Perfil protedmico do fluido folicular bovino
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O objetivo deste estudo foi determinar o perfil protéico do fluido folicular em foliculos ovarianos
antrais bovinos. Para alcancar esses objetivos, 0s ovarios bovinos foram coletados, em seguida, 0s
foliculos antrais grandes foram aspirados e fluido folicular foi imediatamente centrifugado, em
seguida, transferidas para tubos de polipropileno estéreis e congeladas a -80° C até a andlise. O
odcito foi isolado e o fluido folicular centrifugado a 1500 x g por 10 minutos. A amostra foi
armazenada a -80° C até a analise. Para as analises, o FF foi precipitado com 2 volumes de acetona
gelada e em seguida centrifugado a 118,00 x g por 15 min. O precipitado foi ressuspenso em
uréia/tiouréia 9M. A amostra foi quantificada pelo método de Bradford (1976) e submetida a SDS-
PAGE, com o objetivo de observar a integridade da amostra. Em seguida a amostra foi analisada
por eletroforese bidimensional (2D). Foi possivel identificar algumas proteinas com certa precisao
utilizando os valores de pl e massa molecular do spot contra um banco de dados de proteinas no
ExXPASy  (http://www.expasy.ch/tools/#proteome). Os resultados demonstram que foram

identificadas 169 proteinas que participam de processos como transporte celular, transcricdo e
regulacdo da transcricdo, sinalizacdo celular, mecanismos de transducéo de sinais, apoptose celular,
adesdo celular, diferenciagdo celular, controle do ciclo celular, sistema imune, homeostase,
manutencdo da estrutura celular, metabolismo de lipidios, carboidratos e proteinas. Em conclusao,
este estudo descreve o perfil proteico do fluido folicular de foliculos ovarianos antrais em bovinos.
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Introducéo
O fluido folicular (FF) é composto basicamente por agua, eletrolitos, proteinas séricas e uma
alta concentracdo de hormdnios esteroides secretados pelas células da granulosa (BARNETT et al.,
2006), podendo servir como uma importante fonte de substancias reguladoras ou moduladoras
derivados do sangue ou secrecOes de células foliculares como gonadotrofinas, fatores de
crescimento, enzimas e proteoglicanos (VAN DEN HURK; ZHAO, 2005). O FF acumula-se no
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antro de foliculos em crescimento, fornecendo um microambiente para que as células somaticas
sofram um processo de proliferacdo e diferenciacdo, e o o6cito amadureca. Estudos indicam que as
proteinas do fluido folicular sdo provenientes de duas fontes: do sangue e das camadas de células
somaticas circundantes (células da granulosa e da teca). J& foi demonstrado que a "barreira
sangue/foliculo™ é permeével para proteinas abaixo de 500 kDa, além disso, proteinas e outros
componentes sdo capazes de atravessar facilmente a lamina basal indo formar o antro ou do antro
fluem para os capilares sanguineos (GOSDEN et al., 1988). Durante o desenvolvimento do foliculo,
a producdo de fluido antral é intensificada pelo aumento da vascularizacdo folicular e da
permeabilidade dos vasos sanguineos, os quais estdo fortemente relacionados com o aumento do
tamanho folicular (VAN DEN HURK; ZHAQO, 2005). Com o aumento do grau de vascularizacdo do
foliculo, na camada tecal e no inicio da formacéo antral, ocorre um actimulo de liquido folicular.
Moléculas com peso molecular inferior a 100kDa atravessam a membrana basal aumentando a
pressao osmotica no interior do foliculo, estimulando a entrada de agua, iniciando a formagdo do
fluido (RODGERS; IRVING-RODGERS, 2010). Além disso, os proteoglicanos também estdo
diretamente relacionados com a formacao do fluido folicular, pois sdo moléculas que auxiliam no
aumento do potencial osmético, por serem fortemente hidrofilicos, carregados negativamente e
exercerem forte atividade osmotica. As células da granulosa também estdo relacionadas com a
formacdo do fluido folicular, por secretarem moléculas de grande peso molecular, que ndo tem a
capacidade de atravessar a membrana basal, permanecendo no interior do foliculo, gerando um
aumento da pressdo osmética (CLARK et al., 2006). Ainda as células de ovario sdo capazes de
produzir e secretar diversos fatores, tais como esterdides e fatores de crescimento no fluido folicular
(FORTUNE; RIVERA; YANG 2004). A presenca de todos estes fatores esta relacionada com a
atividade metabdlica das células foliculares, sendo ainda que estas substancias sao essenciais para a
maturacdo do odcito e fecundacéo, proliferacdo das células da granulosa e diferenciacdo celular,
ovulacéo e a luteinizagdo (RICHARDS, 1994).

Em algumas espécies, tais como ovinos, suinos, humanos e bovinos, o componente principal
do foliculo ovulatério é o fluido folicular, (estimada em >95% em bovinos) (RODGERS et al.,
2001). No antro, h& ainda a presenca de moléculas que contribuem para o potencial osmatico na
cavidade antral, como os glicosaminoglicanos, tais como o &cido hialurénico, o sulfato de
condroitina e o sulfato de dermatano. O DNA das células da granulosa degeneradas por estar
associado a moléculas maiores também pode contribuir para a formagdo do fluido folicular (VAN
WEZEL et al., 1999; CLARKE et al., 2006).

A protedbmica é o estudo mais apropriado para se entender o produto final dos genes

(PANDEY; MANN, 2000), isto é, refere-se a cole¢do de proteinas derivada da tradugdo do genoma



de um organismo ou tipo celular (HAYNES; YATES, 2000). Segundo HANRIEDER et al. (2008) a
investigacdo sobre as proteinas presentes no fluido folicular podem fornecer informacdes Uteis
sobre sua funcdo no processo foliculogénese. Analises protedmicas do fluido folicular ja foram
realizados em humanos (HANRIEDER et al., 2008) e animais domésticos, como bovinos (5
proteinas identificadas; MORTARINO et al., 1999), suinos (53 proteinas identificadas;
BIJTTEBIER et al., 2009) e cdes (21 proteinas identificadas; FAHIMINIYA et al., 2010). No
entanto, todos os componentes de FF e a funcdo ovariana desempenhada por muitos destes fatores
ainda é desconhecida. Desta forma, o objetivo deste estudo foi determinar o perfil protéico do fluido

folicular em foliculos ovarianos antrais bovinos.

Material e Métodos

Os ovarios bovinos (n=20 ovarios) foram coletados em abatedouro local. Apos a coleta, 0s
ovarios foram imediatamente lavados em etanol 70% por cerca de 10 segundos, e depois duas vezes
em solucdo salina a 0,9% e transportados ao laboratério a 4°C por até 1 hora. Entdo, 0s ovarios
foram cuidadosamente divididos ao meio e os foliculos foram visualizados sob estereomicroscopio,
em seguida, os foliculos antrais grandes foram aspirados utilizando agulhas de calibre 26G acoplada
a uma seringa. O odcito foi isolado e o fluido folicular (~1 mL) foi imediatamente centrifugado
(1500 x g) durante 10 minutos, para que os componentes celulares fossem descartados. As amostras
de fluido folicular foram entdo transferidas para tubos de polipropileno estéreis e congeladas a -80°
C até a analise.

Para as analises por SDS-PAGE e eletroforese bidimensional (2D), 250 uL de FF foram
precipitados pela adi¢do de 2 volumes de acetona gelada. Em seguida, as proteinas foram coletadas
por centrifugacdo a 118,00 x g por 15 min. O precipitado foi imediatamente ressuspenso em uma
solucdo de 200uL de uréia/tiouréia 9M. As concentracdes de proteina para todo o fluido folicular
foram determinadas usando o método de Bradford (BRADFORD, 1976) e submetidas ao perfil
eletroforético (SDS-PAGE) onde foi possivel observar a integridade das amostras. Para a segunda
dimensdo (2-D), 125ug de proteina da amostra foi misturada com tampdo de reidratagdo
(uréia7M/tiouréia2M, 1% CHAPS, 1% DTT; 0,5%(v/v), anfolitos (pH de 3-10) e azul de
bromofenol) em um volume final de 125uL por amostra. A mistura de proteina foi entéo reidratadas
em strip de gradiente de pH imobilizado (IPG) de 7cm de comprimento e pH de 3-10 em
temperatura ambiente por 16 horas. Posteriormente, foi realizada a Primeira Dimensdo ou
Focalizagdo Isoelétrica - IEF usando o sistema de focalizacdo EttanlPGphor Il1. A strip de IPG foi
equilibrada com a solucéo de equilibrio I (Uréia 6M, Tris 50mM, Glicerol 30%, SDS 2%, azul de
bromofenol, e DDT) por 15 min e em seguida, com a solucdo de equilibrio Il (Uréia 6M, Tris



50mM, Glicerol 30%, SDS 2%, azul de bromofenol e iodoacetamida) por 15 min.
Subsequentemente a strip foi transferida para um gel de poliacrilamida a 12%, e a separacdo na
segunda dimensdo foi realizada na unidade de eletroforese vertical Hoefer SE 600 Ruby por
aproximadamente 4:30h. Apds a corrida, o gel foi submerso na solugdo corante com Comassie blue
G-250 a 0,1% e deixada overnight, sob agitacdo. O gel foi digitalizado utilizando um scanner do
modelo LabScan da GE Healthcare™, através do ImageScanner 11l e estocado em solucao de &cido
acetico a 5%. O ajuste da imagem e a deteccdo dos spots foram feitas pelo programa
ImageMaster™ também desenvolvida pela GE Healthcare. Foi possivel identificar algumas
proteinas com certa precisdo utilizando os valores de pl e massa molecular do spot em um banco de

dados de proteinas no Expasy (http://www.expasy.ch/tools/#proteome).

Resultados e Discussdes

A extracdo das proteinas foi feita a partir do fluido folicular bovino aspirado de foliculos
antrais grandes. A concentracdo de proteinas na amostra foi mensurada pelo Método de Bradford
(1976), sendo esta de 8,55 pg/pl. A amostra foi submetida a eletroforese bidimensional em
triplicata (R1, R2 e R3) a fim verificar a reprodutibilidade do método. Para as proteinas extraidas
foram encontradas 176, 78 e 68 spots nas replicatas 1, 2 e 3, respectivamente. Os géis do fluido
folicular bovino das replicatas 2 e 3, apresentaram um coeficiente de correlacdo linear de 0,966 e
0,962, respectivamente, em comparacdo com o gel de referéncia (replicata 1). Os resultados de
correlacdo linear obtidos nesse trabalho séo validos e mostram que a técnica utilizada ndo impactou
negativamente nos resultados obtidos. Pois, de acordo com Vieira (1980) quanto mais préximo de 1
for o valor da correlacdo linear maior a chance de existir um maior grau de relacdo entre as
varidveis em estudo, indicando nesse caso uma direcdo positiva do relacionamento. Caso o valor da
correcdo linear for menor que 0,85 o grau de relacdo entre as variais é insatisfatorio. O metodo
utilizado para analise de confiabilidade e que atribui um valor limite para que sejam confiaveis tais
resultados é chamado de correlacdo de Pearson. Mapas de referéncia de géis bidimensionais
reprodutiveis de proteinas do fluido folicular bovino foram obtidos. No gel analisado, existe uma
maior abundancia de proteinas na faixa de pH de 3 a 5 (66%) e de massa entre 40 a 60 KDa (36%).
Utilizando no Expasy a ferramenta Tagldent, foi possivel identificar maioria das proteinas do
fluido folicular bovino, sendo estas agrupadas em relagéo a sua fungdo molecular.

A maioria das proteinas identificas se localizam nos compartimentos intracelulares, incluindo
membrana plasmatica, citoesqueleto, citoplasma ou ndcleo. Um total de 169 proteinas foram
encontradas e distribuidas em 13 grupos de fun¢des moleculares. Os dois mais abundantes incluem

11, 83% envolvidas no transporte celular ou na transcrigéo e regulacdo da transcrigdo. O grupo das



proteinas envolvidas na sinalizacdo celular representam 8,87%, e as envolvidas nos mecanismos de
transducdo de sinais representam cerca de 8,87%, engquanto que as proteinas envolvidas no processo
de apoptose celular correspondem a 6,5%. Alem disso, as proteinas envolvidas com o metabolismo
de lipidios e com o de carboidratos, equivalem a 4,1% e 1,18%, respectivamente, enquanto que as
proteinas associadas ao metabolismo de proteinas sdo 4,14% do total identificado. Também foram
identificadas proteinas com funcgdes especificas nos processos de adesdo celular (3,55%),
diferenciacdo celular (2,36%) e no controle do ciclo celular (4,14%). O grupo de proteina
envolvidas no sistema imune corresponde a 2,3% das proteinas, j& aquelas associadas a manutencgao
da homeostase equivalem a 1,77% e na manutencdo da estrutura celular correspondem a 4,14%.
Além disso, 13% das proteinas identificadas desempenham outros processos bioldgicos como,

guimiotaxia, biossintese de neurotransmissores e outros, e 15,9% nédo foram identificadas.

Conclusoes

O estudo dos componentes do fluido folicular pode contribuir para uma compreensdo dos
mecanismos envolvidos na diferenciacdo e desenvolvimento folicular, além disso, pode fornecer
informacdes Uteis sobre 0os mecanismos de desenvolvimento folicular e maturacdo do odcito, que

pode levar a melhorias nas condicdes de cultivo.
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