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Resumo

A elucidagdo do processo de foliculogénese é necessaria para um melhor aproveitamento do potencial
biologico do ovario, uma vez que 99,9% dos foliculos ovarianos sdo eliminados através do processo de atresia.
Assim, para melhor compreender a fun¢do dos diferentes hormonios e fatores de crescimento que atuam na
regulacdo da fisiologia ovariana, torna-se necessario associar as técnicas de cultivo in vitro a quantificagdo e a
identificagdo do local de produgdo de cada substancia envolvida nas diferentes etapas do desenvolvimento
folicular. Nesse contexto, o emprego de técnicas de biologia molecular ¢ fundamental para esclarecer as
complexas relagdes entre os inimeros fatores que interagem durante o crescimento e desenvolvimento folicular
e, dessa forma, permitir uma compreensao maior da foliculogénese mamifera. Tais técnicas detectam, localizam
ou identificam os acidos nucléicos (hibridizagao in situ, Southern e Northern Blotting ) ou as proteinas (Western
Blotting), podem efetuar a quantificagdo do DNA (PCR) ou do RNA (RT-PCR), permitem a quantificagdo da
expressdo do RNAm mesmo em uma mistura complexa de RNA total (ensaios de prote¢do de ribonuclease) ou
possibilitam a andlise da expressdo de milhares de genes simultaneamente (microarranjos de DNA).

Palavras-chave: foliculos ovarianos, expressao de 4acidos nucleicos e proteinas, MOIFOPA, ovario mamifero.
Abstract

The elucidation of the folliculogenesis is needed to better use of the ovary biologic potential, since
99.9% of ovarian follicles are eliminated through atresia process. Thus, for a better understanding of the role of
various hormones and growth factors that act in the regulation of ovarian physiology, it is necessary to
associate the in vitro culture techniques with quantification and identification of local production of each
substance involved in various stages of follicular development. Therefore, molecular biology techniques can be
used to determine the expression of genes encoding ligands and receptors involved in folliculogenesis. In this
context, the use of molecular biology techniques is essential to clarify the complex relationships between the
numerous factors that interact during growth and follicular development and thus enable a greater
understanding of mammalian folliculogenesis. Such techniques detect, locate or identify the nucleic acids (in situ
hybridization, Southern and Northern blotting) or protein (Western Blotting), can perform the quantification of
DNA (PCR) or RNA (RT-PCR), allow the quantification of mRNA expression even in a complex mixture of total
RNA (ribonuclease protection assays) or enable the expression analysis of thousands of genes simultaneously
(DNA microarrays).

Keywords: expression of nucleic acids and proteins, mammalian ovary, MOEPF, ovarian follicles.

Introducao

O ovéario mamifero contém milhares de foliculos pré-antrais, encontrando-se a grande maioria desses
foliculos no estadio primordial ou quiescente. Estes foliculos permanecem em repouso até que eles sejam
ativados, ou seja, até que deixem o grupo de reserva e entrem em fase de crescimento. Uma vez ativados, a
grande maioria deles degenera-se pelo processo fisioldgico conhecido como atresia e poucos se desenvolvem até
a maturacdo, que ¢ precedida por um processo de proliferacdo e diferenciacio celular (Carroll et al., 1990). O
inicio do crescimento do foliculo primordial € essencial para a reproducdo da fémea, no entanto os mecanismos
reguladores deste processo ainda sdo pouco conhecidos (Park et al., 2005).

O crescimento folicular ¢ um processo complexo regulado por diversos fatores intra ¢ extraovarianos, tais como
fatores de crescimento e outros hormonios da esfera reprodutiva (Richards, 2001; Fortune, 2003). Além disso,
sabe-se que os fatores de sinalizagdo que permeiam entre o oocito ¢ as células da granulosa/teca circundantes sdo
tidos como essenciais a inducdo e a regulagdo da diferenciagdo dos compartimentos foliculares do estadio pré-
antral para o estadio antral e, assim, para o desenvolvimento de um odcito que serd competente para fertilizagdo
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e subsequente embriogénese (Van den Hurk et al., 2000; Eppig, 2001; Matzuk et al., 2002).

A elucidagdo dos mecanismos que regulam a foliculogénese inicial € o pré-requisito basico para o uso
de foliculos pré-antrais no melhoramento da eficiéncia reprodutiva de animais de interesse zootécnico ou
ameagados de extingdo, bem como de humanos com problemas de fertilidade (Fortune, 2003). Na tentativa de
melhor compreender o papel dos diferentes horménios e fatores de crescimento envolvidos no controle da
foliculogénese e da atresia, nas ultimas décadas tém sido desenvolvidos varios modelos de estudo. Dentre estes,
destaca-se o estudo da expressdao de genes que codificam para ligantes e/ou receptores de substincias chave da
foliculogénese utilizando técnicas de biologia molecular (Eppig et al., 2002; Chand et al., 2006; Mazerbourg e
Hsueh, 2006).

Nesta revisdo, serdo abordados aspectos gerais relacionados a foliculogénese, bem como as principais
técnicas de biologia molecular que tém sido empregadas com a finalidade de melhor compreender o processo de
foliculogénese inicial ovariana, a saber: Southern, Northern e Western Blotting; reacdo de cadeia de polimerase
(PCR) e reacdo de transcriptase reversa de cadeia de polimerase (RT-PCR); hibridizag@o in situ; microarranjos
de DNA; e ensaios de proteg¢do de ribonuclease (EPR). Estas técnicas foram escolhidas pela sua relevancia, quer
seja por sua maior difusdo, empregabilidade e caracteristicas dos resultados obtidos, ou por sua inova¢do no
estudo da foliculogénese.

Foliculogénese

Aos processos de formagdo, crescimento e maturagdo folicular da-se o nome de foliculogénese, que tem
inicio com a formag&o do foliculo primordial, culminando com a formagdo do foliculo pré-ovulatério (Van den
Hurk e Zhao, 2005). Segundo o estadio de desenvolvimento, os foliculos podem ser divididos em: a) foliculos
pré-antrais ou ndo cavitarios, abrangendo os foliculos primordiais, primarios e secundarios e b) foliculos antrais
ou cavitarios, compreendendo os foliculos terciarios e de De Graaf ou pré-ovulatorios (Hulshof et al., 1994). A
foliculogénese pode ser dividida em duas fases: 1) Fase pré-antral, subdividida em ativagcdo dos foliculos
primordiais e crescimento dos foliculos primdrios e secundarios; 2) Fase antral, subdividida nas fases de
crescimento inicial e terminal dos foliculos terciarios (Figueiredo et al., 2008).

O ovario mamifero possui uma reserva de foliculos quiescentes, os foliculos primordiais. Em algumas
espécies, como, por exemplo, os roedores, a formagao do reservatéorio de foliculos primordiais acontece proximo
ao nascimento (Hirshfield, 1991), enquanto em outras espécies, como primatas e animais domésticos, a formagao
dos foliculos ocorre durante a vida fetal (Russe, 1983; Van Werel e Rodgers, 1996). Independentemente de
quando ocorra a formagao dos foliculos primordiais, a saida destes do estadio de quiescéncia para o de
desenvolvimento ¢ um processo gradual (Fortune et al., 1998). A duragdo da foliculogénese em ovinos ¢ bovinos
¢ de aproximadamente quatro a seis meses, sendo, no entanto, mais curta em suinos (Campbell et al., 2003;
Hunter et al., 2004).

A transi¢do de foliculos primordiais para o grupo de foliculos em desenvolvimento ¢ um processo
fundamental na fisiologia ovariana, uma vez que determina a fertilidade feminina. Morfologicamente, os
foliculos primordiais consistem de uma Unica camada de células achatadas da pré-granulosa envolvendo o
odcito. Apesar de uma grande quantidade de foliculos primordiais estar presente no ovario, a maioria deles, cerca
de 99,9%, ndo chega até a ovulagdo, mas sofre um processo degenerativo e/ou apoptético conhecido por atresia,
fazendo com que o ovario seja um 6rgdo de baixissima produtividade. Em funcdo desse elevado indice, a atresia
folicular e os fatores que influenciam este processo tém sido extensivamente estudados, havendo comprovagdo
de que muitos hormoénios e fatores de crescimento estdo envolvidos. Durante o inicio do desenvolvimento de
foliculos primordiais, recentes estudos tém demonstrado que fatores de crescimento, como, por exemplo, o fator
de crescimento semelhante a insulina 1 (IGF-1), o fator de crescimento epidermal (EGF), o fator de crescimento
fibroblastico 2 (FGF-2), a proteina morfogenética 6ssea 4 (BMP-4) e o fator de crescimento e diferenciagdo 9
(GDF-9) s@o extremamente importantes para a manutengdo da viabilidade destes foliculos (Reynaud e
Driancourt, 2000; Markstrom et al., 2002; Nilsson e Skinner, 2003).

Além disso, varios fatores de crescimento agem localmente no ovario na transicdo de foliculo
primordial para primario, entre eles o kit ligand (Parrott e Skinner, 1999), o fator de crescimento fibroblastico
basico (bFGF; Nilsson et al., 2001), o fator inibidor de leucemia (LIF; Nilsson et al., 2002) e a proteina
morfogenética do osso 15 (BMP-15; Otsuka et al., 2000).

Quando os foliculos primordiais sdo ativados para o grupo de foliculos em desenvolvimento, as células
achatadas da pré-granulosa se tornam cuboides, caracterizando, assim, os foliculos primdrios. A proliferagdo das
células da granulosa dos foliculos primarios leva ao desenvolvimento de duas ou mais camadas dessas células ao
redor do odcito, formando os foliculos secundarios. Quando duas a trés camadas de células da granulosa sdo
formadas, as células da teca podem ser visualizadas em torno da membrana basal em ovelhas (Scaramuzzi et al.,
1993), podendo também j4 ser identificada a zona pelucida em bovinos (Figueiredo et al., 1995). Os fatores
locais que agem na transigdo de foliculos primarios para secundarios sdo: GDF-9 em camundonga (Dong et al.,
1996), BMP-15 em ovelha (Galloway et al., 2000), FGFb em vaca (Vernon e Spicer, 1994), Fator de
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Crescimento Transformante 3 (TGF-B) em camundonga (Liu et al., 1999) e EGF em vaca (Wandji et al., 1996).

Somando-se ao exposto, diversos componentes locais ja foram identificados como possiveis promotores
do crescimento de foliculos secundarios, entre eles: a ativina-A em ratas (Zhao et al., 2001) e ovelhas (Thomas et
al., 2003), Hormoénio do Crescimento (GH) em ratas (Liu et al., 1998), TGF- em camundongas (Liu et al.,
1999), EGF e IGF-I em vacas (Gutierrez et al., 2000), FGFb em vacas (Wandji et al., 1996), GDF-9 em
camundongas (Hayashi et al., 1999) e BMP-15 em ovelhas (Juengel et al., 2002). Também ha as gonadotrofinas
como FSH em vacas (Gutierrez et al., 2000) e LH em camundongas (Wu et al., 2000).

Com o crescimento dos foliculos secundarios e a organizacdo das células da granulosa em varias
camadas, ocorre a formagdo de uma cavidade repleta de liquido folicular, entre as camadas de células da
granulosa, denominada antro. O fluido folicular que preenche esta cavidade contém agua, eletrolitos, proteinas
séricas e alta concentracdo de hormdnios esteroides secretados pelas células da granulosa (Barnett et al., 20006).
O desenvolvimento dos foliculos antrais é caracterizado pelas fases de crescimento, recrutamento, selegdo e
dominéncia (Van den Hurk e Zhao, 2005), sendo a formacdo de foliculos pré-ovulatorios um pré-requisito para a
ovulagdo e formagao do corpo luteo, bem como para a manutencdo da fertilidade (Drummond, 2006).

Diante da complexidade e dos varios fatores que parecem estar envolvidos no desenvolvimento folicular
durante toda a foliculogénese, numerosos estudos t€ém sido realizados com o intuito de avaliar o efeito de
diferentes substincias no cultivo in vitro (Buratini Jr et al., 2005), bem como estudar a expressdo de genes
durante todo o processo de foliculogénese (Bao e Garverick, 1998).

Os componentes do complexo odcito-células da granulosa/teca tém sido alvo de muitas manipula¢des
ao longo dos anos, na tentativa de aumentar os suprimentos de oocitos competentes a fertilizagdo in vitro. No
modelo bovino, embora o sucesso da maturagio nuclear (MIV) e da fertilizagdo in vitro (FIV) seja elevado
(80%), apenas aproximadamente 30% dos odcitos se desenvolvem até o estadio de blastocisto (Rizos et al.,
2002). A qualidade intrinseca do odcito é um fator fundamental determinante da propor¢do de odcitos que se
desenvolvem ao estadio de blastocisto (Sirard e Blondin, 1996; Rizos et al., 2002). Odcitos maturados in vivo sdo
mais competentes que os maturados in vitro (Van de Leemput et al., 1999; Rizos et al., 2002).

O uso de odcitos provenientes de foliculos pré-antrais em técnicas reprodutivas poderia oferecer novas
possibilidades para a propagacdo de animais de interesse zootécnico ou em vias de extingdo. Porém, a primeira
limitagdo ¢ a recuperacdo de grandes niimeros de foliculos pré-antrais saudaveis do ovario (Lucci et al., 1999).
Nesse contexto, o desenvolvimento de biotécnicas que possibilitem o aumento das taxas de recupera¢dao de
foliculos pré-antrais ¢ de grande interesse para o aumento das taxas de maturacao in vitro desses foliculos.

Contribuicio da MOIFOPA para os estudos de biologia molecular

A manipulagdo de odcitos inclusos em foliculos ovarianos pré-antrais (MOIFOPA) é uma biotécnica da
reprodugdo que vem sendo aprimorada nos ultimos tempos e consiste numa das principais ferramentas utilizadas
atualmente para a elucidacdo da foliculogénese inicial. Tal biotécnica tem como principal objetivo resgatar
odcitos oriundos de foliculos pré-antrais, a partir do ambiente ovariano, e posteriormente cultiva-los in vitro até a
maturagdo, prevenindo-os da atresia e possibilitando sua utilizagdo em outras biotécnicas, como fertilizacdo in
vitro (FIV), transgénese e clonagem. Para alcangar esse objetivo, € necessario o desenvolvimento de um sistema
de cultivo in vitro ideal para cada etapa do desenvolvimento folicular.

A elucidagdo dos mecanismos que regulam a foliculogénese inicial ¢ o pré-requisito basico para o uso
de foliculos pré-antrais no melhoramento da eficiéncia reprodutiva em animais domésticos, em humanos com
problemas de fertilidade e em espécies ameagadas de extingdo (Fortune, 2003). Dessa forma, com o objetivo de
evitar a enorme perda folicular que ocorre naturalmente in vivo, nas ultimas décadas tém sido desenvolvidos
varios modelos os quais possibilitam o estudo dos fatores que controlam a foliculogénese e a atresia. Dentre os
métodos empregados, aqueles que relacionam a expressao de genes codificadores para esses fatores por meio de
técnicas de biologia molecular tém sido largamente utilizados.

Odbcitos inclusos em foliculos primordiais formam uma grande fonte de gametas que permanecem
quiescentes até que sejam estimulados para crescer (Erickson, 1986). Em cada ciclo, um determinado nimero
destes foliculos ¢ ativado para entrar na fase de crescimento, caracterizada tanto pela proliferacdo de células da
granulosa como pelo aumento em tamanho do oocito (Gougeon, 2003). Porém, durante o crescimento in vivo, a
maioria destes foliculos gradualmente se torna atrésica. No ovario, ha um maior numero de foliculos antrais
iniciais do que em fases de crescimento mais avangadas. O grande estoque destes pequenos foliculos cria uma
fonte potencial de odcitos para a producdo in vitro de embrides, o que permitiria uma melhor utilizagdo do
potencial reprodutivo feminino (Alm et al., 2006).

Além da produgdo in vitro de embrides, a grande quantidade de pequenos foliculos que pode ser obtida
do ovario fornece material precioso para estudos de expressao de genes relacionados aos fatores de crescimento
e/ou aos hormoénios que atuem no processo de foliculogénese. Para tanto, foi demonstrado que um niimero
grande de foliculos pré-antrais pode ser isolado de ovarios bovinos (Figueiredo et al., 1993) e caprinos
(Rodrigues et al., 1998) utilizando-se cortador de tecido (tissue chopper) ajustado para realizagdo de cortes
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seriados a intervalos de 50,0 um. Nesse contexto, o isolamento das diferentes categorias foliculares possibilita a
avaliagdo dos niveis de expressdo génica em cada uma dessas categorias, refletindo as mudangas que ocorrem in
vivo durante a foliculogénese, ou in vitro ao longo de cultivos de foliculos isolados.

O desenvolvimento de um sistema que permita o crescimento in vitro de foliculos pré-antrais para a
obtengdo de odcitos aptos a serem maturados ¢ fecundados in vitro seria de grande importancia tanto para a
compreensdo da foliculogénese na fase inicial quanto para a preservacdo em longo prazo de células germinativas
femininas (Mao et al., 2002). Além disso, o cultivo folicular permite a avaliagdo da resposta folicular, em termos
de expressdo génica, aos fatores de crescimento ¢ hormdnios adicionados ao meio de cultivo. Além do exposto,
outro aspecto importante a ser avaliado no que diz respeito aos foliculos pré-antrais ovarianos é o efeito da
criopreservacdo sobre a expressao de genes relacionados a foliculogénese.

Técnicas de biologia molecular

Aliadas a biotécnica de MOIFOPA, técnicas de biologia molecular vém sendo empregadas e
desenvolvidas na tentativa de melhor compreender o processo de foliculogénese ovariana, especialmente na fase
inicial. Com os avangos tecnoldgicos nas ultimas décadas, possibilitou-se o aparecimento de um novo ramo da
ciéncia, a biotecnologia, que transformou e revolucionou a investigacdo cientifica. Métodos engenhosos de
isolamento, analise ¢ manipulagdo dos acidos nucleicos (DNA e RNA) ¢ de proteinas permitiram avangos no
conhecimento dos processos biologicos de inumeras doengas humanas e de metodologias terapéuticas (Freeman
e Gioia, 1999).

A andlise da expressdo génica tem adquirido importancia em muitos campos de pesquisa bioldgica. O
conhecimento acerca dos padrdes de expressdo dos genes deve fornecer um melhor entendimento dos complexos
sistemas regulatorios e ird, provavelmente, levar a identificacdo de genes relevantes para novos processos
bioloégicos ou implicados em doencas. Existem cinco principais métodos que sdo de uso comum para a
quantifica¢do da transcrigdo: Northern Blotting ¢ hibridizag¢do in situ (Parker e Barnes, 1999), ensaios de
protecdo de ribonuclease (EPR; Hod, 1992; Saccomanno et al., 1992), transcri¢do reversa da reagdo de cadeia da
polimerase (RT-PCR; Weis et al., 1992) e microarranjos. Estes métodos tém sua utiliza¢do limitada devido ao
elevado custo (Bucher, 1999).

Dois desses métodos desenvolvidos para mensurar os transcritos t€ém adquirido muita popularidade e
sdo frequentemente aplicados. A técnica de microarranjos permite a analise em paralelo de milhares de genes em
duas populacdes de RNA marcados (Schena et al., 1995), enquanto o RT-PCR em tempo real fornece a
mensuragdo simultinea da expressdo génica em diferentes amostras para um numero limitado de genes, e ¢é
especialmente desejavel quando apenas um pequeno nimero de células esta disponivel (Higuchi et al., 1993;
Heid et al., 1996; Fink et al., 1998). Ambas as técnicas tém a vantagem da velocidade e do alto grau de
automacao potencial quando comparadas a métodos tradicionais de quantificacdo, como as analises de Northern
blot, hibridizacdo in situ e ensaio de protecdo de ribonuclease.

No que diz respeito ao estudo da foliculogénese, as técnicas de biologia molecular, aplicadas
isoladamente ou em associa¢do, podem fornecer dados essenciais para fundamentar a base do conhecimento
sobre a expressdo de RNAm tanto de ligantes quanto de receptores associados aos processos por meio das
técnicas de RT-PCR, Northern blot, hibridizacdo in situ e ensaio de protecdo de ribonuclease. Para identificagdo
da presenga de sequéncias especificas nos diversos tipos celulares presentes nos foliculos, podem ser utilizadas
técnicas como Southern blot ¢ PCR. A expressdo de proteinas pode ser avaliada por meio do Western blot,
enquanto a presenca de milhares de genes simultaneamente em células foliculares pode ser mensurada por meio
da técnica de microarranjos de DNA.

A localizagdo de proteinas, RNAm e seus receptores auxilia a compreensdo do papel de cada hormonio
e fator de crescimento em cada fase do desenvolvimento folicular, uma vez que possibilita identificar a
localizagdo e o quanto cada uma das substincias presentes no ovario estdo sendo produzidas. Muitas atuagdes
das células foliculares ovarianas relacionadas & sobrevivéncia, ao crescimento e a diferenciagdo sdo refletidas na
alteracdo dos padrdes da expressdo génica. Desta forma, a capacidade de quantificar os niveis de transcricdo de
genes especificos ¢ fundamental para qualquer investigacdo das funcdes foliculares (Zamorano et al., 1997).
Neste contexto, a biologia molecular destaca-se como modelo importante para o estudo da foliculogénese. Seu
conjunto de técnicas fundamenta-se principalmente no estudo das interacdes entre os varios mecanismos
celulares, partindo da relacdo entre 0 DNA, o RNA ¢ a sintese de proteinas, bem como o modo como essas
interagdes sdo reguladas.

Hibridizagdo in situ

Hibridizagdo in situ é um método de localizacdo e deteccdo de sequéncias especificas de acidos
nucleicos (DNA e RNA) de secgdes de tecidos preservados ou preparados de células por meio da hibridizagdo de
uma banda complementar de uma sonda especifica de nucleotideo (DNA ou RNA) da sequéncia de interesse
(Cox et al., 1984; Mattei et al., 1985). As sondas sdo sequéncias de nucleotideos complementares desenvolvidas
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a partir de segmentos conhecidos do DNA ou RNA que se deseja identificar. Para permitir a visualizagdo da
reacdo entre as moléculas de DNA ou RNA em um estudo, as sondas podem ser associadas a moléculas
radioativas, fluorescentes ou biotiniladas (Nakamura, 1990).

A hibridizagdo in situ, apesar de ser um método complexo, permite uma localizagdo de transcri¢des de
células especificas dentro de um tecido (Melton et al., 1984). Os principios basicos para a hibridizagdo in situ sdo
os mesmos para DNA ou RNA, variando quanto ao tipo de células e tecidos que se pretende estudar, os quais
requerem sondas adequadas para detectar sequéncias nucleotidicas especificas dentro das células e dos tecidos. A
sensibilidade da técnica ¢ tal que o limiar dos niveis de deteccdo estdo na regido de 10/20 copias de RNAm por
célula, ou seja, é capaz de detectar acidos nucleicos mesmo em quantidades muito pequenas (Nakamura, 1990).

Um fator importante a ser considerado € o tipo de sonda utilizada e qual a melhor forma de marca-la
para dar o melhor nivel de resolugdo com o mais alto rigor. Algumas dessas escolhas sdo dependentes do tipo de
analise que se deseja, do tipo de instalagdes disponiveis e como se deseja avaliar os resultados, ou seja, de forma
qualitativa ou quantitativa (Lawrence e Singer, 1985). Os principais tipos de sondas empregadas sdo de
oligonucleotideos, DNA de fita simples ou dupla e de RNA (Nakamura, 1990). A técnica de detec¢do empregada
deve estar de acordo com a maneira como a sonda foi marcada, podendo ser por filme ou emulsdo fotografica.

Hampton et al. (2004), utilizando a hibridizacdo in sifu para estudar a expressdo de receptores de
andrégenos em ovarios bovinos, verificaram que, em foliculos primordiais, ndo foi detectada a sua presenca,
sendo esses receptores, no entanto, identificados em células da granulosa de foliculos primarios, secundarios e
antrais. Dentre os foliculos antrais, os receptores para androgenos sdo expressos exclusivamente nas células da
granulosa de pequenos foliculos e tanto nas células da granulosa quanto nas células da teca de grandes foliculos.

Para testar a hipotese de que o odcito comanda o desenvolvimento folicular, Eppig et al. (2002),
trabalhando com ovéarios de camundongas, transferiram odcitos isolados de foliculos secundarios para foliculos
primordiais. Por meio da hibridizagao in situ para o RNAm para o receptor de LH, verificaram que os foliculos
primordiais que receberam os oocitos de foliculos secundarios tiveram suas taxas de crescimento e diferenciagdo
dobradas, demonstrando que o odcito coordena o desenvolvimento folicular e que a taxa de desenvolvimento
folicular esta relacionada intimamente com o desenvolvimento oocitario.

Reacdo de Cadeia de Polimerase (PCR) e Reagdo de Transcriptase Reversa de Cadeia de Polimerase (RT-PCR)

O advento da biologia molecular foi certamente um dos maiores passos das ciéncias bioldgicas durante
o século XX. A descoberta da Reacdo em Cadeia de Polimerase (PCR) trouxe enormes beneficios e
desenvolvimento cientifico, como, por exemplo, o sequenciamento de genomas, a expressdo de genes em
sistemas recombinantes, o estudo de genética molecular, a determinacdo rapida da paternidade ¢ o diagndstico
rapido de doengas infecciosas.

Esta técnica permite amplificar um segmento especifico de uma molécula de DNA usando dois primers
ou iniciadores (sequéncias curtas de nucleotideos) complementares as extremidades do segmento que se quer
amplificar e uma DNA polimerase. Na reacdo, a molécula de DNA ¢ inicialmente desnaturada pelo aumento de
temperatura: as fitas se separam. A temperatura ¢, entdo, diminuida, permitindo que cada primer pareie ou
hibridize com sua sequéncia complementar presente nas extremidades do segmento a ser copiado. A DNA
polimerase sintetiza a seguir o trecho de fita complementar a cada uma das fitas originais a partir do primer. O
ciclo de desnaturagdo, hibridizagdo e extensdo se repete muitas vezes, resultando em milhares de copias do
segmento desejado. E importante observar que o conjunto de primers escolhido é o responsavel pela definigao do
segmento de DNA que vai ser amplificado. Outros fatores influenciam a especificidade da reagdo, como a
temperatura de pareamento, a concentragdo de magnésio, o conteudo de bases C ¢ G do primer, entre outros
(Andrade et al., 2001).

A técnica denominada RT-PCR permite amplificar os trechos codificantes diretamente a partir de
moléculas de RNAm. Apds a extragdo do RNA, sintetiza-se uma fita inica de DNA complementar ao RNAm
(DNACc) empregando-se a enzima transcriptase reversa de origem viral. A fita de RNA do hibrido RNA/DNA ¢
digerida com RNAse, ¢ a fita de DNAc ¢ replicada por uma DNA polimerase. A partir do DNAc, emprega-se o
método de PCR usual para amplificagdo (Silva e Andrade, 2001).

A RT-PCR ¢ um método in vitro utilizado para amplificar enzimaticamente determinadas sequéncias de
RNA (Rappolee et al., 1988), sendo a técnica mais sensivel para a deteccdo e quantificacio de RNAm
atualmente disponivel. Comparada com as outras duas técnicas comumente usadas para quantificar RNAm,
analise de Northern blot ¢ ensaio de prote¢do de RNAse, a RT-PCR pode ser utilizada para a quantificagdo de
RNAm em amostras muito menores. De fato, esta técnica ¢ sensivel o suficiente para permitir a quantificagdo
aproximada de RNA a partir de uma tnica célula. E o mais sensivel e mais flexivel método de quantificacio
(Wang e Brown, 1999) e pode ser usado para comparar quantidades de RNAm em diferentes populagdes de
amostras, para caracterizar os padroes de expressdo de RNAm, para discriminar entre RNAm estreitamente
relacionados e para analisar a estrutura do RNA (Bustin, 2000). RT-PCR também pode contornar etapas
demoradas e de grande exigéncia técnica e geracdo de reagentes, tais como inser¢des da cadeia completa de
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DNA complementar (DNAc) para clonagem (Borson et al., 1992).

Ultimamente, uma inovagdo tecnoldgica resultante da PCR, denominada PCR em tempo real, vem
ganhando espago nos diagnoésticos clinicos e nos laboratorios de pesquisa por apresentar a capacidade de obter
resultados quantitativos. Essa técnica permite o acompanhamento da reag@o e a apresentagdo dos resultados de
forma mais precisa e rapida em relacdo a PCR que, apresenta somente resultados qualitativos (Novais et al.,
2004).

O advento do PCR e RT-PCR em tempo real mudou drasticamente o campo da mensuracdo da
expressdo génica. Atualmente, a técnica mais utilizada para quantificar a expressdo de RNAm ¢ a RT-PCR em
tempo real (Kreuzer e Massey, 2002). O PCR em tempo real ¢ uma técnica de coleta de dados durante a reacdo
de PCR, assim combina amplificac¢do e quantificagdo em uma mesma etapa. Isso foi alcangado utilizando-se uma
variedade de produtos quimicos fluorescentes que correlacionam a concentragdo do produto do PCR com a
intensidade da fluorescéncia (Higuchi et al., 1993). As reagdes sdo caracterizadas por um momento na reagao (ou
ciclo do PCR) em que a amplificacdo-alvo ¢ inicialmente detectada. Esse valor ¢ usualmente referido como cycle
threshold (Ct), que vem a ser o momento em que a intensidade da fluorescéncia ¢ maior que a fluorescéncia
basal (background). Consequentemente, quanto maior a quantidade de DNA-alvo no material inicial, mais
rapido e significante sera o aumento do sinal que ird aparecer, identificando um menor Ct (Heid et al., 1996).

Em resumo, o sistema da PCR em tempo real baseia-se na detec¢do e quantificagdo de um fluoréforo
(Lee et al., 1993; Livak, 1995). Este sinal aumenta em propor¢ao direta a quantidade de produto da PCR em uma
reagdo. Por meio do registro da quantidade de emissdo de fluorescéncia a cada ciclo, é possivel acompanhar a
reacdo de PCR durante a fase exponencial, em que o primeiro aumento significativo da quantidade de produto
PCR se correlaciona com a quantidade inicial da sequéncia-alvo. Quanto maior o numero inicial de copias do
acido nucleico-alvo, mais cedo serd observado um aumento significativo na fluorescéncia.

A PCR em tempo real determina a quantidade inicial de um acido nucleico de maneira mais especifica,
sensivel e com maior reprodutibilidade, sendo, entfo, preferivel em relagdo a outras formas de PCR semi-
quantitativo, as quais detectam a quantidade de produto final amplificado ao fim do processo (Freeman et al.,
1999; Raeymackers, 2000). A reacdo de RT-PCR em tempo real, uma variante da RT-PCR convencional,
permite uma andlise precisa da quantificacdo da expressdo génica em determinado tecido ou amostra bioldgica.
Esse método utiliza um sistema fluorescente em plataforma, capaz de detectar a luz oriunda da reacdo de
amplificacdo de um determinado gene no momento real da amplificagdo (Bustin, 2002).

Em estudos utilizando as técnicas de PCR e suas variagdes, a hipotese de que o odcito ¢ uma forga
motriz do desenvolvimento além da fase de foliculo primario foi conhecida (De la Fuente e Eppig, 2001). Esta
premissa ¢ centrada nas agdes do fator de crescimento e diferenciacdo 9 (GDF-9), um membro especifico da
familia dos fatores de crescimento transformante . O GDF-9 parece estar relacionado intimamente aos fatores
reguladores ovarianos, tais como BMPs (Vitt et al., 2002), e, em ratos, o padrdo de expressdo do GDF-9 ¢
coincidente com o de BMP-15 (Dube et al., 1998). A expressdo do RNAm do GDF-9 foi descoberta nos
foliculos primarios de camundongos, ratos € humanos (McGrath et al., 1995; Aaltonen et al., 1999; Hayashi et
al., 1999; Jaatinen et al., 1999) ¢ em estadios de foliculos primordiais e subsequentes em bovinos ¢ ovinos
(Bodensteiner et al., 1999). A infertilidade em ratas fémeas deficientes de GDF-9 ¢é resultado do atraso do
desenvolvimento folicular na fase de foliculo primario, uma vez que, embora os 06citos em ratas sem o GDF-9
crescam de forma acelerada, seus foliculos ndo se desenvolvem além da fase primaria (Dong et al., 1996). Este
bloqueio € coincidente com o inicio da expressdo do GDF-9 e BMP-15, onde ambos sdo detectados em o6citos
de foliculos primarios até o estadio de foliculo pré-ovulatério. Enquanto ratos continuam expressando BMP-15,
este parece ser incapaz de promover o crescimento oocitario, talvez indicando uma agdo combinada dos dois, ou
duas funcdes biologicas distintas. O GDF-9 também pode agir para promover progressdao do foliculo pela
estimulacdo da expressdo de kit ligand nas células da granulosa. Porém, a relagdo entre o GDF-9 e o kit ligand
parece ser regulada de forma bastante complexa, muito embora Elvin et al. (1999) tenham informado a
existéncia de aumento na expressao do gene do kit ligand em foliculos de ratos sem GDF-9.

Silva et al. (2004) identificaram, por meio da técnica de RT-PCR, a presenca de RNAm para ativina
(sub-unidade BA), folistatina e receptores de ativina (ActR-IA, -IB, IIA e IIB) em todos as categorias foliculares
presentes no ovario caprino, com exce¢do da ActR-1IB, que ndo foi encontrada em foliculos pré-antrais. A
mesma equipe, também utilizando o RT-PCR, verificou que o RNAm do kit ligand foi encontrado em todos os
estadios de desenvolvimento folicular (primordial, primario, secundario, pequenos e grandes foliculos antrais),
bem como nos corpos liteos e superficie epitelial ¢ medular do ovario. Além disso, 0 RNAm para seu receptor
(c-Kit) foi encontrado em todos os compartimentos celulares de foliculos antrais (Silva et al., 2006b). Também
na espécie caprina, foi identificado o RNAm para EGF em todas as categorias foliculares e na superficie do
epitélio ovariano. Em foliculos antrais, o RNAm para EGF foi encontrado no odcito e células do cumulus
oophorus, teca e granulosa murais. O RNAm para o receptor para EGF (EGF-R) foi identificado em todos os
compartimentos foliculares em todas as categorias, ainda em corpos lateos e superficie do epitélio ovariano,
mostrando a importancia desse fator de crescimento para o processo de foliculogénese (Silva et al., 2006a).
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Técnicas de Blotting (Transferéncia de DNA, RNA ou proteinas)

Identificar ¢ mensurar proteinas especificas em misturas bioldgicas complexas, como sangue, tem sido
um dos principais objetivos nas praticas cientificas e de diagnostico. As técnicas de Blotting sdo utilizadas para
identificar proteinas inicas ou sequéncias de acidos nucleicos. Elas foram desenvolvidas para serem altamente
especificas e sensiveis e se tornaram ferramentas importantes tanto em biologia molecular quanto em
investigagao clinica (Bittner et al., 1980).

Os métodos de Blotting sdo bastante simples e, geralmente, consistem em quatro fases distintas: iniciam
com a separagdo por eletroforese de proteinas ou de fragmentos de acidos nucleicos da amostra; sendo
posteriormente realizada a transferéncia e imobilizagdo das moléculas-alvo em um suporte de papel; em seguida,
estas moléculas-alvo se ligam a sondas analiticas, permitindo a visualizagdo das proteinas ou de fragmentos de
acidos nucleicos (Hayes et al., 1989).

As moléculas da amostra sdo inicialmente separadas por eletroforese e, entdo, transferidas para
diferentes tipos de anteparos ou membranas de facil manipulagdo (Tab. 1).

Tabela 1. Anteparos utilizados para fixacdo das moléculas-alvo em técnicas de Blotting ¢ suas principais
aplicagdes.

Anteparo de suporte Macromoléculas ligantes
Papel de nitrocelulose DNA, RNA e proteinas
Papel de diazofenil DNA, RNA e proteinas
Folhas de nylon com carga modificada Proteinas
Membrana de polivinilideno difluorido Proteinas
Fibra de vidro
Aminopropil Proteinas
Amodnio quaternario Proteinas
Fenilenodiisotiocianato Proteinas

Fonte: Adaptado de Hayes et al., 1989.

Isso imobiliza os fragmentos de DNA ou as proteinas e proporciona uma réplica fiel da separagdo
original, o que facilita a posterior analise bioquimica. Apds a transferéncia para o anteparo, as proteinas ou os
fragmentos de acidos nucleicos imobilizados sdo localizados por meio de sondas, tais como anticorpos, RNA ou
DNA, que se ligam especificamente a molécula de interesse. Finalmente, a posicdo da sonda que esta ligada a
molécula de interesse ¢ visualizada, geralmente por autorradiografia (Hahn, 1983).

As trés principais técnicas de Blotting que foram desenvolvidas sdo comumente chamadas de Southern,
Northern e Western Blotting, e possibilitam a identificagdo de DNA, RNA e proteinas, respectivamente.

O Southern blotting (Southern, 1975) permite que os fragmentos de DNA sejam identificados com
sondas de DNA, os quais hibridizam por ligagdo com hidrogénio para formar fragmentos complementares de
DNA cromossomico. Antes da realizagdo da analise de Southern blotting, os fragmentos de DNA devem ser
produzidos a partir de cromossomos por digestdo enzimatica com endonucleases de restricdo. Estas enzimas sdo
obtidas a partir de microrganismos e digerem o DNA de fita dupla em locais especificos determinados pela
sequéncia de acidos nucleicos. Como as endonucleases de restricdo dividem (clivam) o DNA nos locais
especificos, cada enzima produz um numero caracteristico de fragmentos a partir de um nico comprimento
especifico de DNA. Variantes alélicas de um gene especifico podem ser detectadas se as diferengas na sequéncia
do acido nucleico incluirem os locais de clivagem, uma vez que a digestdo pela enzima de restricdo adequada
trara diferentes fragmentos de genes alelos. Assim, mutagdes podem resultar tanto em perda dos locais de
clivagem quanto na introdugdo de novos, ou seja, locais adicionais de clivagem. Essas diferengas nos fragmentos
produzidos a partir de um gene sdo conhecidas como polimorfismos no comprimento de fragmentos de restri¢ao
(RFLPs; Botstein et al., 1980).

Apos digestdo enzimatica do DNA cromossomico, os fragmentos de DNA resultantes sdo submetidos a
eletroforese em agarose, separando-se os fragmentos de acordo com o tamanho. O gel de eletroforese é, entdo,
coberto com uma folha de nitrocelulose, sobre a qual o DNA ¢ absorvido. Antes da hibridagdo, uma
desnaturacdo leve em solucdo alcalina garante que o DNA marcado seja de fita simples. Em seguida, a folha de
nitrocelulose é incubada com o gene sonda, que normalmente ¢ um DNA clonado (Miles e Wolf, 1989). O gene
sonda tera sido radiomarcado e hibridizado por ligagdo com hidrogénio ligando-se a fragmentos de DNA
cromossomico de fita simples que contenham sequéncias de acidos nucleicos complementares. A folha de
nitrocelulose € seca e coberta por uma pelicula fotografica ou de raios X para permitir localizagdo do gene em
estudo (Hayes et al., 1989; Fig.1).
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Figura 1. Técnicas de Southern e Northern blotting para isolamento e
identificagdo de DNA e RNA, respectivamente.

A analise de Northern blotting emprega basicamente o mesmo processo descrito para Southern blotting,
exceto pelo fato de que DNA complementar ¢ utilizado para sonda de RNA. A técnica de Northern blotting
(Thomas, 1983) permite que moléculas individuais de RNA mensageiro (RNAm) sejam identificadas e medidas
apos a hibridacdo de suas sequéncias de DNA correspondentes. O RNA mensageiro ¢ inicialmente separado por
eletroforese em funcdo de sua dimensdo e entdo transferido para papel antes dos genes sondas que sdo utilizados
para localizar o RNA de interesse. Com este método, as transcri¢des de genes especificos podem ser estudadas e
avaliadas (Hayes et al., 1989; Fig.1).

O Western blotting permite que proteinas especificas sejam identificadas com anticorpos especificos
utilizados como sondas analiticas (Towbin e Gordon, 1984). Para realizagdo da analise de Western blotting, sdo
necessarios os anticorpos especificos para a proteina em analise. As fontes destes anticorpos podem ser amostras
de soro (por exemplo, de pacientes com infec¢des conhecidas), prepara¢des de anticorpo policlonal purificada,
ou os anticorpos monoclonais (Rovatti et al., 1996; Durlinger et al., 2002; Tajima et al., 2002).

Como consequéncia da interagdo do antigeno com o anticorpo, a proteina-alvo (o antigeno), quando
imobilizada no papel, pode ser identificada. A mistura contendo a proteina sob investigagdo tem primeiramente seus
componentes revelados por eletroforese em gel de poliacrilamida, e as proteinas s3o, entdo, transferidas para o papel
de nitrocelulose. O anticorpo primario se liga a proteina-alvo e ¢ imobilizado no papel. O complexo antigeno-anticorpo
pode assim, ser identificado com os anticorpos para os anticorpos primarios, que sdo marcados com iodo radioativo e,
dessa forma, podem ser visualizados pelo procedimento de autorradiografia (Haves e Stockman, 1989; Fig.2).
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Figura 2. Técnica de Western blotting para isolamento e identificacdo de
proteinas.
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Markkula et al. (1996), por meio da técnica de Southern blotting associada a RT-PCR, identificaram a
produgdo da subunidade B do receptor do FSH em awvos de ratos transgénicos, evidenciando um controle
paracrino da funcdo ovariana nesta espécie. Com a mesma associagdo de técnicas, Zhang e Roy (2004),
estudando o efeito de FSH enddgeno e exdgeno sobre a expressdo do receptor para FSH em ovarios de hamster,
verificaram que, ap6s o pico de LH, tanto o FSH enddgeno quanto o exdgeno inibem a expressdao de RNAm para
receptores de FSH, correlacionando essas duas gonadotrofinas a ciclicidade e ao crescimento folicular.

Minegishi et al. (1997), utilizando uma associagdo das técnicas de Northern blotting, hibridizagdo in
situ e RT-PCR, estudaram o receptor do FSH em humanos e observaram, por meio do Northern blotting, que
este ¢ abundante em foliculos pré-ovulatorios e que tal nivel de expressdo cai pela metade nos corpos luteos.
Além disso, os pesquisadores identificaram pelo menos dois transcritos para esse receptor. Na hibridizacdo in
situ, o receptor foi localizado confinado as células da granulosa de foliculos em crescimento, e, com a PCR, foi
avaliada a expressdo das diferentes isoformas nos corpos liteos e na placenta.

Com a técnica de Western Blotting, Dattatreyamurty et al. (1994) observaram que o fluido folicular
humano contém proteinas, presumivelmente derivadas das células da granulosa, as quais competem pelo
dominio extracelular do receptor para FSH modulando sua agdo. Com esta técnica ¢ avaliando a expressdo da
proteina do VEGF (fator de crescimento vascular endotelial), em um estudo de ovarios de ratos, Danforth et al.
(2003) verificaram que o VEGF estimula o desenvolvimento de foliculos pré-antrais e € regulado pelo estrogeno,
podendo ser um dos fatores que participam da regulag@o do inicio do crescimento folicular nesta espécie.

Orisaka et al. (2006), utilizando as técnicas de Western Blotting ¢ PCR em tempo real, verificaram que
o GDF-9 tem acdo antiapoptotica em foliculos pré-antrais e protege as células da granulosa da apoptose via
ativagdo da via fosfatidilinositol 3-quinase/Akt e que um nivel adequado de GDF-9 ¢ necessario para a expressao
do RNAm para o receptor do FSH. Desta forma, o GDF-9 atua favorecendo a sobrevivéncia e o crescimento
folicular durante o inicio da transicdo de foliculo pré-antral para antral por meio da supressdo da apoptose das
células da granulosa e da atresia folicular.

Microarranjos de DNA — Chips de DNA

Diversas metodologias foram desenvolvidas para a identificagdo em larga escala de genes
diferencialmente expressos. Dentre as mais utilizadas, a técnica de microarranjos, que se baseia na quantificagdo
dos RNAm produzidos pela célula (produtos de expressdo génica), fornece uma poderosa plataforma de analise
do padrdo de expressdo de milhares de genes simultancamente, o que possibilita a comparagao entre diferentes
amostras, podendo ser estas representativas de diferentes estadios do desenvolvimento, diferentes tipos celulares
ou histologicos, diferentes sensibilidades a drogas ou entre tecidos normais e patologicos (Piatetsky-Shapiro e
Tamayo, 2003; Brandon et al., 2008).

A técnica inicia-se com a constru¢do dos microarranjos, feita a partir de uma lamina de vidro de
dimensdes minimas (na ordem de cm a mm). Esta ldmina é processada para apresentar uma cole¢ao de pequenos
“poros”, onde uma amostra especifica de DNA, que representa um gene especifico, ¢ depositada. Para facilitar a
adesdo do DNA ao “poro” da lamina, sdo utilizados adesivos de superficie como aminosilanos ou poli-l-lisina.
Dispositivos robotizados séo responsaveis pelo depdsito do DNA, fixado por aplicagdo de raios ultravioleta, que
causam interagdes dos aminosilanos com o DNA para fixagdo. Cada amostra em um “poro” representa um gene.
Os tipos de DNA depositados variam de DNAc a oligonucleotideos sintetizados in situ (Yang et al., 2002).

O ensaio nos microarranjos ¢ um experimento de hibridizaco. Inicialmente ¢é feita a extragdo do RNAm
dos tecidos a serem estudados comparativamente. Os RNAm sdo transformados em DNAc. Cada grupo de
DNACc ¢ marcado com grupamentos de natureza fluorescente. Apds a marcagdo, as amostras nos microarranjos
s8o0 desnaturadas por calor. Os DNAc estudados sdo agrupados e colocados em contato com os microarranjos por
submersdo do “chip” em uma solugdo de hibridizagdo. Tanto os DNAc dos tecidos estudados como os “poros”
da lamina estdo na forma de fita simples. Se houver complementaridade entre as sequéncias, as fitas de DNAc
marcadas irdo hibridizar com os DNAc de um “poro” da ldmina. Apos lavagem e secagem do “chip”, este ¢
levado a uma camara escura e irradiado com laser. Os marcadores fluorescentes irdo absorver a radiacdo. Cada
marcador emite radiagdo em um comprimento de onda diferente, permitindo a quantificagio de DNAc
hibridizado em qualquer “poro” da lamina. Como se sabe qual gene esta fixado em cada um dos “poros”, pode-
se saber a expressdo de um tecido controle em relacdo ao variante. Cores sdo atribuidas computacionalmente as
faixas de emissdo de cada um dos marcadores, e as variagdes entre as cores determinam os niveis de expressao
(Yang et al., 2002; Fig.3).

As aplicagdes desta técnica sdo amplas, variando desde a andlise de patologias como céncer, estudo de
efeito de farmacos a analise de tecidos submetidos a determinada condig@o de estresse (Fathallah-Shaykh, 2005).
No entanto, apesar do sucesso da utilizacdo da técnica na identificacdo de genes diferencialmente expressos, a
utilizacdo de 1aminas de microarranjos possui algumas limitagdes. A quantidade de genes analisados se restringe
ao painel génico fixado na lamina. Além disso, a produgdo de ldminas de microarranjos de DNAc ¢ laboriosa e
demanda alto investimento financeiro para a aquisicdo de scanners e do robo6 utilizado para a fixagdo do DNA na
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lamina. E necessaria a participagdo de profissionais especializados para a realizagdo da normalizagdo e analise
estatistica dos dados gerados pelas hibridiza¢des, além de haver grande dificuldade na comparagdo entre
experimentos diferentes (Brown e Botstein, 1999).

Ymnsm;da
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Placa “chip” de microarranjo Anélise computadorizada

Figura 3. Representac@o esquematica da técnica de microarranjos de DNA.

Por meio da técnica de microarranjos de DNA, Caetano et al. (2004) puderam verificar alteragdes na
dindmica de crescimento e maturagdo folicular em suinos selecionados pela sua alta taxa de ovulagdo e
sobrevivéncia embrionaria ao longo de 11 geracdes de genes envolvidos com a sintese de esteroides,
remodelacdo do tecido ovariano e apoptose. Em um estudo do gene Nobox (expresso em odécitos e essencial para
o processo de oogénese) em camundongas recém-nascidas knockout para esse gene, Choi et al. (2007)
verificaram que ocorre um aumento da expressdo de genes relacionados a determinagdo do sexo masculino,
observando que o odcito atua suprimindo a expressdo desses genes. Estudando esse mesmo gene, Rajkovic, et al.
(2004) verificaram que genes preferencialmente expressos em o0ocitos, como o GDF-9, tém sua expressdo inibida
em camundongas knockout, enquanto a expressao de outros genes, como o0 BMP-4, Kit ligand e Bax, permanece
inalterada.

Ao se verificar, por meio da andlise de microarranjos, mudangas nos transcriptomas (RNAs transcritos
de DNA), foi constatado que o fator neurotrofico derivado da linhagem celular glial (GDNF) promove o
desenvolvimento de foliculos primordiais ¢ medeia as interagdes paracrinas ¢ autocrinas das células foliculares
durante o inicio da foliculogénese (Dole et al., 2008).

Com vistas a elucidar as mudangas de expressdo de genes coordenados no crescimento inicial de
foliculos ovarianos, foi realizada a analise de microarranjos em RNA obtido de células germinativas primordiais,
foliculos primordiais e primarios de ovarios de ratos recém-nascidos. Foi observado que existem pelo menos
2332 genes comuns aos trés estadios foliculares, sendo 146 especificos para células germinativas primordiais, 94
para foliculos primordiais e 151 para foliculos primarios. Destes genes, 148 t€ém aumentada sua expressdo e 50
tém expressdo diminuida na transi¢cdo de célula germinativa primordial para foliculo primordial e na transicdo de
foliculo primordial para primario. De foliculo primordial para primario, 80 genes aumentam sua expressdo e 44
diminuem. A identificagdo de cada um dos genes ¢ as relagdes entre seus transcritos ¢ fundamental para a
compressdo da foliculogénese inicial (Kezele et al., 2005).

Ensaios de protegdo de ribonuclease (EPR)

A EPR ¢ uma ferramenta poderosa que pode ser empregada em uma variedade de configuragdes
especificas para medir a expressdo de moléculas RNAm em uma mistura complexa de RNA total. Embora
trabalhosa, pode ser utilizada para analisar até 25 amostras em um Unico ensaio e examinar até 10-15 genes em
cada amostra (Rottman, 2002). A EPR ¢é mais util para o mapeamento das sequéncias inicializadoras e
finalizadoras da transcricdo, bem como para os limites de introns e éxons, além de discriminar entre os RNAm
de tamanho semelhante, que migram em posi¢des semelhantes no Northern blotting (Lee et al., 2002).

Na sua forma mais simples, o EPR ¢ 1til para medir a expressdo de um RNAm alvo especifico em uma
mistura de RNA total (Gilman, 1993). Um fragmento de DNA que codifica para uma por¢do do RNAm-alvo ¢é
clonado em um plasmideo adjacente a um promotor bacteriéfago. A enzima DNA-dependente RNA polimerase é
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entdo, adicionada a mistura de reagdo contendo plasmideo, tampdes, nucleotideos (ATP, GTP, CTP ¢ UTP —
adenosina, guanina, citosina ¢ uracila trifosfato, respectivamente), e 32P-UTP (trifosfato de uridina — marcador
radioativo). A polimerase liga-se ao promotor e comega a transcrever o fragmento de DNA sonda em RNA de
fita simples (portanto, transcri¢do reversa), incorporando 32P-UTP (Sambrook et al., 1989). Adicionalmente a
transcrigdo da seqiiéncia da sonda desejada, a polimerase invariavelmente continua atuando, fazendo transcri¢ao
reversa adicional irrelevante das sequéncias derivadas do plasmidio até que se atinja um sinal de parada (stop
codon), ou seja, ponto especifico da sequéncia que determina a parada da transcrigdo. O produto da reagdo de
sintese da sonda ¢ uma molécula radioativa de RNA de fita simples cuja sequéncia ¢ o RNAm alvo a ser
detectado. Normalmente, esse processo produz uma sequéncia de RNA extra um pouco mais longa do que o
necessario (Hod, 1992; Saccomanno et al., 1992).

Por meio de métodos tradicionais, o RNA total €, entdo, isolado do tecido ou células de interesse. A
sonda radioativa ¢ adicionada a amostra do RNA e liga-se a0 RNAm-alvo, formando parcialmente RNA de fita
dupla (RNAfd).Em seguida, os RNAfd hibridos s@o digeridos com RNAse, que eliminam qualquer porcao de fita
simples ndo hibridizada do RNAfd (incluindo a por¢do extra da sonda de RNA), resultando em fragmentos
RNAfd (fragmentos protegidos), que sdo posteriormente purificados. Os fragmentos protegidos de RNAfd
constituem uma pequena amostra da sonda original e sdo, entdo, adicionados para diferentes camadas de
poliacrilamida desnaturante ¢ separados por eletroforese em gel. As condi¢des de desnaturagdo fazem o RNAfd
dissociar-se em fitas simples. Apds a eletroforese, o gel ¢ seco e exposto a uma tela de phosphorimage
(dispositivo de imagem quantitativa de armazenamento de fosforo que usa a tecnologia de maneira mais rapida e
precisa que os raios X) para quantificar o sinal radioativo. O fragmento protegido ¢ identificado pelo seu peso
molecular; a intensidade do sinal radioativo gerado ¢ diretamente proporcional a quantidade de RNAm-alvo
especifico na amostra original de RNA total (Fig. 4). O fragmento protegido da sonda (camada 2) ¢
significativamente menor do que o original da sonda (camada 1) por causa da digestdo do RNA extra (Brown e
Botstein, 1999).

Ensaio de Protecao de Ribonuclease

Solugdo contendo
NAse
(digestdo do RNA n3o-ligado)

Extragdo do
RNA total ‘ + - y -
(\/
3 RNA ide
RNA fita dupla - protegi a%
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(ligado & sonda)

l Gel de poliacrilamida
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_ do sinal _
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Tela de Phosphorimage

Figura 4. Representacdo esquematica da técnica de ensaio de protegdo de
ribonuclease.

Identificagdo pelo peso
molecular e intensidade
do sinal radioativo gerado
(Quantidade de RNAm)

Watanabe e Nakanishi (2001), utilizando a técnica de EPR, demonstraram que, na espécie bovina, em
cultivos de complexos cumulus oophorus (CCOs), nem o FSH nem o LH tém efeito sobre a expressdo do gene
da zona pelucida e que esse gene pode ser independente do mecanismo de maturagdo nuclear do odcito. Liu et al.
(2000), em estudo da expressdao de receptores para gonadotrofinas (FSH e LH), enzimas esteroidogénicas
(citocromo P450 17a-hidroxilase e aromatase P450), IGF-I e IGF-II com seus respectivos receptores, proteinas
ligantes (IGFBP-2 e -4) e receptor para o hormonio do crescimento (GH) em foliculos dominantes suinos,
identificaram que, durante um rdpido periodo de crescimento folicular, foram observados: uma correlacido
positiva entre a capacidade esteroidogénica desses foliculos com a expressdo de IGF-II e receptores para LH;
uma correlagdo negativa entre o crescimento folicular e a expressdo do receptor para FSH, GH, além da proteina
ligante IGFBP-2; uma correlagdo positiva com a expressdo do IGF-I; e o aumento da expressdo, apds pico de LH
do IGFBP-4 e receptor de IGF tipo II.

Por meio do EPR associado ao PCR, foi verificado que a expressdo de RNAm para receptores de
androgenos aumenta a medida que os foliculos primordiais entram no grupo de foliculos em crescimento. A
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expressdo do RNAm para receptores de androgenos é ausente em foliculos primordiais, mas presente nas células
da granulosa de foliculos primarios, sendo ainda mais significativa em células da granulosa de foliculos
secundarios, o que evidencia que a expressdo de RNAm para receptores de androgenos aumenta durante o inicio
do crescimento folicular (Hampton et al., 2004).

Consideracoes finais

As técnicas de biologia molecular possibilitam a identificagdo da expressdo de genes e/ou proteinas
relacionados ao processo de foliculogénese. Cada uma das técnicas de biologia molecular citadas anteriormente,
utilizadas isoladamente ou em associacdo, fornece uma série de resultados relevantes para a compreensdo da
foliculogénese. De posse dessas informacdes acerca da expressao diferencial para fatores de crescimento e/ou
hormonios relacionados direta ou indiretamente com a foliculogénese, podem-se elaborar estratégias para o
desenvolvimento de sistemas de cultivo de foliculos pré-antrais que permitam determinar um momento 6timo de
adigd@o das substancias em concentra¢des adequadas ao meio de cultivo (meios dindmicos) visando melhorar as
taxas de viabilidade, crescimento e maturagdo de odcitos oriundos de foliculos pré-antrais.
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