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Resumo

O objetivo deste trabalho foi investigar através da técnica de imunohistoquimica a presenca das
proteinas do sistema TNF-a nos diferentes compartimentos foliculares, bem como nas diferentes
categorias foliculares. Para alcancar esses objetivos, ovarios (n=10) bovinos foram coletados em
abatedouros e fixados em paraformaldeido (4% em tampdo fosfato salino — PBS, pH 7,4) e inclusos
em parafina, em seguida, foram realizadas seccGes seriadas de 5 um, montadas em laminas
revestidas com uma camada de poli-L-lisina, desparafinizadas em xilol e reidratadas em
concentracdes decrescentes de etanol. As sec¢bes foram incubadas a 4°C por 18 horas com
anticorpo primario anti-TNF-o (1:50); anticorpo primario monoclonal anti-TNFRI (1:50) e anti-
TNFRII (1:50), lavadas e a incubadas com anticorpo secundario biotinilado. As seccBes foram
coradas com diaminobenzidina por 7 minutos e contracoradas com hematoxilina. Os resultados
demonstraram uma forte reacdo para TNF-a em oocitos de foliculos primordiais e primarios,
marcacdo moderada em foliculos secundarios, pequenos foliculos antrais (<3mm) e em foliculos
antrais grandes (3-6 mm). Para o TNFRI, foi observada uma forte imunomarcacdo no odcito de
foliculos primordiais e primérios, enquanto a marcacdo foi moderada nos odcitos dos foliculos
secundarios, e em pequenos foliculos antrais (<3mm) uma fraca reacdo foi identificada. Para o
TNFRII, a marcacdo foi fraca nos odcitos de foliculos primordiais e primarios, moderada em
foliculos secundarios, fraca em foliculos antrais pequenos (<3 mm) e grandes (3-6 mm). Em
concluséo, o sistema TNF- a é expresso das diferentes categorias foliculares (pré-antrais e antrais),
na espécie bovina.

Palavra-chaves: Fator de Necrose Tumoral, imunohistoquimica, ovario.

Introducéo

As citocinas sdo sintetizadas por uma ampla gama de tipos de células, incluindo as células
de ovario e sdo capazes de estimular ou inibir o crescimento de células, regular a diferenciacéo
celular, induzir quimiotaxia de células e modular a expressdo de outras citocinas. As citocinas

exercem vérias fungdes no ovério, estando envolvida nos processos de crescimento folicular,
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esteroidogénese, recrutamento e ativacdo de leucocitos necessarios para a ovulacdo e remodelacdo
tecidual durante a luteinizacdo, ovulacdo, e lutedlise (BUSCHER et al., 1999). A ovulacdo em
mamiferos pode ser considerada uma reacdo inflamatoria e os foliculos ovarianos representam um
local de sintese, recepcdo e acdo do Fator de Necrose Tumoral o (TNF-0) (ROBY et al., 1990;
BRANNSTROM et al., 1994) e da interleucina-1p (IL-13) (BRANNSTROM et al., 1993). Esses
peptideos afetam diretamente a funcéo secretora das células da teca e/ou das células da granulosa
com efeito estimulante ou inibitério sobre a biossintese de prostaglandinas e esteroidogénese

(OTANI et al., 1996).

O TNF-a ¢ uma proteina com 17,3 kDa que foi identificada nos ovarios de varios animais,
incluindo coelhas (BAGAVANDOSS et al., 1990), vacas (ROBY et al., 1989) e os seres humanos
(ROBY et al., 1990). Em ovario de ratas os sitios de localizacdo do TNF-o incluem, odcitos
(MARCINKIEWICZ et al., 1994), células da granulosa (ROBY et al., 1989), células do corpo luteo
e macréfagos (SANCHO-TELLO et al., 1993). Ja foi demonstrado que o TNF-a. inibe a secrecdo de
estradiol, bem como a secrecdo de progesterona em células da granulosa de ratos, suinos, bovinos e
humanos (VELDHUIS et al., 1991; RICE et al., 1996; SPICER, 1998).

O TNF-a age ligando-se a um de seus dois subtipos de receptores distintos: receptor do tipo
I (TNFRI), que tem aproximadamente 60 kDa (p60) e o receptor do tipo Il (TNFRII). Os receptores
sdo proteinas transmembranares com porcdes citoplasmaticas que iniciam a transducdo de sinal a
partir da ligagdo ao TNF-a. O odcito e as células do cumulus em humanos expressam tanto o
RNAmM quanto a proteina para TNF-a e seu receptor do tipo I (TNFRII) (NAZ et al., 1997). A
expressao de receptores para TNF-a também foi determinada nas células da granulosa em bovinos
(SPICER, 2001). Em ovarios de ratas foram identificados os RNAs mensageiros para o0s receptores
do tipo I (TNFRI) e do tipo Il (TNFRII) (BALCHAK et al., 1999). Além disso, 0 TNF-a
imunorreativo estd presente em foliculos bovinos durante o desenvolvimento folicular (SPICER,
1998). Em humanos, a expressao do TNF-o aumenta gradativamente durante as fases foliculares,
atingindo o nivel maximo em todo do periodo pré-ovulatério (ZOLTI et al., 1992). Portanto, é
provavel que 0 TNF-a produzido localmente no ovario desempenhe um papel importante na
regulacdo do desenvolvimento folicular ovariano em varias espécies.

Os efeitos do TNF-a em células da granulosa cultivadas e células da teca incluem altera¢des
na esteroidogénese e na morfologia celular (ZACHOW et al., 1992). Além de seus efeitos sobre a
esteroidogénese, 0 TNF-a pode também afetar a proliferacdo celular e apoptose ovariana.
Recentemente, foi demonstrado que 0 TNF-a induz tanto a proliferagdo celular quanto a morte

celular em cultivo de células da granulosa de grandes foliculos antrais suinos (PRANGE-KIEL et
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al., 2001). Em adicéo, estudos apontam que 0 TNF-a em associagdo a progesterona (P4) pode
interagir na regulacao do crescimento de foliculos primordiais (NILSSON et al., 2006). Em sintese,
0 TNF-a tem uma variedade de efeitos sobre a foliculogénese em mamiferos. Estes efeitos incluem:
(1) modulacdo da esteroidogénese pelas células da granulosa, teca e luteais, (2) envolvimento na
regressdo luteal, (3) envolvimento na ruptura do foliculo ovariano, e (4) envolvimento na apoptose
ovariana (CHUN e HSUEH, 1998). No entanto, estudos in vitro afirmam que a exposi¢éo de o6citos
suinos a TNF-a (200ng/mL) causa uma redugdo na maturagdo oocitaria (CAI-HONG et al., 2010).
Em bovinos, ainda existem relativamente poucas informagdes acerca do sistema TNF-o e suas
fungdes no ovario. O objetivo deste trabalho foi investigar a presenca e a distribuicdo do TNF-a ¢

seus receptores nos foliculos ovarianos desta espécie.

Material e métodos

Para esta finalidade, ovarios (n=10) bovinos foram coletados em abatedouros e
transportados até o laboratdrio em um periodo maximo de 1 hora. No laboratorio, os ovarios foram
fixados em paraformaldeido (4% em tampao fosfato salino — PBS, pH 7,4) e inclusos em parafina.
O estudo imunohistoquimico para localizacdo do Fator de Necrose Tumoral - a (TNF-a) e seus
receptores (TNFRI e TNFRII) foi realizado em secc¢des seriadas de 5 um. Estas sec¢Bes foram
montadas em laminas revestidas com uma camada de poli-L-lisina, desparafinizadas em xilol e
reidratadas em concentracGes decrescentes de etanol. A atividade da enzima peroxidase enddgena
foi bloqueada por meio da incubacao das seccdes desparafinizadas em uma solucdo contendo 3% de
perdxido de hidrogénio em metanol por 10 minutos. Em seguida, as secces foram lavadas em PBS
(pH 7,4) e colocadas em tampdo citrato 0,01M (pH 6,0), onde os epitopos foram ativados por meio
da ebulicdo do tampdo por sete minutos em micro-ondas. Apés este tratamento, as sec¢des foram
lavadas em PBS contendo 0,05 de Tween 20 (PBS-T, Merck, Darmstadt, Germany) antes de serem
incubadas por 30 minutos em 5% de soro normal caprino em PBS para minimizar as ligacdes
inespecificas. As seccdes foram incubadas a 4°C por 18 horas nas diluicdes apropriadas para cada
anticorpo primério anti-TNF-a (1:50); anticorpo primario monoclonal anti-TNFRI (1:50) e anti-
TNFRII (1:50). Em seguida, todas as demais incubagdes e lavagens foram realizadas em
temperatura ambiente. Apds a incubacdo com o anticorpo primario, as sec¢bes foram lavadas trés
vezes em PBS e incubadas por 45 minutos no anticorpo secundario biotinilado (anti-camundongo
IgG - Santa Cruz Biotecnologia, Santa Cruz, CA, EUA). Em seguida, as sec¢des foram lavadas em
PBS antes de serem incubadas por 45 minutos com o complexo avidina-biotina (1:600, Vectastain

Elite ABC kits; Vector laboratories, Burlingame, CA, USA). As sec¢des foram, em seguida, lavadas
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e coradas com diaminobenzidina (DAB; 0.05% DAB em Tris/HCI, pH 7.6, 0.03% H20. - Sigma
tablets, St. Louis, MO, USA) por 7 minutos. As sec¢des foram lavadas em PBS e contracoradas
com hematoxilina por 10 segundos. Finalmente, as seccdes foram lavadas por 10 minutos em agua
corrente, desidratadas em etanol e xilol, e montadas em balsamo do Canada. A intensidade da
reacdo para cada anticorpo nas diferentes categorias foliculares sera classificada como ausente (-),
ocasionalmente presente (- / +), fraca (+), moderada (+ +), ou intensa (+ + +).

Os controles para reacOes inespecificas foram realizados da seguinte forma: (1) substituicdo
do anticorpo priméario com IgG da mesma espécie em que o anticorpo especifico foi produzido e na
mesma concentracdo; (2) incubagdo somente com diaminobenzidina para excluir a possibilidade de
atividade da peroxidase enddgena ndo suprimida e (3) pré-absorcdo do anticorpo primario com o
peptideo utilizado para sua sintese em uma concentracdo cinco vezes maior do que a do anticorpo
primario, & 4°C por 18 horas.

Os foliculos ovarianos foram classificados como pré-antrais (primordiais, primarios e
secundarios) de acordo com o nimero de camada de células da granulosa, bem como em foliculos
antrais pequenos (0,5 - 1 mm em diametro), médios (1 - 3 mm) ou grandes (>3 mm). Os foliculos
também foram classificados como normais ou degenerados de acordo com a morfologia do o6cito e
das células da granulosa. Os foliculos foram considerados normais se apresentassem um 00cito
intacto, rodeado por células da granulosa, que eram bem organizadas em uma ou mais camadas e
sem nucleos picnéticos. Foliculos atrésicos foram definidos como foliculos com um odcito retraido,

nacleo picnoticos e/ou de células da granulosa desorganizadas destacadas da membrana basal.

Resultados e discusséo

Os resultados demonstraram uma intensa reagdo para TNF-o em odcitos de foliculos
primordiais e primarios. Em foliculos secundarios, revelou-se uma moderada marcagdo para este
anticorpo em odcitos e células da granulosa. J& em pequenos foliculos antrais (<3mm), uma
moderada marcacéo foi identificada em odcitos, células do cimulus e células da granulosa murais,
no entanto, nas células da teca ndo houve reacdo. Por outro lado, foliculos antrais grandes (3-6 mm)
apresentaram moderada marcagéo positiva para TNF-a em toda estrutura folicular, estando ausente
apenas nas células da teca nesta categoria folicular. A analise feita para 0 TNFRI, uma intensa
imunomarcacdo foi observada no oocito de foliculos primordiais e primarios. Em foliculos
secundarios evidenciou-se uma moderada imunomarcacdo para TNFRI em células da granulosa e
oocito. J& em pequenos foliculos antrais (<3mm) uma fraca reacdo foi identificada na zona

pelicida, em oo6citos, nas células do cumulus, nas células da granulosa e da teca. Ademais, em
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grandes foliculos antrais (3-6 mm) uma moderada imunomarcacgdo foi observada na zona pelUcida,
em odcitos e células da granulosa. Para o receptor do tipo Il (TNFRII), os resultados mostraram
uma fraca imunomarcacdo em odcitos de foliculos primordiais e primarios, enquanto que em
foliculos secundarios uma marcagdo moderada em observada em odcitos e células da granulosa. Ja
em foliculos antrais pequenos (<3 mm) e grandes (3-6 mm) uma fraca imunomarcagdo foi
identificada em odcitos, células do camulus e células da granulosa murais, estando ausente em
celulas da teca.

O TNF-a tem sido amplamente estudado em sua relagdo com os processos reprodutivos,
especialmente a ovulagdo. Para Murdoch (1985), a ovulacdo é um processo complexo, envolvendo a
ruptura da parede de um foliculo ovariano, permitindo a expulsdo de seu odcito maturo, em resposta
a um processo inflamatério agudo. No entanto, o presente trabalho relata pela primeira vez a
localizagdo do sistema TNF-a no ovario bovino antes da ovulagdo. O TNF-a e seus receptores
também estdo presentes no corpo luteo bovino, com as maiores expressdes na lutedlise
(SKARZYNSKI et al.,, 2005; OKANO et al.,, 2006), sendo um potente estimulador das
prostaglandinas luteais e da endotelina-1, em uma acdo luteotrofica na fase luteal inicial
(SAKUMOTO e OKUDA, 2004; ACOSTA et al., 2007). Zhao et al. (1998), trabalhando com
corpos luteos suinos, observaram que as citocinas, particularmente o TNF-a, tém efeitos inibitdrios
sobre a producdo de progesterona das células luteais, mas, contrariamente, nos estagios luteais
iniciais, 0 TNF-a pode ter um efeito luteotrofico. Conforme conclusfes de Okano et al. (2006), o
TNF-a tem um importante papel na fun¢do do corpo luteo de muitas espécies mamiferas, através da

inducdo de apoptose por fragmentacdo do DNA das células luteais durante o ciclo estral.

Concluséo

Em concluséo, as proteinas para TNF- a e seus receptores do tipo I e IT sd0 expressas em
foliculos ovarianos pré-antrais e antrais bovinos em todos os estagios de desenvolvimento, o que €
um indicativo de que o TNF- a esta envolvido no sistema intrafolicular que controla a

foliculogénese.
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