimento folicular, sendo o desenvolvimento até foliculo primordial

‘independente de gonadotrofinas, de primordial até antral inicial semsivel a

gonadotrofinas e a partir de ent&o, dependente de gonadotrofinas (FSH primeiramente

e LH, posteréormehte) (DRIANCOURT, 1991; McNEILLY ef al., 1991; WEBRB ef af.,
1999).

Os foliculos ovarianos produzem uma quantidade consideravel de fatores de
crescimento e/ou blogueadores de crescimento de ago local. Podem ser peptideos,
proteinas e outras substancias que interagem diretamente com as células que os
sintetizam (fung&o autdcrina) ou com outros tipos celulares durante o desenvolvimento
folicular (fungéo paracrina), estimulando e/ou atenuando as respostas celulares as
gonadotrofinas. Mecanismos como o justécrino (ativagéo de receptores nas membranas
celulares adjacentes as células sintetizadoras desses fatores) e intrcrino (estimulaggo
da célula sintetizadora do fator sem que haja secregio imediata do mesmo) sdo
também reconhecidos como estratégias pelas quais as CT e CG podem controlar o
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desenvolvimento folicular ovariano (HIRSHFIELD, 1991; ARMSTRONG e WEBB,1997;
BAKER e SPEARS, 1999).

1.2. SUPEROVULAGAO

O processo de continuo crescimento e regressdo de foliculos antrais que
culmina com © aparecimento de foliculos pré-ovulatérios é denominado dindmica
folicular. Assim, como avaliou HODGEN (1982), a garantia da perfeita dindmica folicular
& dada pelos processos de recrutamento, selecdo e dominancia dos foliculos em um
ciclo estral/menstrual.

Desta forma, definiu-se o recrutamento como a fase em que uma quantidade
de foliculos iniciam o desenvolvimento apds estimulo gonadotropico (FSH) tdnico para

permitir progressé&o em direcdo a ovufg_g:_éo _(L__U_C_Y_ez‘_ al., 1992). A etapa de selecio
| .b.c.d.rr.é "qu.ando os foliculos (ou o foliculo, em espécies monovulatérias) sdo escolhidos e
impedidos de entrar em atresia, apresentando ainda competéncia para atingir ovulagéo.
Os foliculos selecionados, por sua vez entram em dominancia e, a partir de entdo,
impedem o© recrutamento de uma nova corte de foliculos bem como inibem o
desenvolvimento de seus subordinados (HODGEN, 1982; LUCY ef a/, 1992). Assim,

gradual e continuamente alguns foliculos deixam seu grupo, dando inicio ao seu

Os mecanismos de controle do recrutamento inicial dos foliculos primordiais
ainda s&@o bastante controversos. Compreender o processo através do qual um foliculo
€& escolhido entre os recrutados e, assim, é impedido de entrar em atresia,
apresentando, portanto, potencial para alcancar ovulagéo, tem sido um dos principais
objetivos de diversos pesquisadores da area de reproducio animal.

O processo de selegdo folicular envolve niveis superiores de organizacdo na
dependéncia de gonadotrofinas, LH e FSH, que por sua vez influenciam a
citodiferenciaggo das CG, das CT e dos odcitos. Assim, somente alguns foliculos
alcancam estagios pré-ovulatérios e a maioria dos foliculos entra em atresia (GORE-
LANGTON e ARMSTRONG, 1994).

RICHARDS (1980), trabalhando com camundongas, ressaltou a capacidade do
E> em aumentar a responsividade ac FSH, j& que altas concentragdes deste estrogeno
no fluido folicular do foliculo dominante (FD) podem aumentar a sensibilidade ao FSH.
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A vis&o tradicional de regulagdo interfolicular da dominancia compreende a
secreg&o de alguns fatores pelo FD, capazes de inibir o desenvolvimento de seus
vizinhos subordinados (BAKER e SPEARS, 1999). Como existe uma populagdo de
células afetando o destino de outras células n&o equivalentes, pode-se dizer que os
fatores liberados representam “sinais de inducdo” produzidos pelo FD (BAKER e
SPEARS, 1999).

Um aumento da taxa ovulatéria é um procedimento de suma importéancia para o
estudo do mecanismo basico ovulatério em animais de laboratério, além de ser aplicado
em animais domesticos, visando a producéo animal e em seres humanos almejando o
sucesso na perpetuacdo da espécie, nos procedimentos de fertilizagdo in vitro. Este
processo € conhecido por superovulagdo e so é considerado como tal, quando a quota
ovulatoria desta espécie & dobrada.

Diversos pesquisadores utilizam a técnica de tratamento com Soro de

| 'é'ahéddfrc'iﬁna'dé 'E'gua Prenhe (PM'SG)'e"c':'oéw. Gona&otfoﬁraa Coridnica humana (hCG)

na induc&o de ovulagdo em ratas pré-ptberes, sendo que os resultados esperados sao

H

satisfatorios em sua maioria. Além da técnica da indugdo de ovulacdo em animais
imaturos, o PMSG e 0 hCG também podem ser utilizados com sucesso na indugéo de
superovulacao em animais de iaboratorio.

O PMSG tem efeito semelhante ac do horménio foliculo estimulante e uma
dnica injecao é suficiente para se manter uma populacao de foliculos em crescimento
destinados a ovulagéo (JUNEJA e DODSON, 1995). Além disso sua molécula também
apresenta bioatividade semelhante & do LH. Assim o PMSG tem a habilidade de
promover aumento nas primeiras etapas da esteroidogénese, proporcionando um
aumento global dos esterbides (GREENWALD e ROY, 1994). Ja o hCG tem efeito
fisiologico semelhante ao do horménio luteinizante e é administrado para facilitar a
ruptura dos foliculos ovarianos (JUNEJA e DODSON, 1995).

Trabalhos classicos da literatura j@ mostravam claramente que, em ratas, a
administracdo de PMSG acompanhado do hCG, induz superovulacdo em animais
imaturos. GREENWALD e ROY (1984) utilizando ratas que' aocs 30 dias de idade
receberam uma unica injecdo de 30Ul de PMSG e, 56 horas depois, 10Ul de hCG,
observaram que houve um aumento no numero de ovulagdes, chegando ao maximo de

55 dvulos ovulados entre 23 a 32 dias de idade, porém decrescendo a 18 ovulos
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ovulados entre 39 e 40 dias de idade. Neste processo observa-se um aumento
expressivo da aromatase, enzima que produz E; a partir dos andrégenos ovarianos.

1.3. ATRESIA FOLICULAR

Nas varias espeécies animais, observa-se que 70-99% dos foliculos ovarianos
s&o eliminados antes de maturarem completamente (PELUSO ef al., 1977(a); PELUSO
et al 1977(b), BYSKOV, 1978, RICHARDS et al, 1979, RICHARDS, 1980;
HIRSHFIELD, 1986, FORTUNE, 1994, FORTUNE et al, 2001). Tal processo
degenerativo pelo qual os foliculos sdo eliminados nas vérias etapas de
desenvolvimento antes de alcangarem a ovulagdo é denominado atresia folicular.
Deve-se lembrar ainda que o processo degenerativo caracteristico da atresia folicular
ocorre por dois cammhos necrose ou apoptose sendo essa uEtzma uma importante
forma de detecgao da atresia folicular e a mais acelta atualmente (FORTUNE 1994,
FIGUEIREDO e RODRIGUES, 2001; FORTUNE ef a/., 2001).

Atentando-se ao fato de que a atresia folicular pode ser observada em todos os
estagios do ciclo reprodutivo, nas gdnadas, diversos hormdnios e fatores de
crescimento podem agir como fatores de sobrevivéncia para inibir ou induzir apoptose.
GORE-LANGTON e ARMSTRONG (1994) estudando foliculos com recente formagao

" “de antro e mesmo foliculos pré-oviilatorios, ambos tratados com FSH, verificaram que

0os mesmos apresentaram indugdo espontdnea da fragmentacdo de DNA
internucleossomal caracteristica da apoptose celular.

Em camundongas e ratas, demonstrou-se que apesar de pouca atresia ocorrer
durante as primeiras sete geracbes de CG, a maioria dos foliculos torna-se atrésico
durante a oitava e a nona geragdes. Em teoria, apenas os foliculos que estdo expostos
a sinais adicionais especificos continuam a crescer até a décima geragdo de camadas
de CG (FORTUNE, 1994). Em outras espécies, como a bovina, a vasta maioria dos
processos atrésicos ocorre durante o curso de poucas geracdes de CG, préxima ao
final do desenvolvimento folicular, especiaimente durante o curto periodo de
desenvolvimento que precede a penultima geragdo de CG (FORTUNE, 1994
FIGUEIREDOC e RODRIGUES, 2001; FORTUNE ef a/., 2001).

GREENWALD e ROY (1994) relatam que ratas com 26 dias de idade que

receberam 5Ul de PMSG apresentaram foliculos capazes de ovular. Porém as mesmas
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néo ovularam e tiveram seus foliculos rapidamente degenerados 60 a 72 horas apds o
tratamento com PMSG. Ultraestruturalmente o sinal da atresia é aparente apés 72
horas, quando 28% dos foliculos s&o atrésicos, apresentando degeneragio de areas
focais na célula da granulosa, em 98 horas todos os foliculos antrais foram
degenerados. Deste modo, a comunicagéo célula-a-céluta foi rompida, sendo que as
concentragOes de testosterona e estradiol ovarianos foram significativamente reduzidas
72 e 96 horas quando comparadas a 48 horas apds a administracdo de PMSG.

1.4. SISTEMA IMUNOENDOCRINO

Atualmente estd claro que existem interagies complexas entre o sistema
endécrino @ o sistema imunolégico, no que se refere a acéo de varios hormoénios
afetando a imunidade natural, modificande o© nimero total de células
| .imLJhd'cc')mpe'tehtes', como 0s ?hastécitos, e a modulagdo da responsividade celular a
antigenos estranhos, funcdo fagocitica e eventos da cascata inflamatéria (REICHLIN,
19893).

Diversos fatores secretados pelas células imunocompetentes podem agir
diretamente sobre o eixo hipotalamo-hipéfise-glandulas endécrinas, induzindo
modificacdo na secregdo hormonal (JONES et af., 1994).

1.4.1. MASTOCITOS/HISTAMINA

Nos ultimos anos houve um aumento consideravel de estudos que visam
conhecer a regulagdo endocrina de mastdcitos, células envolvidas na resposta
inflamatéria. Os mastdcitos constituerm uma populagdo heterogénea de células, que
variam amplamente na forma, funcdo e composicéo quimica nas diferentes espécies
animais e nos diversos tecidos (ASKENASE, 1980; METCALFE et al., 1997; BEIL et al.,
2000). Os precursores dos mastdcitos, ainda bastante indiferenciados, entram na
circulagdo em pequenas quantidades e antes que possam ser morfologicamente
identificados. Nos tecidos periféricos podem proliferar e ou diferenciar-se sob a
influéncia de fatores ambientais, do fator estimulante de colénia (SCF) e outras
citocinas produzidas localmente (METCALFE ef al., 1997).
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Mastocitos s&o encontrados normalmente, nos espacgos extravasculares
sanglineos e linfaticos (COLUMBOQ et al, 1995), ao redor ou no interior de nervos
(MYERS et al, 1991) e as vezes, em superficies epiteliais expostas a antigenos do
meio ambiente, como nos sistemas respiratério e gastrointestinal. S8o originados de
células precursoras pluripotentes, provenientes da medula éssea (METCALFE et al.,
1997).

Os mastdcitos tém fascinado a comunidade cientifica, por apresentarem o
citoplasma carregado de granulos ricos em proteoglicanas e proteases (METCALFE et
al., 1997). Além de possuirem um alto teor de heparina, os mastécitos ainda
armazenam, em seus granulos, grande quantidade de produtos biologicamente ativos
entre os quais: histamina (DVORAK ef al., 1993), bradicinina, o quimase (LOGIN et af.,
1987), enzimas lisossomais (JAMUR e VUGMAN, 1988), 6xido nitrico (HUANG et af.,
1995) e, em algumas espécies, serotonina (DVORAK, 1991).

A proliferagdo e o desenvolvsmento dos mastocitos dependem de Celuias T
e de algumas citocinas (interleucinas ~ IL) como: IL-3, 1L-4, {L-9 e IL-10. além de fatores
de crescimento derivados de fibroblastos, fator estimulante de colénias (SCF) e fator de
crescimento dos nervos (NGF) (KITAMURA et al., 1993; METCALFE et a/., 1997).

Apesar de muitas células serem envolvidas na cascata de eventos da
alergia, o mastécito é a célula efetora inicial na doenga aiergaca em virtude de sua

" localizacgo no tecido residente (METCAE.FE et al, 1997) A i:gagao de ant:ge%s

multivalentes ao receptor proprio de Imunoglobulina E (IgE), que € o anticorpo fixo na
superficie do mastocito, causa a desgranulagdo do mastdcito, com consequente
liberag&o de mediadores na reagéo alérgica (METCALFE et al., 1997).

Os mastécitos podem ser considerados como céluias efetoras
imprescindiveis na reagdo inflamatéria basica a uma hipersensibilidade imediata.
Podem ainda participar ativamente e contribuir no desenvolvimento e modulacéo de
numerosos processos inflamatérios e fisiolégicos. Mudangas no nimero de mastécitos
em varios sitios anatdmicos e/ou evidéncias de desgranulacdo tem sido observada em
um grande espectro de respostas imunes proprias, adaptativas e patoldgicas em um
amplo numerc de doengas ou processos relacionados a doengas, incluindo reagdes de
hipersensibilidade tardia, fibrose tecidual, patologias autoimunes, neoplasias e doencas
inflamatdrias do intestino (METCALFE et a/., 1897).
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Atualmente a fungéo fisioldgica dos mastdcitos na inflamacgéo e em reacdes
alergicas e muito conhecida. Porém, pouco se sabe da regulacdo enddcrina destas
células. Em geral, trabalhos realizados com esterdides sexuais, utilizam a populacio de
mastocitos presentes na gléndula harderiana de roedores, na cavidade peritoneal, no
Utero e no intersticio testicular, em animais adulios.

MODAT e colaboradores (1982) observaram que o nimero e o tamanho de
mastocitos peritoneais de ratas diminuiram apdés a ovariectomia. Este efeito foi
parcialmente inibido pela administracéo de E; exdgeno.

A histamina participa da regulacdo da permeabilidade capilar e do fluxo
sanguineo ovariano, além de estimular a contratilidade ovariana, a ovulacéo e a
secre¢ao de progesterona folicular in vitro (KRISHNA et al., 1989).

Diversos trabalhos efetuados com fémeas demonstram variacdo na

populagéo de mastocitos e na liberagdo de histamina no ovario e no Utero funcéo da

fase do ciclo estral/menstrual e 'que oS 'e's'tfégenos podem estimdtar a proliferacdo de
mastécitos em determinadas fases do ciclo sexual (PADILLA ef al., 1990).

JAISWAL e KRISHNA (1996) estudando a variacdo no nimero e a
desgranulag@o de mastocitos no complexo ovariano de camundongas, verificaram que
os hormbnios FSH, LH e E; causam aumento na desgranulacdo de mastocitos

ovarianos.

‘Segundo HUNT e colaboradores (1997) estrégenos e progesterona (Ps)

podem ser considerados sinais do meio enddcrino que governam a sintese de células
imunes uterinas de substancias pré-inflamatérias.

Existem duas situagdes de interesse na literatura: a superovulacéo e a atresia
folicular, que se caracterizam por aumento e diminuigdo do E,, respectivamente. Tanto
a superovulagao quanto a atresia podem ser induzidas experimentaimente.

Até aonde pudemos constatar, ndo estio descritos na literatura, os efeitos de
indugdo de superovulacio e de afresia folicular, em ratas pré-puberes, sobre o binémio
mastocito/histamina. Portanto, nossos objetivos foram analisar ndo s6 as alteragdes da
populagdo de mastocitos decorrentes da alteragdo de E, oriunda de indugéo de
superovulagao e atresia folicular, mas também o que os préprios processos
(superovulagdo e atresia folicular) afetariam nessa populacio de células e histamina.
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Assim os objetivos especificos do presente estudo foram:

1. Padronizar as técnicas de indugdo de atresia folicular e de superovulagéo
em ratas pré-puberes;
2. Estudar os efeitos da indugBo de atresia folicular bem como de

superovulacdo em ratas pré-plberes sobre os mastécitos/histamina
presentes no ovario e no utero.
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“& melfior tentar e falhar,
que preocupar-se ¢ ver a vida passar.
& melhor tentar, ainda que em vio,
que sentar-se fazendo nada até o final.
Eu prefiro na chuva caminhar
que em dias tristes, em casa me esconder.
Prefiro ser feliz, embora louco,

que em conformidade viver.”

... Martin Liather King, ..

Capitwlo-1. Inducio de atresia folicular
adlerar o concentracio de histamina
inlra-ovariona e intra-ulterina ewv
ratas pré-puberes?
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TITULO: INDUGAO DE ATRESIA FOLICULAR AFETA A CONCENTRACAO DE HISTAMINA
INTRA-OVARIANA E INTRA-UTERINA EM RATAS PRE-PUBERES?

INTRODUGAO

A dependéncia de gonadotrofinas para o crescimento e diferenciacio de
foliculos médios e grandes é conhecida. Alguns estudos relatam que tanto o horménio
foliculo estimulante (FSH) quanto o horménio luteinizante (LH) sdo necessarios para o
crescimento e desenvolvimento de foliculos que poderdo ovular no proximo ciclo
estral/menstrual (para reviséo ver ERICKSON, 2001). Uma vez que os foliculos iniciam
seu crescimento eles podem ser destinados a ovulagéo ou entrarem em atresia folicular
(PELUSO et al., 1977(a); PELUSO ef al. 1977(b); RICHARDS et al., 1979; RICHARDS,
1980 HERSHFIELD 1986).

O recrutamento de foliculos ovarianos ocorre em duas etapas sendo que a
primeira etapa consiste no recrutamento de uma grande quantidade de foliculos, porém
esta quantidade € reduzida para um nimero apropriade de foliculos para ovulagéo,
enguanto a grande maioria entra em estado de atresia folicular (MIRSHFIELD, 1982;
KAIPIA e HSUEH, 1997). Os estimulos hormonais que governam a primeira etapa da

selecdo folicular (recrutamento) em roedores estdo bem caracterlzados porem pouco

'"'se 'sabe sobre os fatores que governam o segundo processo (atresia).

A atresia folicular & caracterizada por uma diminuicdo significativa no nimero
de células da granulosa, diminuic&o no nimero de receptores de FSH e LH (IRELAND
e ROCHE, 1983) e diminuicdo na capacidade de produgio de E; (BADINGA et al.,
1992; DE LA SOTA ef al., 1993).

A ocorréncia da morte celular natural em foliculos ovarianos foi primeiro
descrita por FLEMMING (1885), baseado em observacdes de alteragdes morfologicas
nos foliculos ovarianos estudados (HSU e HSUEH, 1997). A destruicdo de células
foliculares associadas com a formagdo de ndcleo picnético é chamada de atresia
folicular (KAIPIA e HSUEH, 1997, AMSTERDAM et al., 1999). A degeneracao folicular
ou atresia folicular € um processo de apoptose envolvido por diversos sinais hormonais
(HSUEH et al., 1994, HSU e HSUEH, 1997; KAIPIA e HSUEH, 1997) que ocorrerem em
todos os estagios do desenvolvimento folicular ovariano (HIRSHFIELD, 1991: HSUEH
et al., 1996, HSU e HSUEH, 1997, KAIPIA e HSUEH, 1997).
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A interagdo entre os sistemas reprodutivo e imune compde uma importante
func@o imunoregulatdria, uma vez que evidéncias clinicas e experimentais suportam a
hipdtese de que os esterodides gonadais regulam fun¢des imunes (DIXON NORTHERN
et al., 1994). Por outro lado, as células do sistema imune também afetam o sistema
endocrinofreprodutor. Neste aspecto, a participagdo dos mastécitos no processo
ovulatorio tem se tornado cada vez mais evidente.

Os mastocitos liberam histamina (PARSHAD e KATHPALIA, 1988; KITAMURA
et al, 1993; METCALFE et al., 1997) que esta envolvida em numerosas funcdes
reprodutivas, tais como, regulagdo do crescimento e vascularizagdo folicular ovariana,
mediador de agbes hormonais, ovulacdo, contratilidade uterina e implantacéo do
blastocisto (PARSHAD e KATHPALIA, 1988; JONES, 1994),

A vasodilatagdo, a permeabilidade vascular e o crescimento uterino sao
mediados peia liberaggdo de histamina de mastécitos uterinos, a qual parece ser
‘mediada pela agéo de éstrégenos (PA'D['LL'A et'al., 1 990). - |

Tendo em vista a importancia da participacdo do sistema imune em diversas
situagbes do sistema reprodutivo, nosso objetivo neste estudo foi avaliar a populacéo
de mastocito bem como a concentragéo de histamina em condicdes onde constatamos
alta concentragao de P4 (atresia folicular).

@ATER!AL E METODOS

Ratas albinas variedade Wistar, com 26 dias de vida (pré-plberes) foram
utilizadas nesse estudo. Os animais foram mantidos no Biotério do Departamento de
Fisiologia da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto, da Universidade de Sao Paulo,
recebendo agua e racdo comercial “ad /ibitum”. Foram utilizados animais controle e
animais submetidos ao tratamento com PMSG.

Os animais foram divididos em dois grupos:

Grupo 1. Ratas com 26 dias de vida (pré-plberes) receberam injecdo
subcuténea com 5UI de PMSG. Os animais foram sacrificados por decapitacdo 72
horas apos este tratamento. Os animais controle receberam inje¢do subcutanea de

veiculo diluidor de PMSG (solugéo de NaCl a 0,9% - salina), sendo sacrificados por
decapitacdo 72 horas apos.
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Grupo 2: Ratas com 26 dias de vida (pré-plberes) receberam injecdo
subcutanea com SUl de PMSG. Os animais foram sacrificados por decapitagdo 96
horas apss este tratamento. Os animais controle receberam injecdo subcuténea de
veiculo diluidor de PMSG (solugBo de NaCl a 0,9% - salina), sendo sacrificados por
decapitagdo 96 horas apos.

Dos animais sacrificados foram coletados:

Sangue: para dosagem hormonal;

Ovarios direito e esquerdo: para dosagem de horménios (E; e P4) e de

histamina, e para confecgdo de laminas histolégicas para contagem de
mastdcitos ovarianos;

Utero: para dosagem de histamina.

Dosagem de estergides:

O sangue foi coletado logo apds a decapitacdo do animal e centrifugado a 2500
rpm, durante 15 minutos, a 4°C. O plasma foi separado e estocado a -20°C para
dosagem de E; e P4 Para a dosagem destes hormdnios foram utilizados Kits da
Diagnostic Products Corporation (DPC, Immulite System, Los Angeles, Califérnia). Foi

foram dosadas com um mesmo kit em (nico ensaio.

O ovario direito, apés ser dissecado, foi pesado e imerso em nitrogénio
liquido, sendo mantido em “freezer” a -70°C, para dosagem de E; e P4, pelo método
de radioimunoensaio, descrito por BELANGER ef al., 1980 e modificado por ROSA-e-
SIL.VA et al., 1993.

Dosagem de histamina:

O ovario esquerdo e o Utero, depois de dissecados, foram pesados e imersos
em 3mlL de &cido perclorico a 0,4N, sendo mantidos em geladeira até a
homogenizagao. Apos a homogenizagao o material foi centrifugado para dosagem de
histamina. O método de extragdo para dosagem da concentracdo de histamina foi o
descrito por SHORE ef al., 1959. As extracbes e dosagens de histamina foram feitas
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pelo método fluorimetrico através do processo automatico descrito SIRAGANIAN,
1974.

As amostras contendo histamina foram submetidas & extragdo butandlica
apds adicdo de NaOH a 2M saturado com NaCl. A fase aguosa foi desprezada e a
fase orgénica foi adicionado NaOH a 0,1M saturado com NaCl para remover residuos
organicos. A fase aquosa foi novamente desprezada e, entdo, foi adicionado HCI a
0,1N para acidificar o meio, e heptano para facilitar a passagem de histamina & fase
aquosa. A fase orgénica foi desprezada ficando a histamina extraida na fase aguosa
acida. Apos extragdo, a histamina foi condensada em ortoftaldeido (OPT) em solucéo
fortemente alcalina. O resultado foi um produto fluorescente, posteriormente
estabilizado com HCl a 3N. A intensidade de fluorescéncia fornece a base para o
calculo da porcentagem de histamina liberada, sendo o padrao utilizado de 50 ng/mL.

N Hig.tolgg_ i& ovarnana:

O ovario esquerdo foi dissecado, pesado e imerso em formaideido 4%, pH 7,4,
para posterior preparo de cortes de lamina histolégica. Os corte histolégicos foram de 5
micrometros, sendo os cortes corados com a coloragdo Giemsa e observados em
microscépio de luz convencional em objetiva de 40x.

Os resultados estdo expressos como médias + erro padrdc da média,
submetidos ao teste estatistico de andlise de variancia (ANOVA) n&o-paramétrica,
seguida do teste de Kruskal-Wallis. Sendo as diferencas consideradas significativas
guando p<0,05.

RESULTADOS

A Figura 1 mostra as concentracdes de histamina intra-ovariana e intra-uterina,
respectivamente. Estes resultados nos mostram que ha uma redugéo significativa tanto
na concentragao de histamina intra-ovariana (Figura 1A} quanto na concentracéo de
histamina intra-uterina (Figura 1B) nos animais submetidos & inducBo de atresia
folicular (72 horas apds PMSG) guando comparados aos seus respectivos grupos
controles (animais pré-puberes) (tabelas 1 e 2 do apéndice).
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A B
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Figura 1. Concentragdo de histamina (ng/mg) determinada em ovarios (A) € em Gtero (B) de ratas
induzidas a atresia folicular 72 ou 96 horas apés PMSG (média + erro padrao da média). Teste
estatistico: analise de varidncia (ANOVA) ndo-paramétrica, seguida do teste de Kruskal Wallis,
onde letras diferentes significam diferengas estatisticamente significa tivas. (p<0,05)

Na Figura 2 podemos verificar a populagdo de mastécitos ovaranos intactos e
desgranulados. A Figura 2A mostra que ha diminuicdo na populacio de mastocitos
ovarianos intactos nos animais submetidos & indugéo de atresia folicular (72 horas apoés

PMSG). Na Figura 2B observamos que ha aumento significativo na populagao de
mastocitos ovarianos desgranulados nos animais submetidos a indugédo de atresia
folicular (72 horas apos PMSG) (tabelas 3 e 4 do apéndice).

B
Populagdo de Mastacitos intactos Populacio de Mastécitos Desgranulados
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Figura 2. Populac@o de mastécitos no ovario de ratas induzidas a atresia folicular 72 ou 96 horas apos
PMEG (média + erro padrio da média). A: Mastdcitos intactos; B: Mastdcitos desgranulados.
Teste estatistico: analise de variancia (ANOVA) nao-paramétrica, seguida do teste de Kruskal
Wallis, onde letras diferentes significam diferencas estatisticamente significativas.  (p<0,05)
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A Figura 3 nos mostram a concentragdo plasmatica e intra-ovariana de

estradiol. Observamos que n&o ha diferencas significativas entre os grupos

experimentais (tabelas 5 e 6 do apéndice).
A B
Concentracao Plasmatica de Estradiol Concentragdo intra-ovariana de Estradiol
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Figura 3. Concentracdo de estradiol onde: A: Concentracdo plasmatica de estradiol {(pg/ml) e B:
Concentragéo intra-ovariana de esfradiol (pg/mg) em ratas induzidas 2 atresia folicular 72 ou
96 horas apés PMSG (média + erro padrdo da média). Teste estatistico: analise de varidncia
{ANOVA) ndo-paramétrica, seguida do teste de Kruskal Wallis.

A Figura 4 representa a concentracdo plasmatica e intra-ovariana de
progesierona. Notamos que ha um aumento significativo na concentra¢io plasmatica
de progesterona (Figura 4A) nos animais submetidos & inducio de atresia folicular (96
horas apés PMSG) quando comparado aos demais grupos experimentais. A
concentragao intra-ovariana de progesterona (Figura 4B) esta aumentada nos animais
submetidos a indugdo de atresia folicular (72 e 96 horas ap6s PMSG) quando

comparado acs grupos controles (animais pré-puberes) (tabelas 7 e 8 do apéndice).
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A Concentracgdo Plasm atica de Progesterona Concentracio Intra-ovariana de Progesterona
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Figura 4. Concentragéo de progesterona onde: A: Concentragéo plasmatica de progesterona (pg/mheB:
Concentragao inira-ovariana de progesterona (pg/mg) em ratas induzidas a atresia folicular 72
ou 96 horas apos PMSG (média + erro padrio da média). Teste estatistico: andlise de

' vanancia (AN'O'VA)" nio-parametrica, seguida do teste de Kruskal Wallis, onde letras diferentes
significam diferengas estatisticamente significativas.  (p<0,001)

Na Figura 5 podemos verificar a razéo entre o E, e a P, (E»P.) plasmatica e
intra-ovariana. Observamos que a razéo E»:P, plasmatica (Figura 5A) e a razéo E,:P,

_ intra-ovariana (Figura 5B) sao menores nos. animais. submetidos 2.indugdo de atresia -

folicular (72 e 96 horas apés PMSG) quando comparados aos grupos controle (animais
pré-puberes) (tabelas 9 e 10 do apéndice).

A B
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Figura §. Raz&o E;:P, plasmatica (A) e intra-ovariana (B) de ratas induzidas a atresia folicular 72 ou 96
horas apds PMSG (média + erro padriao da média). Teste estatistico: andlise de variancia
(ANOVA) nao-paramétrica, seguida do teste de Kruskal Wallis, onde letras diferentes
significam diferencas estatisticamente significativas.  (p<0,01; e p<0,001)
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Na Figura 6 podemos observar mastécitos ovarianos intactos e desgranulados
do grupc de animais submetidos a indugéo de atresia folicular (72 horas ap6s PMSG).
Na Figura 7 observamos mastécitos ovarianos intactos e desgranulados do grupo de

animais submetidos & induco de atresia folicular (96 horas apés PMSG).

Figura 6. Fotomicrografias de cortes histolégicos de ovarios, onde podemos verificar em:
1 - Grupo controle; 2 - Grupo tratado (atresia folicular 72 horas ap6s PMSG)
A: mastécitos intactos; B: mastocitos desgranulados. (encontrados na capsula conjuntiva)  400x

Figura 7. Folomicrografias de cortes histoldgicos de ovarios, onde podemos verificar em:
1 - Grupo controle; 2e 3 —Grupo tratado (atresia folicular 88 horas apts PMSG)
A- mastécitos intactos; B: mastdcitos desgranulados. (1: parénquima ovariano;
2 e 3: capsula conjuntiva) 400X
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A Figura 8 mostra cortes histoloégicos de ovérios do grupc de animas
submetidos & induc@o de atresia folicular (72 horas apés PMSG), onde verificamos
foliculos ovarianos nos diferentes estagios de desenvoivimento. Na Figura S

observamos a presenca de foliculos ovarianos j& em estagios de atresia folicular
(atresia folicular 72 horas apds PMSG).

Figura 8. Fotomicrografias de ovarios onde podemos verificar em: 1 - Grupo Controle;
2 - Grupo Tratado (atresia folicular 72 horas apés PMSG).
FP: Foliculo Primario; FS: Foliculo Secundario; FA: Foliculo em Atresia  40x

Figura 9. Fotomicrografias de ovario do grupo tratado dos animais submetidos a inducdo de alresia
folicular (72 horas ap6s PMSG), onde podemos verificar em: A — Ha varios sitios de ruptura
nas células da granulosa (ponta de seta); B — Foliculo em estagio avancado de atresia, onde
verificamos varios sitios de ruptura nas células da granulosa.  40x
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A Figura 10 apresenta cortes histolégicos de ovarios do grupo de animas
submetidos 2 inducdo de atresia folicular (96 horas apés PMSG), onde verificamos
foliculos ovarianos nos diferentes estagios de desenvolvimento. Na Figura 11 notamos
a presenca de foliculos ovarianos ja em estagios de atresia folicular (atresia folicular 96
horas apés PMSG).

Figura 10. Fotomicrografias de ovdarios onde podemos verificar em: 1 - Grupo Controle;
2 - Grupo Tratado (atresia folicular 96 horas ap6s PMSG).
FP: Foliculo Primario; FS: Foliculo Secundario; FA: Foliculo em Atresia.  40x

Figura 11. Fotomicrografias de ovario do grupo tratado dos animais submetidos a inducfo de atresia
folicular (96 horas apés PMSG), onde podemos verificar em: A — Ha sitios de ruptura se
projetando nas células da granulosa (ponta de seta); B — Foliculo em estagio avancado de
atresia, onde verificamos varios sitios de ruptura nas células da granulosa. 40x
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DISCUSSAO

Neste trabalho utilizamos dois grupos experimentais de indugéo de atresia
folicular. Utilizamos o PMSG em ratas pré-puberes (26 dias de idade) em dose e
tempos pré-determinados, sendo que a caracterizacéo da estrutura morfolégica dos
foliculos ovarianos foi considerada necesséria para a comprovac&o da técnica utilizada.
Da mesma maneira, a andlise da razdo entre o E; & a Py (E2P4), também foi
importante, ja que esta relagéo indica o destino do foliculo ovariano (atresia folicular ou
dominancia). Neste trabalho, nosso objetivo foi verificar a concentrag&o de histamina
nos ovarios e no Gtero, frente as alteracdes dos esterdides gonadais (Ez € Pa).

Quanto a morfologia folicular ovariana nossos resultados mostram que nos

_ ovérios dos animais submetidos & induc&o de atresia folicular (72 e 96 horas apds

PMSG) encontramos foliculos com sitios de rupturas se projetando nas CG.
Observamos também foliculos ovarianos em estégios ja avangados de atresia folicular
nos quais & possivel verificar varios sitios de ruptura nas CG.

Essas alteracGes morfoldgicas ovarianas s&o semelhantes as observadas por
PELUSO e colaboradores (1977b), que estudaram a atresia folicular em ratas pré-

puiberes, e relataram que no inicio da atresia folicular ocorrem alteragdes morfolégicas

na CG que incluem achatamento e perda de citoplasma. As alteragcOes na membrana
das CG também estdo correlacionadas com perda de receptor de LH (PELUSO ef al.,
1977a; NORMAN and BRANNSTROM, 1996), uma vez que o LH regula algumas das
funcdes da CG, uma redugdo no numero de receptores de LH pode acarretar em menor
responsividade ao LH (HSUEH et al., 2000) e resultar no declinio do metabolismo
folicular (HAMBERGER et af., 1971) e da esteroidogénese (DORRINGTON, 1977).

Mudancas bioquimicas também ocorrem durante a atresia folicular ovariana.
Essas mudancas incluem: redugdo da sintese de DNA da CG, diminuicdo da
proliferagdo celular, decréscimo das gonadotrofinas, decréscimo dos RNAs
mensageiros para a aromatase e decréscimo dos receptores de gonadotrofinas (GORE-
LANGTON e ARMSTRONG, 1994; HSUEH ef al., 1994, AMSTERDAM e SELVARAJ,
1997; TILLY ef afl., 1997; AMSTERDAM ef al., 1998).
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Os hormdnios esterdides, tais como os estrégenos, progestinas e androgenos,
s&o produzidos pelo foliculo ovariano durante seu desenvolvimento. A dinamica folicular
ovariana € controlada n&o s por interacdes de sinais enddcrinos (horménios esterdides
e gonadotrofinas), mas também por horménios peptidicos produzidos locaimente e por
fatores de crescimento tais comoe: fator de crescimento semelhante a insulina (IGF) e
proteina de ligagdo do IGF (IGF-BP) (ZHOU e BONDY, 1993; ADASHI, 1995;
MONGET e MONNIAUX, 1985). As gonadotrofinas também estimulam numerosas
acdes celulares incluindo a sintese de diferentes fatores de crescimento intra-ovarianos,
os quais interagem com as gonadotrofinas para regular passos especificos que
culminam com © crescimento folicular ovariano e esteroidogénese (GREENWALD e
ROY, 1994; PELUSO, 1997).

Nossos resultados mostram que néo houve alterag&o na concentracdo de E..
A concentracao de P4 encontra-se aumentada nos dois grupos experimentais de atresia
folicular. Contudo observamos diminuicdo da razdo ExPs 72 e 96 horas apds a
administracdo de PMSG, comprovando a eficacia da técnica utilizada.

HSUEH e colaboradores (1994) constataram declinio na sintese de E; em ratas
submetidas & indug&o de atresia folicular. Isto difere dos nossos resultados uma vez
gue, em nossos modelos experimentais nao verificamos alteragdo na concentragio de

Es. O que pode estar ocorrendo eM NOssos modelos de mdugao expenmental de atresua

" folicular, é a sintese de E; em niveis basais (animais pré-puberes) uma vez que a
apoptose (atresia folicular) em células esteroidogénicas como CG apresenta uma
caracteristica especial: a esteroidogénese pode permanecer ativa nestas céluias em
apoptose enquanto as organelas da magquinaria esteroidogénica ndo estiverem
destruidas, mesmo que estas fiquem compartimentalizadas na regido perinuclear
devido & nova conformagéo adquirida pelo citoesqueleto durante o processo apoptético
(AMSTERDAM et al., 1998).

Apesar da diferenca na concentracéo de E;, HSUEH e colaboradores (1994),
também verificaram um aumento na produgéo de P4 em ratas submetidas & indugio de
atresia folicular. Outros trabalhos também sugerem que a inducao de atresia folicular é
acompanhada pelo aumento de progesterona plasmatica (BRAW et al, 1981:
AMSTERDAM ef al., 1998). Uma vez que a P4 regula a viabilidade de células uterinas,
mamarias, corpo luteo e foliculos ovarianos (células da granulosa), diversos grupos de
pesquisa tem investigado a rela¢do entre alteragbes no nivel de P, e atresia folicular
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ovariana (ROTELLO ef al,, 1992; JUENGEL ef al., 1993; LUCIANO ef al., 1994, FENG
et al., 1985; PELUSO, 1997). A P4, tambéem, promove a resposta ao FSH, em cultura de
CG de ratas, com aumento da produgio de ANfP ciclico (AMPc), e a amplitude e
duracdo da acdo do AMPc pode determinar se a CG ira luteinizar ou sobreviver ou
ainda se ira entrar em atresia folicular (GOFF et al, 1979; AHARONI et af., 1995,
PELUSQ, 1997; AMSTERDAM et a/, 1998).

De uma maneira geral, nossos resultados estdo condizentes com a literatura,
tanto no aspecto morfologico quanto no perfil esteroidogénico, visto que a atresia
folicular ovariana estd associada com uma alteracdo na producdo de hormébnios
esterdides e de proteinas necessarias para manter a integridade do foliculo ovariano
(receptores de FSH e LH, aromatase). Assim, n&o s0 as gonadotrofinas, mas os
esterbides gonadais também modulam a incidéncia de atresia folicular ovariana

1996).

A histamina € um dos principais mediadores bioldgicos sintetizados pelos
mastocitos. Estes constituem a principal fonte de histamina nos tecidos. Alguns
trabalhos sugerem que a histamina esteja envolvida no processo ovulatorio em ratos,

““gobgias; cogthos e humanos (MORIKAWA et af;-1976;-BATTA; 1980, MORIKAWA et =

al., 1981, KOBAYASHI et al., 1983; SCHMIDT et al, 1986; SCHMIDT et a/, 1988;
JONES et al., 1994).

Em roedores, os mastocitos sdo limitados ao hilo ovariano e n&o s&o
observados em foliculos, corpo lUteo e intersticio ovariano (KRISHNA et al., 1986).
Varios estudos tém relatado que durante as diferentes fases do ciclo estral e prenhez
ocorre variagdo na concentracdo de histamina e no nimero de mastoécitos no Utero de
roedores e que os estrégenos estimulam a proliferacdo de mastocitos uterinos, em
determinadas fases do ciclo estral (PADILA ef al, 1920, MENEDEZ-PELAEZ et al,
1992; AYDIN et af., 1998).

Nossos resultados mostram que as concentragbes de histamina intra-ovariana
e intra-uterina estdo reduzidas no grupo de animais submetidos a inducdo de atresia
folicular (72 horas apdés PMSG) e que tivemos uma diminuicdo no numero de
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mastéceitos ovarianos intactos e aumento no nimero de mastocitos desgranulados nos
dois grupos experimentais de atresia folicular (72 e 96 horas apds PMSG).

Sabe-se que o Gtero é um dos drgéos alvo para as acbes do estradiol o qual,
apesar de n&o apresentar altera¢bes estatisticamente significativas, encontra-se em
concentragcdes baixas em nossos modelos de indugBo de atresia folicular,
possivelmente contriuindo para a diminuigdo na concentragdo de histamina intra-
uterina, uma vez que a acdo de estrogenos no Utero incluindo crescimento e
proliferacéo celular uterina € mediada pela histamina (SZEGO, 1965; WORDINGER et
al., 1985; PADILLA ef al., 1990; DRUDY ef al., 1991; GOSDEN ef a/., 1993b; GUNIN e
SHAROV, 1998).

Quanto a concentragdo intra-ovariana de histamina nossos resultados estio de
acordo com trabalhos da literatura onde relatam que a concentragéo intra-ovariana de
histamina encontra-se reduzida apds a estimulag@o por gonadotrofinas, o que esta
associado com um aumento da desgranulacdo de mastdcitos (SZEGO e GITIN, 1964:
HUNTER e LEATHEM, 1968; LIPNER, 1971; JONES et af., 1980; SCHMIDT et &/,
1988). A histamina tem uma importante func@o no crescimento folicular ovariano e
ovulagdo (LIPNER, 1971, KNOX, 1974, GERGELY et al., 1976; KRISHNA et al., 1989;
JONES et al, 1980, JONES et al, 1994). Trabalhos na literatura sugerem que

h;stamma intra-ovariana estzmuie 0 acumuio de AMPc ea smtese de P4 (SCHM!DT ez‘

Cal, 1987 SCHMIDT et o/, 1988).

Com base nestes achados da literatura, constatamos que nossos resultados
apresentam um padr&o coerente no perfil esteroidogénico (E; e P4) e imunolégico
(mastocitos/histamina) no Gtero e nos ovérios dos animais submetidos 2 indugéo de
atresia folicular experimental.

Podemos concluir nossa andlise com relagdo aos resultados obtidos neste
trabalho que a metodologia utilizada, ufilizacdo do PMSG para indugdo de atresia
folicular experimental, foi efetiva uma vez, que os foliculos ovarianos observados
mostraram caracteristicas morfologicas condizentes com o processo classico de
indugdo de atresia folicular, aumento da concentragdc de progesterona e baixa razio
E- P4 A induggo de atresia folicular diminuiu a concentracdo de histamina no ovério e

no utero.



“Passou a diligéncia pela estrada e foi-se.
A estrada ndo ficou mais bela nem
wquer s foia,.
Assim é a acdo do homem por esse mundo afora:
Nada pomos, nada tiramos; passamos ¢ esquecemos.

E o sol é sempre pontual todos os dias!”

Alberto Caeiro

Capitulo-2. Inducdo de superovulacdo
alteraw a concentracao de histamina
intro-ovarionaw e intra-ulerina em
ratos pré-pulberves?
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TITULO: INDUCAO DE SUPEROVULAGCAO ALTERA A CONCENTRACAQ DE HISTAMINA
INTRA-OVARIANA E INTRA-UTERINA EM RATAS PRE-PUBERES?

INTRODUGAO

Compreender os fundamentos dos sistemas envolvidos na via estercidogénica
folicular tem sido um dos principais objetivos de pesquisadores da area de reproducéo
animal. ,

O ciclo reprodutivo na fémea & mantido por interagdes endocrinas, paracrinas e
autocrinas. A fung&o principal dos hormoénios hipofisarios FSH e LH esta diretamente
relacionada com o recrutamento e crescimento folicular, atresia e ovulagdo (RICHARDS

e HEDIN, 1988). O ovario tem duas fungdes principais: producéo de odcitos, o gameta

“feminino, e sustentacdo da fungdo reprodutiva com & produgdo de hormonios

esterdides tais como: 17-f estradiol (Ez) e progesterona (P4). O fator ou fatores gque
determinam o inicio do desenvolvimento folicular no ovaric em um determinado
momento ainda é desconhecido.

Um dos passos mais criticos na foliculogénese é a transformagéo do foliculo
primordial em foliculo primaric. O crescimento de um foliculo parece iniciar com o

“gurnento-do obcito primario; com g proliferacio das células dagranulosa (CG)y e eoma

organizacao da membrana externa das células da teca (CT) (PATON e COLLINS, 1992;
CAMPBELL et al., 1996; HSUEH et a/., 2000; PICTON, 2001).

GOODMAN e HODGEN (1983) sugerem os termos recrutamento, selecdo e
dominancia para descrever o desenvolvimento de foliculos antrais. Recrutamento é um
evento dependente de gonadotrofinas durante o qual os foliculos adquirem a habilidade
de responder & dependéncia de gonadotrofinas para seu crescimento continuo. Selegdo
é o processo pelo qual somente alguns dos foliculos recrutados ser@o selecionados
para “escapar’ da atresia e sobreviver até a ovulagdo. Outros fatores como
concentracdo de E; e P4 podem ser importantes para estabelecer qual ou quais
foliculos serdo dominantes durante a fase de selecdo (SUNDERLAND ef al., 1984; BAO
et al, 1997). A dominéncia é o mecanismo que os foliculos dominantes usam para
“escapar’ da atresia e inibir o recrutamento de novos foliculos. A expressédc de
receptores de LH nas CG esta associada a dominancia (XU ef al., 1995; YUAN et al.,
1998).
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O desenvolvimento de biotecnologias reprodutivas como superovulagéo,
inseminacéo artificial, transferéncia de embrides e fertilizacdo in vitro fez e faz uso
destes conhecimentos e, por sua vez, promove maior eficiéncia reprodutiva nos
animais. Obtendo-se bons indices reprodutivos, também bons indices zootécnicos
serdo alcancados, garantindo assim, a seguranca alimentar de geragdes futuras. Por
outro lado, a methora nos indices reprodutivos em animais silvestres gera diversidade
genética, com possibilidade de perpetuagdo de espécies em risco de extingdo. E
também em humanos o processo pode ser utilizado almejando o sucesso da
reprodugdo em alguns casos nos quais esta seria impossivel. Assim sendo, foliculos
pré-ovulatorios cuja maturag@o foi induzida por gonadotrofinas séo frequentemente
usados em pesquisa de muitos processos reprodutivos (SZOLTYS ef al,, 1994).

A superovulacéo, em animais domésticos e de Iaboratério, obtida através da
_aplicagdo de gonadotrofinas, tornou-se uma importante técnica que permite a
recuperag&o de grande numero de obcitos para fertilizagao in vitro (FIV) e transferéncia
de embrides (DURRANT e BENIRSCHKE, 1981; FLEMING, 19882, SZOLTYS et al,,
1994, SANTOS, 1997).

Sabe-se que ha uma interag@o entre os sistemas reprodutivo e imune no que
se refere a agdo dos esterdides gonadais regulando fungbes imunes (DIXON

reacOes alérgicas e inflamatdrias, onde secretam mediadores biclégicos em resposta &
imunoglobulina E (IgE) e antigenos especificos (SERAFIN e AUSTEN, 1987). Um corpo
crescente de evidéncias sugere que os mastocitos sdo regulados pelo sistema
neuroimunoenddcrino. Diversos autores relataram que os mastdcitos sdo influenciados
por hormonios sexuais. Em geral, em roedores existem algumas diferengas no nimero
de mastocitos associadas ao sexo, sendo que as fémeas possuem maior nimero de
mastdcitos que os machos (PAYNE ef al., 1982; SHIRAMA et al., 1988. MENENDEZ-
PELAEZ ef al,, 1992). Entretanto, a fungdo dos esterdides ovarianos e dos andrégenos
na regulagéo dos mastocitos ainda n&o esta bem esclarecida (LIMA et al., 2000).

A histamina liberada pelos mastécitos estad envolvida em numerosas fungdes
reprodutivas tais como regulagdo do crescimento e vascularizacdo folicular ovariana,
ovulacao, contratilidade uterina e implantag@o de blastocisto (PARSHAD e KATHPALIA,
1988; KITAMURA ef a/., 1993; JONES, 1994; METCALFE et a/., 1997).
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Com base na importancia da participagdo do sistema imune em diversas
situagdes do sistema reprodutivo o objetivo do nosso trabalho foi de avaliar a populagéo
de mastéeitos bem como a concentrag&o de histamina em condigbes onde constatamos
alta concentracéo de E; durante a indugdo de superovulacao.

MATERIAL E METODOS

Ratas albinas variedade Wistar, com 26 dias de idade (pré-ptberes) foram
utilizadas nesse estudo. Os animais foram mantidos no Biotério do Departamento de
Fisiologia da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto, da Universidade de S&o Paulo,
recebendo agua e ragdo comercial “ad libitum”. Foram utilizados animais controle e
animais submetidos a tratamento com PMSG + hCG.

Os animais com 26 dias de idade receberam injecéo subcuténea com 30Ul de

- PMSG. Apos 56 hbfa's'dé"édrh'i'ni'sffa'(;é'émdé' PMSG estes animais receberam injecéo
subcutdnea de 10Ul de hCG, sendo sacrificados por decapitagdo 24 horas apés a
injecado de hCG. Os animais controle receberam injecéo subcuténea de veiculo diluidor
de PMSG e hCG (solugdo de NaCl a 0,9% - salina). Todos os animais controle foram
sacrificados por decapitacéo 24 horas apos a litima injecdo de salina.

~os animais sacrificados foram coletados: -

Sangue: para dosagem hormonal;

Ovéarios direito e esquerdo: para dosagem de hormdnios (E; e P4) e de

histamina, e para confecg&o de Iaminas histoldgicas para contagem de

mastocitos ovarianos;

Utero: para dosagem de histamina.

Dosagem de estertides:

O sangue foi coletado logo apds a decapitacdo do animal e centrifugado a 2500
rpm, durante 15 minutos, a 4°C. O plasma foi separado e estocado a -20°C para
dosagem de E:» e P4 Para a dosagem destes hormdnios foram utilizados Kifs da
Diagnostic Products Corporation (DPC, Immulite System, Los Angeles, Califérnia). Foi

utilizado o método de quimioluminescéncia, realizado em simplicata. Todas as amostras
foram dosadas com um mesmo kit em Unico ensaio. :
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O ovario direito, ap6s ser dissecado, foi pesado e imerso em nitrogénio
liquido, sendo mantido em “freezer” a -70°C, para dosagem de E; e P4, pelo método
de radioimunoensaio, descrito por BELANGER et a/., 1980 e modificado por ROSA-e-
SILVA et al., 1993.

Dosagem de histamina:

O ovario esquerdo e o Utero, depois de dissecados, foram pesados e imersos
em 3mL de acido percldrico a 04N, sendo mantidos em geladeira até a
homogenizag&o. Apds a homogenizacdo o material foi centrifugado para dosagem de
histamina. O método de extragdo para dosagem da concentragdo de histamina foi o
descrito por SHORE ef al., 1959. As extragbes e dosagens de histamina foram feitas
pelo método fluorimétrico através do processo automatico descrito SIRAGANIAN,
L e
apos adigdo de NaOH a 2M saturado com NaCl. A fase aquosa foi desprezada e a
fase orgénica foi adicionado NaOH a 0,1M saturado com NaCi para remover residuos
organicos. A fase aquosa foi novamente desprezada e, ent&o, foi adicionado HCI a
0,1N para acidificar o meio, e heptano para facilitar a passagem de histamina & fase
aquosa. A fase orgénica foi desprezada ficando a histamina exiraida na fase aquosa
" 4cida. Apbs extracdo, a histamina foi condensada em ortoftaldeido (OPT) em s.'oiugéo
fortemente alcalina. O resultado foi um produto fluorescente, posteriormente
estabilizado com HCI a 3N. A intensidade de fluorescéncia fornece a base para o
célculo da porcentagem de histamina liberada, sendo o padrao utilizado de 50 ng/mL.

Histologia avariana;

O ovario esquerdo foi dissecado, pesado e imerso em formaldeido 4%, pH 74
para posterior preparo de cortes de [&mina histologica. Os corte histoldgicos foram de 5
micrémetros, sendo os cortes corados com a coloracdo Giemsa e observados em
microscopio de luz convencional em objetiva de 40x.

Anélise estatistica:

Os resultados estdo expressos como médias + erro padrdo da média,
submetidos ao teste estatistico de Student (teste ) ndo pareado. Sendo as diferencas
consideradas significativas quando p<0,05.
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RESULTADOS

A Figura 12 mostra as concentragbes de histamina intra-ovariana e intra-
uterina. Estes resultados nos mostram que ndo ha diferenca significativa na
concentragao de histamina intra-ovariana entre os grupos experimentais (Figura 12A).
A Figura 12B mostra que ha um aumento na concentragdo de histamina intra-uterina
nos animais submetidos a inducdo de superovulacdo em relagdo ao seu grupo

controle (animais pré-puberes) (tabelas 11 e 12 do apéndice).

B eensentragEo de Histishing Intacovandng B - S Gongentracio de Histamina intra-sterina
7000 - .
= T 7000 - :
g 6000 - ' : 5 ‘
§, £ 5000 - -
n ]
& _ 5000 % 5000
€ T =
EE oo T 29 a000- +
3 E 83 3000-
E 3000 - S E
= =
g 2000 - § 2000
2 =
O apood.. b 8. 100
o |
0 : . Controle Tratado

Controle Tratado

Figura 12. Concentragéo de histamina (ng/mg) determinada em ovarios (A) e em atero (B) de ratas
induzidas & superovulagao {média + erro padrao da média). Teste estatistico: tesie { (Student)
néo pareado. (p<0,05)

Na Figura 13 podemos verificar a populagio de mastdcitos ovarianos intactos e
desgranulados. Notamos que nao ha diferengas significativas tanto na populagédo de
mastécitos ovarianos intactos (Figura 13A) quantc na populagdo de mastocitos
ovarianos desgranulados (Figura 13B) entre os grupos estudados {tabelas 13 e 4 do

apéndice).
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Figura 13. Perfii da populagdo de mastocitos no ovério de ratas induzidas a superovulagao.
A: Mastocitos intactos; B: Mastocitos desgranulados. (média + erro padréo da meédia). Teste
estatistico: teste { (Student) ndo pareado.

A Figura 14 representa as concentracbes plasmatica e intra-ovariana de
estradiol. Observamos que hé& um aumento tanto na concentragao plasmatica (Figura

_ 14A).quanto. na concentragéo. intra-ovariana (Figura 14B). de. estradiol nos animais

submetidos a indugdo de superovulacéo em relagao ao seu grupo controle (animais
pré-puberes) (tabelas 15 e 16 do apéndice).
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Figura 14. Concentragdo de estradiol onde: A: Concentrag@o plasmatica de estradiol (pg/mi) e B:
Concentracdo intra-ovariana de estradiol (pg/mg) em ratas induzidas & superovuiacéo
(média + erro padrao da média). Teste estatistico: teste f (Student) ndo pareado. (p<0,05)
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A Figuras 15 mostra as concentragbes plasmatica e intra-ovariana de
progesterona. Notamos que ha um aumento tanto na concentragéo plasmatica (Figura
15A) quanto na concentragao intra-ovariana (Figura 15B) de progesterona nos animais
submetidos a inducgéo de superovulacio em relacdo ao seu grupo controle (animais

pré-ptiberes) (tabelas 17 e 18 do apéndice).

B
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Figura 15. Concentracéo de progesterona onde: A: Concentragéo plasmatica de progesterona (pg/ml} e
B: Concentracéo intra-ovariana de progesterona (pg/mg) em ratas induzidas a superovulacio

T h<0.001)

Na Figura 16 podemos verificar a razdo E;:P, plasmatica e intra-ovariana.
Observamos que nao ha alteracdo na razdo E; P, plasmatica (Figura 16A). A razao
E,:P, intra-ovariana (Figura 16B) estd aumentada nos animais submetidos ao

tratamento de inducgdo de superovuiacdo (tabelas 19 e 20 do apéndice).

_____________ . ....Ameédia + erro padr&o da média). Teste estatistico: teste { (Studenf) ndo pareado. (p<005e



35

A Razao EZ2:P4 Plasmdtica
12 -
10 4 -
L
8 P
b4 T
8 8- I
4
2 .
0 .
Controle Tratado
B
Razao E2:P4 Intra-ovariana
0,006 - R
*
0,005 -
T
i
0,004 .
g
N 0,003 T
0,002 -
0,001 -
G ‘
Controle Tratado

Figura 16. Razéo E;:P, plasmatica (A) e intra-ovariana (B) de ratas induzidas & superovulacéo (média +
erro padrao da média). Teste estatistico: teste f (Student) ndio pareado.  (p<0,05)
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Na Figura 17 podemos observar mastocitos ovarianos intactos e desgranulados

do grupo de animais controle. Na Figura 18 verificamos mastécitos ovarianos intactos e
desgranulados do grupo de animais submetidos & inducdc de superovuiacéo

experimental.

Figura 17. Fotomicrografias de cortes histolégicos de ovarios, onde podemos verificar em:
4 e 2 - Grupo controle A: mastécitos intactos; B: mastécitos desgranuiados.
(encontrados no parénquima ovariano) 400x

Figura 18. Fotomicrografia de corte histolégico de ovério do grupo de animais submetidos a inducéo de

superovuiacio. A: mastocitos intactos; B: mastocitos desgranulados.
(encontrados na capsula conjuntiva) 400x
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A Figura 19 mostra cortes histologicos de ovarios do grupo de animas
submetidos 2 inducdo de superovulacdo, onde verificamos foliculos ovarianos nos
diferentes estagios de desenvolvimento. Na Figura 20 observamos cortes histologicos

de ovério do grupo de animas submetidos & indugéo de superovulag&o, onde notamos a

oresenca de foliculos ovarianos em estagios avangados do desenvolvimento folicular.

Figura 19. Fotomicrografias de ovarios onde podemos verificar em: 1 - Grupo Controle; 2 - Grupo
Tratado {superovulagio). FS: Foliculo Secundario; FA: Foliculo em Atresia;
FP: Foliculo pré-ovuiatorio; FO: Foliculo ovulado.  40x.

Figura 20. Fotomicrografias de ovério do grupo de animais submetidos a inducdo de superovulacéo,

onde observamos em: A — Foliculo pré-ovulatério, as setas indicando sitios de ruptura se
projetando. B — Foliculo antes da ovulacdo, note que ha varios sitios de ruptura. C — Foliculo

ovulado.



38

DISCUSSAO

Como modelo para indugio de superovulagdo experimental utilizamos o PMSG
e hCG em ratas pré-puberes (26 dias de idade) em dose e tempos pré-determinados,
sendo que a caracterizagdo da estrutura morfolégica dos foliculos ovarianos foi
considerada necessaria para a comprovacdo da técnica utilizada. Da mesma maneira, a
analise da razdo entre o E; e a P4 (EzP4), também foi importante, ja que esta relagéao
indica o destino do foliculo ovariano (atresia folicular ou dominéncia). Neste trabalho,
nosso objetivo foi verificar a concentracéo de histamina nos ovarios e no Utero, frente

as alteragbes dos esterdides gonadais (estradiol e progesterona).

De acordo com os nossos resultados, podemos verificar que nos ovarios dos

animais submetidos & indug@o de superovulagdo encontramos foliculos pré-ovulatérios

foliculos antes da ovulagdo e foliculos que ovularam. Nestes foliculos € possivel
verificar areas nas quais as CT estdo luteinizadas e sitios de ruptura.

Essas caracteristicas morfoldgicas ovarianas sdo semelhantes as observadas
por SZOLTYS e colaboradores (1994), em ovarios de ratas adultas ciclando. No

entanto, diferem das caracteristicas dos foliculos ovarianos derivados do tratamento

foliculos apresentam CT interna hipertrofiadas e as CG reduzidas e degenerando-se, e
um grande nimero de foliculos pré-ovulatérios n&o ovulados. Porém, SZOLTYS e
colaboradores (1994) utilizaram animais pré-puberes com 24 dias de idade e injetaram
nestes animais 20Ul de hCG. Neste caso, 0 que pode estar interferindo é o tempo
diferencial e a concentragdo por eles utilizados, uma vez que em nosso modelo
experimental utilizamos animais com 26 dias de idade e injetamos 10Ul de hCG.

O crescimento de foliculos envolve diferenciacéo e proliferacdo das células da
granulosa e da teca. Um evento chave na foliculogénese € a aquisi¢cdo da capacidade
das células foliculares responderem as gonadotrofinas. Essa responsividade envolve a
expressdo de receptores apropriados de FSH e LH e a maturagéo do sistema de
transducdo de sinal pds-receptor (FINDLAY ef af., 1996). Muitos fatores de crescimento
(como, por exemplo: ativina, inibina, IGF-1, IGF-2, IGF-BP) e citocinas (como: ILs e
TGF-o e B) s&0 conhecidos por alterar a estabilidade responsiva das células da teca ao
LH e das células da granulosa ao FSH e LH (ZHOU e BONDY, 1993; NORMAN e
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BRANNSTROM, 1994; ADASH!, 1995, MONGET e MONNIAUX, 1985; FINDLAY et al,,
1996: CHAMBERLAIN e SPICER, 2001). Esses fatores podem ter agbes positivas e/ou
negativas e, em alguns casos, podem até mesmo exercer as agdes das gonadotrofinas
de modc autécrino ou paracrino (HAMMOND et al., 1993; FINDLAY, 1893, 1995;
SPICER e ECHTERNKAMP, 1995; FINDLAY et al., 1996; ADASHI, 1998; MENDOZA et
al., 1998; CHAMBERLAIN e SPICER, 2001).

Quanto & concentracdo de esterdides nossos resultados mostram que houve
um aumento na concentracéo plasmatica e intra-ovariana tanto de E; quanto de Pa.
Podemos verificar também que a razdo E; P4 intra-ovariana esté elevada nos animais
submetidos & indugio de superovulagdo, comprovando a eficdcia da técnica utilizada.

O aumento na concentracdo de E; nos animais tratados com PMSG/HhCG

evidencia a grande quantidade de foliculos maduros encontrados em nosso modelo

exper'i'méﬁfélnd'é”supe'rovuiagéé'.' ”Apesar das diferengas morfolégicas (relatadas acima)
entre nossos resultados e os de SZOLTYS e colaboradores (1994), eses autores, como
nos, verificaram um aumento na concentragdo de E; em ratas tratadas com
PMSG/hCG, o que pode ser atribuido a grande quantidade de foliculos grandes
dominantes ndo ovulados, os quais contribuiram para o aumento desse esteroide, visto
que o Ez & secretado por foliculos nesta fase de desenvolvimento (KAIPIA and HSUEH,

Em nosso modelo de indugdo de superovulacdo experimental verificamos que
a P, estd elevada. Da mesma maneira, SZOLTYS e colaboradores (1994) também
obtiveram aumento da concentracdo de P4 em ratas tratadas com PMSG/hCG, o que
condiz com YUN e colaboradores (1987) que relatam que o tratamento com PMSG
afeta os niveis de esterdides ovarianos, em ratas. Segundo BAULIEU (1989), a P4 tem
uma importante funco na ovulagdo e, em ratas, o pico ovulatério causa um subito e
transitério aumento na secrecio de P4, sendo que a secrecdo de P4 é mais ou menos
pronunciada de acordo com a espécie animal (IWAMASA ef al, 1992; JUNEJA e
DODSON, 1995). A fungéo da P, como um mediador de LH no processo ovulatério tem
mostrado que este esterdide aumenta durante a Ultima metade do processo ovulatdrio,
o que contribui para a ruptura folicular (THIBAULT e LEVASSEUR, 1988; ESPEY e
LIPNER, 1994; JUNEJA e DODSON, 1995, DUANYAI e SRIKANDAKUMAR, 1998).
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Mastécitos e histamina podem regular a hiperemia ovariana induzida por LH
(SCHAYER, 1962; KRISHNA et al, 1989; TAMURA et al, 1998). Alguns autores
relatam que a histamina esteja envolvida na regulagéo do crescimento e vascularizacio
folicular ovariana (PARSHAD e KATHPALIA, 1988, KRISHNA ef al., 1989; JONES,
1994) e no processo de ovulagcdo em ratos (BATTA, 1980; SCHMIDT et al., 1986),
coelhos (KNOX e BECK, 1976; KOBAYASHI ef al., 1983) e hamsters (KRISHNA et al.,
1986).

HUNT e colaboradores (1997) sugerem que E» e P4 possam estar envolvidos
em sinais que governam a sintese de células imunes uterinas, além de controlarem a
producdo de fatores de crescimento e de citocinas uterinas. Dependendo da dose e da
duracao do tratamento, o E; pode produzir desgranulag@o de mastocitos e liberacdo de
histamina no utero de roedores (MAMMEN e PENNEFATHER, 1988).

- Nossos resultados mostram claramente que n&o houve alteragdo na

concentragdo intra-ovariana de histamina e que a concentragdo intra-uterina de
histamina esta elevada nos animais submetidos 2 indugéo de superovulagéo.

Quanto & concentrac@o de histamina intra-uterina nossos resultados estdo de
acordo com GUNIN e SHAROV (1998), que relatam que estrogenos estéo envolvidos
na agado de mastdcitos, incluindo a estimulacdo de crescimento e proliferacéo celular no

" tero, sendo o efeits dos mastdcitos mediadd pela Ristaminag por elestiiberada. "

Nossos resultados quanto a concentracéo de histamina intra-ovariana diferem,
em parte, dos encontrados por SZEGO e GITIN (1964), os quais verificaram que ap0s
injecdo de LH (ou hCG), ha um edema e hiperemia ovariana, acompanhados por uma
diminuig@o na concentragéo de histamina ovariana, uma vez que em nosso modelo de
inducao experimental de superovulagdo, ndo verificamos diminuicdo da histamina. No
entanto, verificamos edema e hiperemia ovariana. SCHMIDT e colaboradores (1988),
gque relatam que ovarios de ratas pré-puberes em cultura “in vitro” e tratados com LH
nao tiveram alteracdo no contelido de histamina ovariana. Ha varias vias pelas quais a
histamina pode influenciar o processo ovulatério. Histamina, como LH, causa hiperemia
ovariana na fase pre-ovulatdéria (WURTMAN, 1964), resultando em aumento da
habilidade dos horménios, citocinas e fatores de crescimento ovarianos (SCHMIDT ef
al., 1988; TAMURA et a/, 1998, TAMURA e KOGO, 1999). Alguns autores também
sugerem que a histamina exerce um efeito no complexo neuromuscular nas paredes
foliculares (SCHMIDT et a/., 1986; SCHMIDT et al., 1987).
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Resumindo, os resuitados encontrados neste trabalho, abrem novos caminhos
para uma pesquisa mais detalhada sobre a participag&o da progesterona, a qual foi
encontrada em concentracdes elevadas, no processo de regulagdo dos mastocitos.
Qutra idéia que o presente trabalho sugere & a investigacdo da ag¢do paracrina de
mastocitos localizados em érgéos alvos, como 0s ovarios € utero, e ainda o falo de a
concentracdo de histamina/mastécito no ovario estar sob a acdo do PMSG/hCG, tendo
em vista que aiguns autores relatam que os odcitos, resultante de fémeas submetidas a
inducdo de superovuiagdo, muitas vezes ndo sdo saudaveis, sugerindo entdo gue a
faléncia da prenhez/gravidez em fémeas superovuladas possa estar envolvendo
componentes multifatorias no ovario e no utero.

Podemos concluir nossa analise com relacéo aos resultados obtidos neste
trabalho gue. a metodologia utilizada, uso do PMSG+hCG para indugdo de
superovulacéo, foi efetiva uma vez que os foliculos ovarianos observados mostraram
caracteristicas morfologicas condizentes com o processo cléssico de indugdo de
superovulacdo, aumento da concentrac&o de estradiol e alta razdo ExP4. A indugéo de
superovulacdo aumenta a concentrag8o de histamina no utero, mas n&c altera a
concentracdo de histamina no ovario.
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‘A vida deve sempre ter um propésito, mesmo que nas pequenas coisas.
Durante a vida nenfium ato, nenhuma palavra sdo indiferentes.
Tudo deixa um rastro, transforma-se em sementes.

........ S S Lomo u_ma..?gd}'g que atiras még%

de circulo em circulo o movimento atingird a margem distante.”

Autor desconhecido

Conclusdio- Gevals
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ATRESIA FOLICULAR

» O procedimento experimental de indugdo de atresia folicular mostrou no ovario
caracteristicas morfoldgicas e humorais condizentes com 0 processo de atresia
folicular ovariana classico, ou seja, foliculos ovarianos com varios sitios de ruptura

nas CG, aumento da concentracéo de progesterona e baixa razéo k2 Py;

» A inducdo de atresia folicular diminuiu a concentrac&o de histamina no ovario e no
utero.

Se o0s mastdcitos ovarianos e uterinos respondem aos diferentes niveis de
estrogenos, direta ou indiretamente, é uma questdo que ainda necessita de
investigacbes mais minuciosas. Por outro lado, € provavel que esta ativagao ndo
dependa de um fator de ativagido especifico, mas de uma ativagdo sequencial de
diferentes horménios.

SUPEROVULACAO

» O procedimento experimental de indugdo de superovulaggo mostrou no ovario
superovulacdo ovariana cléssico, ou seja, foliculos pré-ovulatorios com alguns sitios
de ruptura, foliculos antes da ovulagéo e foliculos depois da ovulagdo, aumento da
concentracédo de estradiol e de progesterona e elevada razéo Ex Py,

» A induc@io de superovulagdo aumenta a concentracdo de histamina no utero, mas
nao altera a concentragdo de histamina no ovario.

A importancia dos nossos resultados esta no fato de comprovarem uma inter-
relacéo entre os sistemas imune e reprodutivo, existinde uma conexao entre horménios
esterdides (estradiol e progesterona) e mastocitos/histamina, e ainda que nossos
resultados ndo sejam conclusivos eles abrem as portas para uma ampla area de
investigacdo a ser conduzida.
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*Que Deus ndo permita que eu perca 0 OTIMISMO,
mesmo sabendo que o futuro que nos espera pode ndo ser tdo alegre...

Que eu ndo perca a VONTADE DE VIVER,
mesmo sabendo que a vida é, em muitos momentos, dolorosa...

Que eu ndo perca a vontade de TER GRANDES AMIGOS,
mesmo sabendo que, com as voltas do mundo,
eles acabam indo embora de nossas vidas...

Que eu ndo perca 0 EQUILIBRIO, mesmo sabendo
que intdmerds forcas querem que eu caid...

Que eu ndo perca a LUZ E O BRILHO NO OLHAR,
mesmo sabendo que muitas coisas que verei no mundo escurecerdo meus ofhos...

Que eu ndo perca a GARRA, mesmo sabendo que

a derrota e a perda sdo dois adversdrios extremamente perigosos...

Que eu ndo perca a RAZAO, mesmo sabendo que
as tentacdes da vida sdo inimeras e deliciosas...

Que eu ndo perca 0 SENTIMENTO DE JUSTICA,
mesmo sabendo que o prejudicado possa ser eu...

Que eu ndo perca o meu FORTE ABRACO,
mesmo sabendo que um dia meus bracos estardo fracos...

Que eu ndo perca a BELEZA E A ALEGRIA DE VER,
mesmo sabendo que muitas ligrimas brotardo dos meus olhos e
escorrerdo por minha alma...

Que eu ndo perca 0 AMOR POR MINHA FAMILIA,
mesmo sabendo que ela muitas vezes me exigiria esforgos
incriveis para manter a sua harmonia...

Que eu ndo perca a vontade de SER GRANDE,
mesmo sabendo que o mundo é pequeno...

E acima de tudo...
Que eu jamais me esqueca que Deus me ama infinitamente!

Que um pequeno grdo de alegria e esperanga dentro de cada um
£ capaz de mudar e transformar qualquer coisa, pois...

A VIDA E CONSTRUIDA NOS SONHOS
E CONCRETIZADA NO AMOR!”

Francisco Candido Xavier
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Tabela 1: Concentracio de histamina (ng/mg) determinada em ovarios de ratas pré-puberes induzidas a
atresia folicular por injec8o de 5U1/200ul/rata de PMSG e sacrificadas apés 72 ou 96 horas.
Os animais controles de cada grupo receberam injegao de solugio salina a 0,9% no mesmo

volume e tempo. Resultados expressos em Média + erro padrdo da meédia.

ATRESIA FOLICULAR
72 horas @6 horas
Controle [ Tratado Controle E Tratado
Conc. de histamina (ng/mg) 6544,26 3978,48* 4675,23 5921,9
n 7 7 7 7
Erro Padrao da Média 707.6 2939 672,92 968,23

n = nimero de animais * = n<0,05

Tabela 2: Concentragdo de histamina (ng/mg) determinada no (tero de ratas pré-piiberes induzidas a

atresia folicular por injecdo de 5UI/200ul/rata de PMSG e sacrificadas apos 72 ou 96 horas.
Os animais controles de cada grupo receberam injecfo de solucfo salina a 0,9% no mesmo
volume e tempo. Resultados expressos em média + erro padrio da média.

ATRESIA FOLICULAR
72 horas 96 horas
Controle | Tfratado | Controle |  Tratado
Conc. de histamina {(ng/mg) - 383511 1463 46" 2330,2 1893.8
n 7 7 7 7
Erro Padrdo da Média 404,08 109,85 3131 191,68

n = nimero de animais * = p<0,05

Tabela 3: Perfil da populacdo de mastdcitos ovarianos intactos de ratas pré-piberes induzidas 2 atresia
folicular por injeggo de S5UI/200ul/rata de PMSG e sacrificadas apds 72 ou 96 horas. Os

volume e tempo. Resultados expressos em média + ero padrio da média,

ATRESIA FOLICULAR
72 horas 96 horas
Controle [ Tratado Controle § Tratado
Num. de mastécitos intactos 77,00 40 67* 89,00 63,34
n 3 3 3 3
Erro Padrao da Média 5,30 8,50 9,50 1,85

n = ngmero de animais * = p<0,05

Tabela 4: Perfil da populagéo de mastécitos ovarianos desgranulados de ratas pré-piberes induzidas a

atresia folicular por injecdo de 5U1/200ul/rata de PMSG e sacrificadas ap6s 72 ou 96 horas.
Os animais controles de cada grupo receberam injegdo de solucdo salina a 0,9% no mesmo
volume e tempo. Resultados expressos em média + erro padrao da média.

ATRESIA FOLICULAR
72 horas 96 horas
Controle I Tratado Controle f Tratado
Num. de mastécitos desgranulados 14,67 37,00* 18,67 24,34
n 3 3 3 3
Erro Padriao da Média 3,38 1 3,64 3,28

n = nimero de animais * = p<0,05

~amimais controles de cada grupo receberan injeclio-de solugdo saling e 0.9% nomesmo T
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Tabela 5: Concentracdo plasmética de estradiol (pg/ml) de ratas pré-puberes induzidas a atresia
folicular por inje¢ao de 5U1/200ul/rata de PMSG e sacrificadas apds 72 ou 96 horas. Os
animais controles de cada grupo receberam injecdo de solucio salina a 0,9% no mesmo
velume e tempo. Resultados expressos em média + erro padrio da média,

ATRESIA FOLICULAR
72 horas 96 horas
Controle { Tratado Controle } Tratado
Estradiol {pg/mi) 13,96 13,23 10,21 8,72
n 13 13 13 13
Errc Padrio da Média 2,27 1,55 1,11 1,11

n = nimero de animais

Tabela 6: Concentracdo intra-ovariana de estradiol (pg/mg) de ratas pré-pliberes induzidas & atresia
folicular por injecdo de 5UI/200ul/rata de PMSG e sacrificadas apds 72 ou 96 horas. Os
animais coniroles de cada grupo receberam iniecdo de solugdo salina a 0,9% no mesmo
volume e tempo. Resuitados expressos em média + erro padréo da média.

ATRESIA FOLICULAR
72 horas 96 horas
Controle I Tratado Controle 1 Tratado
Estradiol {(pg/mqg) 0,36 0,26 0,23 0,27
g 13 13 13 13
Erro Padrdo da Média 0,02 0,03 0,04 0,03

n = nimero de animais

Tabela 7: Conceniracio plasmatica de progesterona (pg/ml) de ratas pré-piberes induzidas & atresia
folicular por injecdo de SUI/200pl/rata de PMSG e sacrificadas apds 72 ou 96 horas. Os

- gnimais-controles de-cada grupo receberam injecdc de solugdo salina a-0,8% no-mesmo -

volume e tempo. Resultados expressos em média + erro padrio da média.,

ATRESIA FOLICULAR
72 horas 96 horas
Controle ] Tratado Controle [ Tratado
Progesterona {pg/m}) 514 7,25 561 19,36*
n 13 13 13 13
Erro Padrio da Média 1,32 1,27 0,97 1,63
n = nimero de animais * = p=<0,001

Tabela 8: Concentragdo intra-ovariana de progesterona (pg/mg) de ratas pré-puberes induzidas &
atresia folicular por injegdo de 5UH200ul/rata de PMSG e sacrificadas apés 72 ou 96 horas.
Os animais controles de cada grupo receberam injecio de solugéo salina a 0,9% no mesme
volume e {fempo. Resultados expressos em média + erro padrao da média.

ATRESIA FOLICULAR
72 horas 96 horas
Controle i Tratado Controle E Tratado
Progesterona {pg/mqg) 24,00 499 55* 16,77 688,76*
n 13 13 13 13
Erro Padrdo da Média 13,33 2311 13,85 40,61

n = numero de animais

* = n<0,001
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Tabela 9: Razdo E.:P; plasmética de ratas pré-piiberes induzidas A atresia folicular por injecdo de
S5UI/200ul/rata de PMSG e sacrificadas apds 72 ou 96 horas. Os animais controles de cada
grupo receberam injec8o de solugdo salina 2 0,9% no mesmo volume e tempo. Resultados
expressos em média + erro padrio da média.

ATRESIA FOLICULAR 72 horas ATRESIA FOLICULAR 96 horas

Controle i Tratado Controle [ Tratado
EyPy 5,84 2.85% 2,77 0,46
n 13 13 13 13
Erro Padrac da Média 0,73 0,20 0,18 0,02
n = nimero de animais * = p<0,1 ** = n<(,001

Tabela 10: Raz&o E;:P, intra-ovariana de ratas pré-ptberes induzidas & atresia folicular por injecéo de
5U1/200ul/rata de PMSG e sacrificadas apds 72 ou 96 horas. Os animais controles de cada
grupo receberam injecdo de solugdo salina a 0,9% no mesmo volume e tempo. Resultados
expressos em meédia + erro padrio da média.

ATRESIA FOLICULAR 72 horas ATRESIA FOLICULAR 96 horas

Controle l Tratado Controle i Tratado
E;:Py 0,05 0,0008* 0,015 0,004
"n 13 R S P
Erro Padrdo da Média 0,003 0,0003 0,004 0,003
n = pimero de animais * = p<0,01 ** = p<0,001

Tabela 11: Concentragdo de histamina (ngfmg) determinada em ovarios de ratas pré-puberes induzidas
a superovulacdo por injecdo de 30UI/200uifrata de PMSG e apds 56 horas injegéo de
10U1/200pi/rata de hCG e sacrificadas ap6s 24 horas. O grupo de animais controles recebeu
injecéo de soiugdo salina a 0,9% nos mesmos volumes e tempos. Resultados expressos em

..Media * erro padréo da média.

SUPEROVULAGAO
Controle | Tratado
Conc. de histamina (ng/mg) 4092 57 6322,64
n 7 7
Erro Padrdo da Média 355,96 250,90

n = nimero de animais

Tabela 12: Concentracio de histamina (ng/mg) determinada no Utero de ratas pré-piberes induzidas a
superovulacdo por injecdo de 30UI200ul/rata de PMSG e apds 56 horas injegio de

10Ui/200ul/rata de hCG e sacrificadas apos 24 horas. O grupo de animais controles recebeu
injecdo de solugdo salina a 0,9% nos mesmos velumes e tempos. Resultados expressos em

media + erro padrio da média.

SUPEROVULAGAD
Controle E Tratado
Conc. de histamina {ng/mg) 1029,04 2839 2*
n 7 7
Erro Padrao da Média 111,2 251,85

n = ndmero de animais
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Tabela 13: Perfil da populagdo de mastécitos ovarianos intactos de ratas pré-paberes induzidas &
superovulagie por injecc de 30UK200ul/rata de PMSG e apds 56 horas injecBo de
10U1/200ub/rata de hCG e sacrificadas apds 24 horas. O grupo de animais coniroles

recebeu injecBo de seclugdo salina a 0,9% nos mesmos volumes e tempos. Resultados
expressos em média + erro padrio da média.

SUPEROVULAGAO
Controle 1 Tratado
Num. de mastocitos intactos 48 33 65,00
n 3 3
Erro Padrao da Média 8,76 10,85

n = namero de animais

Tabela 14: Perfil da populacdo de mastdcitos ovarianos desgranulados de ratas pré-puberes induzidas
a superovulag@o por injecdo de 30UI/200ulrata de PMSG e apds 56 horas injecéo de

10U1/200ul/rata de hCG e sacrificadas ap6s 24 horas. O grupe de animais controles recebeu

injegdo de solugdo saling a 0,9% nos mesmos volumes e tempos. Resultados expressos em
média + erro padrio da média.

SUPEROVULAGAO

Num. de mastocitos desgranulados 43,67 52,75
n 3 3

Erro Padrdo da Média 12,2 9,37

n = nimero de animais

Tabela 15: Concentracac plasmatica de estradiol {(pg/m)) de ratas pré-ptiberes induzidas &
superovulaco por injegdo de 30UN200ulfrata de PMSG e apds 56 horas injecdo de
10U1/200pl/rata de hCG e sacrificadas ap6s 24 horas. O grupo de animais controles

expressos em média + erro padrdo da média.

SUPERCVULAGAO
Controle ! Tratado
Estradioi (pg/ml) 31,61 57,21*
n 13 13
Erro Padrao da Média 2,51 10,64
n = ndmero de animais * = p<0,05

Tabela 16: Concentracio intra-ovariana de estradiol (pg/mg) de ratas pré-ptiberes induzidas &
superovulacdo por injegdo de 30UI/200ul/rata de PMSG e apds 56 horas injecdo de
10U1/200ul/rata de hCG e sacrificadas apds 24 horas. O grupo de animais controles

recebeu injegldo de solugéo salina a 0,8% nos mesmos volumes e tempos. Resultados
expressos em média + erro padrdo da média.

SUPEROVULAGAD
Controle I Tratado
Estradiol {pg/mg) 0,51 1,01*
n 13 13
Erro Padrio da Média 0,17 0,10

n = namero de animais * = p<0,05
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Tabela 17: Concentracdo plasmética de progesterona {(pg/mi} de ratas pré-plberes induzidas 2
superovulacdo por injecdo de 30UI/200ulfrata de PMSG e apds 56 horas injecdo de
10U/200ul/rata de hCG e sacrificadas apds 24 horas. O grupo de animais controles

recebeu inje¢do de soluglo salina a 0,9% nos mesmos volumes e tempos. Resultados
expressos em média + erro padrio da média.

SUPEROVULAGAO
Conirole [ Tratado
Progesterona (pg/ml) 6,35 12,10*
n 13 13
Erro Padrido da Média 1,25 1,37
n = nimero de animais * = p<0,05

Tabela 18: Concentrago intra-ovariana de progesterona (pg/mg) de ratas pré-piberes induzidas &
superovulagdo por injec8o de 30UI/200ul/rata de PMSG e apés 56 horas injecdo de
10Ul/200ulirata de RCG e sacrificadas apds 24 horas. O grupo de animais controles

recebeu injeclo de solugdo salina a 0,8% nos mesmos volumes e tempos. Resultados
expressos em média + erro padréo da média.

SUPERGVULAGAD
Controle ] Tratado
Progesterona {pg/mg) 354,81 1832,21*
n 13 13
Erro Padrio da Meédia 209,14 140,84
n = nimero de animais * = p<0,001

Tabela 19: Razdo E.Ps plasmética de ratas pré-piberes induzidas & superovulagdo por injecio de
30UH/200ul/rata de PMSG e apds 56 horas injecdo de 10UH200ul/rata de hCG e sacrificadas

mesmos volumes e tempos. Resultados expressos em média + erro padrdo da média.

SUPEROVULACAO
Controle i Tratado
Ea:Py 9,17 6,61
n 13 13
Erro Padrio da Média 0,62 0,62

n = niGmero de animais

Tabela 20: Razdo E;:P, intra-ovariana de ratas pré-piberes induzidas 3 superovulagdo por injecdo de
30U1/200ul/rata de PMSG e apds 56 horas injecdo de 10U1/200ul/rata de hCG e sacrificadas
apés 24 horas. O grupo de animais controles recebeu injecdo de solugo salina a 0,89% nos
mesmos volumes e tempos. Resultados expressos em média + erro padrio da média.

SUPEROVULAGAOD
Controle I Tratado
E.Py 0,0029 0,0046*
n 13 13
Erro Padrao da Média 0,00017 0,0003

n = ngmero de animais *=p<0,05

.-ApGs 24 horas. Q grupo de animais controles receben iniecio de solucio salinaa 0,9% nos..._...



