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RESUMO

Receptores do hormonio luteinizante em diferentes por¢des do oviduto de éguas em
estro

O desenvolvimento embrionario tem inicio a partir da fecundagdo do odcito pelo
espermatozoide no interior do oviduto. O oviduto € um 6rgao tortuoso que mede de
20 a 30cm e esta dividido em trés porcdes: istmo, ampola e infundibulo. Os
horménios influenciam a atividade das células-alvo pela ligacdo de moléculas
receptoras especificas. A imuno-histoquimica € o conjunto de procedimentos que
utiliza anticorpos como reagentes especificos para detecgao de antigenos presentes
em células ou tecidos, portanto, através desta técnica € possivel verificar a presenca
de receptores hormonais em determinados 6rgaos. Este estudo teve como objetivo
localizar a presenga de receptores para o hormoénio luteinizante (LH) nas diferentes
porcdes do oviduto utilizando a técnica de imuno-histoquimica. Foram utilizadas 18
éguas que se encontravam em estro, ou seja, apresentavam um foliculo maior que
35mm e trato reprodutivo condizente com a fase estrogénica do ciclo estral. Das 18
éguas utilizadas neste trabalho, 16 éguas (88,8 %) apresentaram receptores para
hormonio luteinizante (RLH) no oviduto. Destas 16 éguas, 8 (44,4 %) apresentaram
RLH no epitélio e 7 (38,8 %) apresentaram RLH no tecido muscular do istmo, 14
(77,7 %) apresentaram RLH no epitélio e 13 (72,2 %) no tecido muscular da ampola,
10 (55.5 %) apresentaram RLH no epitélio e 1 (5,5 %) no tecido muscular do
infundibulo. Nas éguas que apresentaram receptores no epitélio a intensidade
verificada foi de 1,5; 2,5 e 2,6 no istmo, ampola e infundibulo, respectivamente
enquanto que na porgdao muscular foi de 1,14; 2,3 e 3 respectivamente, para cada
uma das trés porcoes estudadas. Foi verificada uma maior intensidade de
receptores na ampola do oviduto, o que pode relacionar o LH no processo de
fecundacao do odcito pelo o espermatozéide.

Palavras-chave: Egua. Oviduto. Receptor Hormonal. Imuno-hisotquimica. Horménio
luteinizante.



ABSTRACT

Receptors for luteinizing hormone in different portions of the oviduct of mares in
estrus

Embryonic development begins with the fertilization of the egg by the sperm in the
oviduct. The oviduct is a tortuous organ which extended measures 20 to 30cm and is
divided into three parts: the isthmus, ampulla and infundibulum. Hormones influence
the activity of target cells by binding to specific receptor molecules.
Immunohistochemistry is the set of procedures that use antibodies as reagents for
detection of specific antigens present in cells or tissues, therefore, using this
technique it is possible to verify the presence of hormone receptors in certain organs.
This study aimed to verify the presence of hormone receptors for luteinizing hormone
(LH) in different portions of the oviduct using the technique of immunohistochemistry.
We used 18 mares were in estrus that had a follicle greater than 35mm and
reproductive tract consistent with the estrogen phase of the estrous cycle. From the
18 mares that were part of that study, 16 mares (88.8 %) had receptors for luteinizing
hormone (RLH) in the oviduct. From these 16 mares, 8 (44.4 %) had RLH in the
epithelium and 7 (38.8 %) had RLH in the muscle of the isthmus, 14 (77.7 %) had
RLH epithelium and 13 (72.2 %) in the muscle of the ampulla, 10 (55.5 %) had RLH
in the epithelium m and 1 (5.5 %) in the muscle of the infundibulum. In mares that
had receptors in the epithelium the intensity verified was 1,5 ; 2,5 and 2,6 on the
isthmus, ampulla and infundibulum, respectively while in the muscular portion was
1,14 ; 2,3 and 3 respectively, for each of the three portions studied. It was verified a
greater intensity of receptors in the ampulla of the oviduct, which may relate the LH in
the process of fertilization of the oocyte by the sperm.

Key words: Mare. Oviduct. Hormone receptors. Immunohistochemistry. Luteinizing
hormone.
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INTRODUGAO

A espécie equina foi considerada por muito tempo como a de menor
fertilidade entre as espécies domésticas, o que foi atribuido a caracteristicas de
selegéo e problemas relacionados ao manejo reprodutivo (Ginther, 1992). Apesar da
melhora em termos de desempenho reprodutivo, através da aplicagdo de novas
técnicas de manejo, geradas a partir da intensa pesquisa nas ultimas décadas,
alguns gargalos ainda permanecem na produgao equina. Como explicagbes para a
morte embrionaria precoce e a nao fecundagao de odcitos.

Os espermatozéides depositados no trato genital da égua devem atravessar
0 utero, passar para o oviduto, através da jungao utero-tubarica, interagir com o
epitélio do oviduto e fertilizar o odcito (Berger 1996). Em equinos varios estudos
demonstram que um grande numero de espermatozoides esta presente no oviduto
apos quatro horas da cobertura ou inseminagcdo (RICKETTS, 2008; FIALA et al.,
2007).

O desenvolvimento embrionario tem inicio a partir da fecundagao do oécito
(GINTHER, 1992). A partir deste momento, até o estabelecimento de uma placenta
madura e funcional, aproximadamente aos 150 dias, uma série de alteracdes
morfoldgicas, imunolégicas e endocrinolégicas ocorre no oviduto e utero, as quais
podem ser presumidas como importantes componentes do estabelecimento e
manutengao do estado gestacional (ALLEN, 2000).

Alguns estudos, avaliando amostras do trato reprodutor de éguas através da
técnica de imuno-histoquimica observaram que, a exemplo de outras espécies,
receptores para LH se expressam no oviduto, utero e cérvixe, com diferentes
intensidades em diferentes estruturas de um mesmo 6rgao e em fungéo da fase do
ciclo estral (ESMERALDINO et al., 2009).

Gawronska et al., (2000) demonstraram ndo s6 a presenga, mas a
funcionalidade destes receptores, sugerindo que o estradiol promove a sintese de
RLH no epitélio e musculo liso e a agdo do LH atua no relaxamento do oviduto e
aumento da sintese de glicoproteinas que auxiliam no desenvolvimento embrionario,
principalmente no periodo periovulatorio de outras espécies como suinos, bovinos e

até mesmo em humanos, mas nao ha relatos de sua fungéo no oviduto de éguas.
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1 REVISAO DE LITERATURA

1.1 O AGRONEGOCIO DO CAVALO NO BRASIL

A equinocultura constitui importante segmento do agronegécio brasileiro.
Além de sua ligagdo com a pecuaria comercial, a atividade possui forte inter-relagéo
com setores ligados ao lazer, a cultura, ao esporte e ao ecoturismo. O Brasil possui
o quarto maior rebanho eqlino do mundo, com 5,5 milhdes de cabecas, ficando
atras apenas dos Estados Unidos, México e da China (FAO, 2011).

O agronegocio do cavalo no Brasil é responsavel pela geragdo de
aproximadamente 3,2 milhdes de empregos, dos quais seiscentos mil diretos, o que
representa seis vezes a quantidade gerada pela industria automotiva (Lima et al.,
2006), sendo, portanto, uma atividade importante para o pais, tanto econébmica como
socialmente.

Baixas taxas de fertilidade acarretam num menor niumero de potros nascidos,
levando a grandes perdas econbmicas tanto para proprietarios como para as

pessoas que trabalham no ramo da equinocultura.

1.2 CICLO ESTRAL DA EGUA

As éguas apresentam atividade sexual durante a fase de maior luminosidade
do ano (primavera e verao), sendo classificadas como poliéstricas estacionais. Elas
atingem a maturidade sexual (puberdade) por volta dos dois anos de idade, podendo
ser esta alterada pela influéncia da condicdo corporal, peso, niveis de energia,
ferorménios, raca e estagdo do ano (KOOISTRA, 1975).

O ciclo estral é tipicamente definido como o intervalo entre duas ovulagoes.
O inicio ocorre com a ovulagao (dia 0) e o término ocorre no dia anterior a proxima
ovulagdo. A meédia de intervalo entre as ovulagdes, para a maioria das éguas, € de
21 dias, mas pode oscilar entre 18 e 24 dias (LEY, 2006).

A fase estral (fase folicular) pode durar de 3 a 7 dias e é dominada por um
ou mais foliculos pré-ovulatérios (Graaf) grandes (> 30mm de didmetro), aumento no
estradiol circulante, por sinais comportamentais de estro e receptividade ao
garanhao (LEY, 2006).
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A fase de diestro (fase luteinica) dura 13 a 17 dias e € dominada por um
corpo luteo, pela progesterona e por sinais comportamentais indicando auséncia de

receptividade a aproximagao do garanhéao (LEY, 2006).

1.3 HORMONIOS ENVOLVIDOS NA REPRODUGAO

Ao longo do tempo, o controle da reprodugdo dos mamiferos deixou de ser
considerado como regulado apenas pelo sistema nervoso central (SNC), passando a
ser visto como uma fungdo controlada por dois sistemas separados: o sistema
nervoso central e o sistema endocrino. A seguir descobriu-se que o hipotalamo
ligava esses dois sistemas por meio do sistema porta-hipotalamo-hipofisiario,
coordenando as fungdes das gonadas (HAFEZ & HAFEZ, 2004).

Para um melhor entendimento da fisiologia da reproducédo em éguas é
necessario fazer uma revisdo sobre os horménios e glandulas envolvidas nesta
funcao.

A glandula pineal esta diretamente ligada ao fotoperiodo, onde a redugéo da
luz faz com que ocorra uma maior producdo de melatonina. Esta tem um efeito
inibitério sobre o hipotalamo (MCKINNON, 2009).

O hipotalamo secreta GnRH no sistema porta-hipotalamo-hipofisario
promovendo a liberacdo de LH e FSH pela hipdfise anterior.

O FSH tem a funcao de estimular o crescimento e a maturagao do foliculo
ovariano e o LH é responsavel pela ruptura da parede folicular e ovulagao (CAPEN
et al., 1989).

As quantidades crescentes de estradiol secretadas pelos foliculos ovarianos
induzem nao s6 o comportamento de estro como também a elevacao dos niveis de
LH, e ativacdo dos receptores para LH nas células da granulosa e
consequentemente a ovulagédo e a formacao do corpo luteo (MCKINNON & VOSS,
1993).

A secregao de progesterona € necessaria para manutengdo da prenhez
normal em todas as espécies domésticas. A progesterona é um dos hormdnios
chave para o controle da funcdo reprodutiva em éguas. O corpo luteo produz

progesterona aproximadamente até 14 a 15 dias apds a ovulagdo e a secregao de
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prostaglandina pelo utero é responsavel pela regressao desse corpo luteo (VALE et
al., 1994).

A progesterona promove o encerramento dos sintomas de estro, mantém a
fémea nao receptiva ao macho e também prepara o utero para a chegada do
embrido. Quando a fémea se encontra gestante, a manutengdo do corpo luteo é
mediada pela presenga do embrido no lumen uterino. A secregcdo continua de
progesterona € essencial para o inicio e a manutengdo da gestagcdo em fémeas
equinas (ARRUDA et al., 2001).

Durante os primeiros 120 dias de gestacgéo, a progesterona é produzida pelo
corpo luteo primario. Depois dos 40 dias de gestagao, a progesterona produzida pelo
CL primario é suplementada com progesterona produzida pelos CL secundarios. A
producgao luteal de progesterona persiste aproximadamente até os dias 100, 150 de
gestacdo. Comegando por volta do dia 50 a 70 de gestagdo, uma notavel produgao
de progesterona pela placenta sendo que esta se torna a unica fonte de

progesterona durante a segunda metade da gestagao na égua (DAELS, 2006).

1.4 OVIDUTO

Os espermatozéides depositados no trato genital da égua devem atravessar
o utero pela juncéo utero-tubarica, chegar ao oviduto, interagir com o epitélio destes
e fertilizar o oocito (BERGER, 1996).

Nos cavalos, o principal local de armazenamento (reservatorio espermatico)
parece ser o oviduto, especificamente a regido caudal do istmo, onde ocorre a
capacitagcao espermatica (DELPECH & THIBAULT, 1993).

Também foi observada a presencga de células espermaticas, a partir de uma
hora ap6s a inseminagédo, no interior das glandulas endometriais, os autores
sugeriram que as glandulas uterinas podem ser mais um reservatorio espermatico
(FIALA et al., 2007).

O encontro entre espermatozdide e odcito acorre na ampola e contracdes
peristalticas da ampola aumentam a chance de contato entre os gametas masculino
e feminino (SCHOMBERG, 1990).

Existem diferencas importantes no transporte de odcitos e embrides no
oviduto equino quando comparado as outras espécies de mamiferos. Um fendmeno

exclusivo é a retencdo de odcitos nao fecundados ou embrides nao viaveis no
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oviduto, sendo que estes podem ser retidos por até sete meses ou mais e séo
eventualmente degenerados. Essa retengao ocorre nas bordas tortuosas da mucosa
do oviduto, podendo o ovdcito se alojar no tergo médio do oviduto ou na regido da
juncao istmo-ampola (ALLEN, 2000; ALLEN, 2001).

Por outro lado, se o odcito é fecundado resultando em um embrido, ele
atravessa a apertada e proeminente jungado utero-tubaria, entrando no utero entre
144 e 168 horas apos a ovulagao (dia 6 — 6,5) no estagio de desenvolvimento de
morula tardia ou blastocisto inicial (ALLEN, 2000).

A PGE2 produzida pelo o embrido quando esse se encontra em estagio de
morula compacta (5 dias apdés a ovulagdo), tem a propriedade de provocar
contragdes locais e relaxamento da musculatura lisa, atuando na parede do oviduto,
permitindo assim que o embrido se mova progressivamente com o auxilio do
movimento ciliar ritmico, entrando no utero aproximadamente apds 24h (GASTAL et
al., 1998).

1.4.1 Anatomia do Oviduto

Os ovidutos das éguas possuem de 20 a 30 cm quando estendidos, e sao
divididos em trés por¢des denominadas: infundibulo, ampola e istmo, no sentindo do
ovario até o utero (GINTHER, 1992).

A ampola é altamente tortuosa, tem lumen expandido, com cerca de 6 mm
de didmetro, ja o istmo é reto e tem didmetro de 2-3 mm. A transi¢gdo da ampola para
o istmo é gradativa. A divisdo do infundibulo para ampola ocorre no 6stio abdominal.
O infundibulo tem formato de funil, e, em sua margem aparecem as pregas
(fimbrias) que se fixam no ovario em um ponto, o polo cranial do ovario. As fimbrias
remanescentes se espalham sobre o ovario para cobrir a fossa de ovulagao (LEY,
2006).

O istmo esta conectado diretamente ao utero, penetrando no corno uterino
da égua na forma de uma pequena papila (MINA et al., 2008).

Durante a ovulacdo o infundibulo cobre a fossa de ovulagao para facilitar a
entrada do odcito no oviduto. A bursa ovariana da égua € uma bolsa delineada pelo
peritdnio. Estende-se da fossa ovulatéria, caudalmente, até o aspecto cranial do

corno uterino. Seu limite lateral € formado pela tuba uterina e pela mesossalpinge. O
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limite medial é formado pelo ligamento proprio do ovario, que € uma folha do
ligamento largo (MCKINNON, 1993).

1.4.2 Histologia do Oviduto

A parede externa do oviduto € coberta por um revestimento peritoneal
(serosa), um tecido de suporte fibroso esta abaixo da serosa. A camada muscular e
a mucosa variam consideravelmente entre as porgcbes do oviduto, fornecendo
informagdes importantes quanto a divergéncia funcional das porgdes. A espessura
da camada muscular aumenta do infundibulo para o istmo, a muscular consiste de
uma camada interna do musculo liso. As fimbrias do infundibulo contem poucas
fibras musculares, a ampola contem uma fina camada de fibras, ja o istmo possui a
camada muscular bem desenvolvida (GINTHER, 1992).

A mucosa do oviduto é formada por pregas primarias, secundarias e
terciarias. A mucosa da ampola possui pregas que se projetam para cima, em
direcao ao istmo, e a para baixo, no sentindo da jungdo uterotubarica. A mucosa
consiste de uma camada de células epiteliais colunares e o epitélio € constituido de
células ciliadas e nao-ciliadas (HAFEZ & HAFEZ, 1996).

O fluido produzido onde as células secretoras (n&o ciliadas) sdo mais
abundantes (istmo e porgao final da ampola) tem a funcéo de capacitagao e nutrigao
dos espermatozoides, também fornecendo um meio de movimentagao para o odcito
e os espermatozoides (GINTHER, 1992).

A porcentagem de células ciliadas diminui gradualmente na ampola em
direcdo ao istmo e alcanga o maximo na fimbria e no infundibulo. As células ciliadas
sdo mais abundantes na regido onde o o6vulo é captado, acima da superficie
ovariana, enquanto as células secretoras sao abundantes onde os fluidos luminais
sS40 necessarios, numa interagao entre o odcito e o espermatozoéide. A pulsagao dos
cilios ocorre em direcdo ao utero. Essa atividade, auxiliada pelas contragdes do
oviduto, mantém o odcito em constante rotagdo no oviduto, o que é essencial para
juntar o odcito e o espermatozéide (fertilizagdo), prevenindo, assim, uma

implantagcéo no préprio oviduto (MINA et al., 2008).
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1.5 RECEPTORES HORMONAIS

Os horménios influenciam a atividade das células-alvo pela ligagdo de
moléculas receptoras especificas. Os receptores sao proteinas ou glicoproteinas. A
localizacéo celular do receptor depende da natureza quimica do horménio que se
ligara a esse receptor (DIEKMAN, 1978).

Os receptores intracelulares encontram-se no citoplasma ou no nucleo da
célula. Os horménios lipossoluveis atravessam a membrana celular para dentro do
citoplasma ou entdo, para dentro do nucleo, ligando-se aos receptores intracelulares
pelo processo de difusdo (SEELEY et al., 2003).

Hormonios protéicos que nao sao soluveis a membrana citoplasmatica das
células alvo, devem agir a partir do exterior da célula. Portanto, receptores para
esses horménios que estdo localizados dentro da membrana plasmatica precisam
de um sistema de segundo mensageiro para agir (STEPIEN, 2001).

Ha uma serie de fatores que influenciam a quantidade de receptores para
hormonios nas células alvo, incluindo outros horménios e em muitos casos o proprio
hormonio (BOLANDER, 1989).

Os receptores ndo sao componentes fixos, podendo variar o numero de
receptores para cada tipo de célula, com isso variando o grau de resposta. O sitio de
uniao é esteroespecifico, onde somente se une o horménio correspondente ou
moléculas similares. As estruturas analogas, denominadas “agonistas” se unem aos
receptores, ocasionando os mesmos efeitos que o horménio. Em oposigdo aquelas
estruturas, cuja unido ao receptor ndo causa efeito hormonal, por bloquear os
receptores sao chamados de “antagonistas” (GONZALEZ, 2006).

No ovario, o LH tem fung¢des adicionais durante a indugdo da ovulagcdo e
diferenciagao posterior das células da granulosa em células luteais, receptores para
LH também tem sido detectados em tecidos extra gonodal, no entanto sua funcéo
nestes tecidos ndo é conhecida (Buech, 2007).

Os receptores hormonais podem ser medidos por métodos bioquimicos ou
imuno-histoquimica, sendo que esta permite analises retrospectivas de material

armazenado em blocos de parafina (MELO, 2002).
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1.6 IMUNOHISTOQUIMICA

A imunohistoquimica € o conjunto de procedimentos que utiliza anticorpos
como reagentes especificos para detecgdo de antigenos presentes em células ou
tecidos. O produto da reagdo antigeno-anticorpo € examinado ao microscépio em
preparados citolégicos e em cortes histolégicos de amostras incluidas em parafina
(FILHO, 2004).

Os anticorpos usados para deteccado especifica podem ser policlonais ou
monoclonais. Anticorpos monoclonais sdo geralmente considerados mais
especificos. Anticorpos policlonais sdo obtidos pela injegdo de um antigeno
peptidico em animais e, apos a estimulagdo de resposta imune secundaria,
isolamento dos anticorpos a partir do soro. Portanto, anticorpos policlonais sdo uma
mistura heterogénea de anticorpos que reconhecem diversos epitopos (VARA,
2005).

Anticorpos podem também ser classificados como reagentes primarios ou
secundarios. Anticorpos primarios sao produzidos contra um antigeno de interesse e
séo tipicamente ndo-conjugados (ndo-marcados), enquanto anticorpos secundarios
sdo produzidos contra anticorpos primarios. Assim, anticorpos secundarios
reconhecem imunoglobulinas de uma espécie particular e s&o conjugados a biotina
ou a uma enzima como fosfatase alcalina ou uma peroxidase (WERENER et al.,
2005).

Existem duas formas para a detecgdo imunohistoquimica de antigenos nos
tecidos: o método direto e o método indireto.

O método direto € um método de coloracdo de um passo (one-step), e
envolve um anticorpo marcado conjugado reagindo diretamente com o antigeno na
amostra de tecido. Essa técnica utiliza apenas um anticorpo e o procedimento €,
portanto, simples e rapido. Entretanto, pode sofrer problemas com sensibilidade
devido a pequena amplificacdo de sinal e € menos comumente utilizado do que os
meétodos indiretos (PAES et al., 2008).

O método indireto envolve um anticorpo primario ndo-marcado (primeira
camada) que reagem com o antigeno do tecido, e um anticorpo secundario marcado
(segunda camada) que reagem com o anticorpo primario. (O anticorpo secundario
deve se produzido contra a IgG da espécie animal em qual o anticorpo primario foi

produzido.) Esse método é mais sensivel devido a amplificagdo de sinal através de


http://pt.wikipedia.org/wiki/IgG
http://pt.wikipedia.org/w/index.php?title=Anticorpo_secund%C3%A1rio&action=edit&redlink=1
http://pt.wikipedia.org/wiki/Peroxidase
http://pt.wikipedia.org/wiki/Fosfatase_alcalina
http://pt.wikipedia.org/wiki/Enzima
http://pt.wikipedia.org/wiki/Biotina
http://pt.wikipedia.org/wiki/Ep%C3%ADtopo
http://pt.wikipedia.org/wiki/Anticorpos_monoclonais
http://pt.wikipedia.org/wiki/Anticorpos_policlonais
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diversas reagbes de anticorpos secundarios com diferentes sitios antigénicos do
anticorpo primario. A segunda camada de anticorpos pode ser marcada com corante
fluorescente ou uma enzima (PAES et al., 2008).

A técnica de imunohistoquimica é usada na rotina diagndstica e na pesquisa
em patologia humana desde 1970, porém seu uso na patologia veterinaria &
relativamente recente, principalmente com objetivo diagndstico. A maior dificuldade
no uso da imunohistoquimica na patologia veterinaria tem sido a falta de anticorpos
especificos para os tecidos animais. Na falta de anticorpos especificos para as
espécies domésticas, a patologia veterinaria frequentemente faz uso de anticorpos
que apresentam reatividade cruzada entre antigenos humanos e animais (RUIZ et
al., 2005).

Na medicina, as areas que mais tem recebido os beneficios dessa nova
metodologia s&o as neoplasias e as doencas infecciosas, seja em relagdo ao
diagnéstico mais preciso, seja em relagdo a etiopatogénese. Outra importante
aplicagao da imunohistoquimica é a pesquisa de receptores para horménios (FILHO,
2004).


http://pt.wikipedia.org/wiki/Enzima

20

2 ARTIGO

RECEPTORES DO HORMONIO LUTEINIZANTE EM DIFERENTES
PORGOES DO OVIDUTO DE EGUAS EM ESTRO

Flores, J."; Esmeraldino, A.%;, Rodrigues, R.%; Cruz, L.A.%; Fiala, S.M°

RESUMO

O desenvolvimento embrionario tem inicio a partir da fecundagdo do odcito pelo
espermatozoide no interior do oviduto. O oviduto € um 6rgao tortuoso que mede de
20 a 30cm e esta dividido em trés porgdes: istmo, ampola e infundibulo. Os
horménios influenciam a atividade das células-alvo pela ligacdo de moléculas
receptoras especificas. A imuno-histoquimica € o conjunto de procedimentos que
utiliza anticorpos como reagentes especificos para detecgao de antigenos presentes
em células ou tecidos, portanto, através desta técnica € possivel verificar a presenca
de receptores hormonais em determinados 6rgaos. Este estudo teve como objetivo
localizar a presenga de receptores para o hormoénio luteinizante (LH) nas diferentes
porgcdes do oviduto utilizando a técnica de imuno-histoquimica. Foram utilizadas 18
éguas que se encontravam em estro, ou seja, apresentavam um foliculo maior que
35mm e trato reprodutivo condizente com a fase estrogénica do ciclo estral. Das 18
éguas utilizadas neste trabalho, 16 éguas (88,8 %) apresentaram receptores para
hormonio luteinizante (RLH) no oviduto. Destas 16 éguas, 8 (44,4 %) apresentaram
RLH no epitélio e 6 (37,5 %) apresentaram RLH no tecido muscular do istmo, 14
(77,7 %) apresentaram RLH no epitélio e 13 (72,2 %) no tecido muscular da ampola,
10 (55.5 %) apresentaram RLH no epitélio e 1 (5,5 %) no tecido muscular do
infundibulo. Nas éguas que apresentaram receptores no epitélio a intensidade
verificada foi de 1,5; 2,5 e 2,6 no istmo, ampola e infundibulo, respectivamente
enquanto que na porgao muscular foi de 1,14; 2,3 e 3 respectivamente, para cada
uma das trés porgcbes estudadas. Foi verificada uma maior intensidade de
receptores na ampola do oviduto, o que pode relacionar o LH no processo de
fecundacao do odcito pelo o espermatozéide.

Palavras-chave: Egua. Oviduto. Receptor hormonal. Imuno-hisotquimica. Horménio
luteinizante.
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RECEPTORS FOR LUTEINIZING HORMONE IN DIFFERENT PORTIONS OF THE
OVIDUCT OF MARES IN ESTRUS

ABSTRACT

Embryonic development begins with the fertilization of the egg by the sperm in the
oviduct. The oviduct is a tortuous organ which extended measures 20 to 30cm and is
divided into three parts: the isthmus, ampulla and infundibulum. Hormones influence
the activity of target cells by binding to specific receptor molecules.
Immunohistochemistry is the set of procedures that use antibodies as reagents for
detection of specific antigens present in cells or tissues, therefore, using this
technique it is possible to verify the presence of hormone receptors in certain organs.
This study aimed to verify the presence of hormone receptors for luteinizing hormone
(LH) in different portions of the oviduct using the technique of immunohistochemistry.
We used 18 mares were in estrus that had a follicle greater than 35mm and
reproductive tract consistent with the estrogen phase of the estrous cycle. From the
18 mares that were part of that study, 16 mares (88.8 %) had receptors for luteinizing
hormone (RLH) in the oviduct. From these 16 mares, 8 (44.4 %) had RLH in the
epithelium and 6 (37.5 %) had RLH in the muscle of the isthmus, 14 (77.7 %) had
RLH epithelium and 13 (72.2 %) in the muscle of the ampulla, 10 (55.5 %) had RLH
in the epithelium m and 1 (5.5 %) in the muscle of the infundibulum. In mares that
had receptors in the epithelium the intensity verified was 1,5 ; 2,5 and 2,6 on the
isthmus, ampulla and infundibulum, respectively while in the muscular portion was
1,14 ; 2,3 and 3 respectively, for each of the three portions studied. It was verified a
greater intensity of receptors in the ampulla of the oviduct, which may relate the LH in
the process of fertilization of the oocyte by the sperm.

Key words: Mare. Oviduct. Hormone receptors. Immunohistochemistry. Luteinizing
hormone.
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INTRODUGAO

O encontro entre espermatozoide e odcito ocorre na ampola e contragdes
peristalticas da ampola aumentam a chance de contato entre os gametas masculino
e feminino (HAFEZ & HAFEZ, 2006).

A partir da fecundagao até o estabelecimento de uma placenta madura e
funcional, aproximadamente aos 150 dias, uma série de alteragdes morfologicas,
imunoldgicas e endocrinoldgicas ocorre no oviduto e utero (ALLEN, 2000).

O horménio luteinizante é uma glicoproteina estruturada em duas
subunidades com 121 aminoacidos e 4 sitios de glicosilagdo, é sintetizado pelos
gonadotrofos hipofisarios de modo pulsatil, em resposta aos pulsos de GnRH
(OLIVEIRA, 2000).

O LH tem como fungao induzir a ovulacdo e manter o corpo luteo, além de
estimular, junto com o FSH, a secrecao de esterdides no ovario (estrogenos antes
da ovulagao e progesterona no corpo luteo) (WEESNER, 1987).

Fields et al., (2004) descreve a presenca de receptores hormonais
extragonadais para LH, em diversas espécies como: humanos, bovinos, suinos,
ratos e peru.

A presencga de receptores para LH no oviduto de porcos e a mudanga na
quantidade de receptores, dependendo do estado hormonal dos animais, sugerem
que o LH pode ser um fator importante na sincronizagédo dos acontecimentos que
levam a fertilizacdo de évulos na ampola. O LH também pode facilitar a passagem
de embrides atraveés to istmo para o utero (GAWRONSKA et al., 1999).

Esmeraldino et al., (2010) demonstraram a presenca de receptores de LH no
oviduto de éguas, porém sem elucidar a funcionalidade deste no oviduto de éguas, e
também sem demonstrar se existe variacdo na presenca de receptores deste
horménio nas diferentes por¢des do oviduto nesta espécie.

A base da imunohistoquimica € muito simples e esta ligada a trés disciplinas
cientifica: imunologia, histologia e quimica. O conceito fundamental por tras da
imunohistoquimica € a demonstragdo de antigenos dentro de cortes de tecido por
meio de anticorpos especificos. Uma vez que ocorre a ligagao antigeno-anticorpo
(ligacao histoquimica), essa reacao € visivel por microscopia (VARA, 2005).

O presente trabalho teve como objetivo através da técnica de imuno-

histoquimica verificar a presencga e a intensidade de receptores hormonais para LH
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nas diferentes por¢gdes do oviduto (istmo, ampola e infundibulo) de éguas que se

encontravam em estro.

MATERIAL E METODOS

Coleta

Foram utilizadas neste experimento 18 éguas destinadas a abate em um
frigorifico localizado na cidade de Pelotas. As éguas foram submetidas a exame
ginecoldgico, o qual consistia de palpacao retal e ultrassonografia e as que se
encontravam em estro, com foliculo maior de 35mm e trato reprodutivo condizente
com a fase estrogénica do ciclo estral, foram utilizadas. Apds o abate o trato

reprodutivo destas éguas foi coletado.

Processamento do material

Os ovidutos foram separados do restante do trato reprodutivo.
Posteriormente foram seccionados em 3 porgdes, correspondentes a istmo, ampola
e infundibulo. As amostras foram colocadas imediatamente em frascos contendo
formol tamponado a 4%. Apos a fixacdo, os tecidos foram desidratados, passando
pelos alcodis 70% e 96% passando também por trés secdes de alcool absoluto,
permanecendo em cada alcool pelo periodo de uma hora. Em seguida a
desidratacado, os cortes foram diafanizados (clarificagdo) no xilol e colocados na
parafina a temperatura 58-60°c por uma hora. Com o final dessa etapa os blocos de
parafina foram confeccionados e colocados em um freezer para que ocorresse a
solidificacao.

No final desta etapa os blocos de parafina foram cortados no micrétomo a
uma espessura de trés micrometros e colocados em laminas previamente tratadas
por Histogrip®°®, uma substancia especial com a fungdo de manter os cortes aderidos

as laminas durante o processamento.

¢ Disponivel em: <http://tools.invitrogen.com/content/sfs/manuals/008050 Rev1109.pdf>


http://tools.invitrogen.com/content/sfs/manuals/008050_Rev1109.pdf
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As laminas foram colocadas em uma estufa a 60°C para que a parafina
fosse derretida. Primeiramente foi realizada a coloragdo H-E para identificacdo das
estruturas microscopicas de interesse, apos a realizagdo deste procedimento os
cortes foram submetidos a técnica de imunohistoquimica, pelo método de
peroxidase-anti-peroxidase (PAP) para verificar a presenga, distribuicdo e

intensidade dos receptores para hormdnio luteinizante.

Analise das laminas

Distribuicdo dos receptores

As laminas foram analisadas para verificagao de receptores no epitélio e na

tunica muscular de cada uma das por¢des do oviduto.

Intensidade dos receptores

As laminas foram analisadas quanto a intensidade dos receptores em uma
escala de 0 a 3, onde 0 era a auséncia de coloracéo (reagédo negativa), 0 numero um
representa coloragcéo fraca e o numero dois representa coloragédo média e 0 numero

3 representa coloragao intensa (maior numero de receptores).

ANALISE ESTATISTICA

Foi realizada distribuicao de freqliéncia e estatistica descritiva. Foi utilizado

um teste ndo paramétrico para analise de variancia (Kruskcal-Wallis).

RESULTADOS

Das 18 éguas utilizadas neste trabalho, 16 éguas (88,8 %) apresentaram
receptores para hormdnio luteinizante (RLH) no oviduto. Destas 16 éguas, 8 (44,4
%) apresentaram RLH no epitélio do istmo e 6 (37,5 %) apresentaram RLH no tecido
muscular do istmo, 14 (77,7 %) apresentaram RLH no epitélio da ampola e 13 (72,2
%) no tecido muscular da ampola, 10 (65,5 %) apresentaram RLH no epitélio do

infundibulo e 1 (5,5 %) no tecido muscular do infundibulo. Na tabela 1 observa-se a
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intensidade dos receptores no epitélio de acordo com a porgédo do oviduto levando
em consideragdo apenas as éguas que apresentaram receptores para LH. Nas
éguas que apresentaram receptores no epitélio a intensidade verificada foi de 1,5;

2,5 e 2,6 no istmo, ampola e infundibulo, respectivamente.

Tabela 1 - Intensidade de receptores no epitélio da tuba uterina de éguas em estro.

Local Numero Média DP (%)
Istmo 8 1,5 0,5345
Ampola 14 2,5 0,6504
Infundibulo 10 2,6 0,6992

Na Tabela 2 observa-se a intensidade dos receptores na tunica muscular de
cada uma das porgdes do oviduto considerando apenas as éguas que apresentaram
receptores para LH, que na por¢ao muscular foi de 1,14; 2,3 e 3 respectivamente,

para cada uma das trés porcdes estudadas.

Tabela 2 - Intensidade de receptores na tunica muscular da tuba uterina de éguas em estro.

Local Numero Média DP (1)

Istmo 6 1,33 0,5164

Ampola 13 2,3 0,4804
Infundibulo 1 3 0

Nao foi observada diferenga significativa (P = 0,4316) na intensidade dos
receptores no istmo da tuba uterina em relagéo ao tipo de tecido estudado (epitélio x
musculo) o mesmo ocorrendo na ampola (P = 0,3463), no entanto houve diferenca
na avaliagao do infundibulo (P = 0,001), onde a intensidade de receptores foi maior
no epitélio comparado ao musculo.

Verificou-se uma intensidade de receptores maior na ampola da tuba uterina
quando se analisou a intensidade dos receptores no epitélio ( P = 0,000) comparado
a istmo e infundibulo e na tunica muscular da ampola (P = 0,0000) comparado as

demais porgoes.
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DISCUSSAO

Receptores para LH foram observados nas tubas uterinas de diferentes
espécies (humanos, ovinos, bovinos, suinos, peru, ratos e equinos) (Fields et al.,
2004; Esmeraldino et al., 2010). Estudos demonstrando a presenga de receptores de
LH nas diferentes por¢des das tubas ainda nao haviam sido realizados na espécie
equina, de acordo com a literatura estudada.

A imunomarcacao mais notavel em humanos foi vista na mucosa do epitélio,
sendo que a coloragdo do epitélio da ampola foi mais intensa para LHR do que no
epitélio do istmo. O mesmo foi observado neste estudo, com a ampola apresentando
uma maior marcacdo, independente do tecido estudado. A coloragdo da
miossalpinge foi menos intensa do que a mucosa (Lei et al. 1993), o que concorda
com os achados deste estudo, com excecdo da mucosa do infundibulo, onde se
observou uma maior intensidade de coloragéo, com apenas uma égua apresentando
marcagao na tunica muscular do infundibulo. Uma distribuicido similar de RLH foi
encontrada em mulheres (LEI et al., 1993).

Em ratos, RLH n&o foram detectados na mucosa do oviduto, mas foram
encontrados na serosa e em células subepiteliais do oviduto (ZHENG et al., 2001).
Ainda nao foi possivel verificar se essas diferencas refletem diferengas entre as
espécies ou sao resultado de diferentes técnicas experimentais.

A presenca de receptores de LH/hCG em varias células do oviduto, e
mudancas na quantidade de receptores dependendo do estado hormonal do animal,
sugerem que o LH pode modular contragbes espontdneas do oviduto suino,
especialmente durante o periodo pré-ovulatério do ciclo estral (Gawronska et al.,
1999), periodo que foi utilizado neste estudo , uma vez que as éguas estavam em
estro.

Em resumo, suponhamos que o aumento do pico de LH na fase pré-
ovulatdria, além de causar a ruptura de foliculos e luteinizagdo das células da
granulosa e da teca, desempenhe um importante papel no controle da contragdo do
oviduto e também pode ser um fator importante, responsavel pela a abertura da
juncao istmo-ampola para o espermatozoide e para a sincronizagao da fertilizagao
do 6vulo na ampola. A acao relaxante do LH também pode facilitar a passagem de

embribes através do istmo em diregdo ao utero (ZIECIK, 2005).
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O encontro entre espermatozdide e odcito ocorre na ampola e contracdes
peristalticas da ampola aumentam a chance de contato entre os gametas masculino
e feminino (Hafez & Hafez, 2006), esse fato pode estar relacionado a uma maior

marcacao observada nesta porgcédo do oviduto, comparada a istmo e infundibulo.

CONCLUSAO

A intensidade de receptores foi maior no epitélio do infundibulo comparado
ao musculo.
A intensidade de receptores foi maior na ampola da tuba uterina tanto no

epitélio como na tunica muscular comparado a istmo e infundibulo.



28

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

ALLEN W. R. The physiology of early pregnancy in the mare. In: American
Association of Equine Practitioners. Proceedings. 2000, 338-354p.

. Fetomaternal interactions and influences during equine pregnancy.
Journals of Reproduction and Fertility. 2001, 513-527p.

ARRUDA, R. P.; VISITIN, J. A.; FLEURY, J. J. Existem relag6es entre tamanho e
morfoecogenicidade do corpo luteo detectados pelo ultra-som e os teores de
progesterone plasmatica em receptoras de embrido eqiiinos? Sao Paulo, 2001,
v. 38, n. 5, p. 233-2309.

BERGER, T. Fertilization in ungulates. Animal Reproduction Science. 1996, v. 42,
351-360p.

CAPEN, C. C.; MARTIN, S. L. The pituitary gland. In: McDonald LE, Pineda MH,
eds. Veterinary Endocrinology and Reproduction. Philadelphia: Lea & Febiger, 1989,
80p.

BOLANDER, F. F. Molecular Endocrinology. San Diego — USA, Academic Press,
1989, 40-63p.

BUECH, T., NURWAKAGARI, P., GUDERMANNIAN, T. Luteinizing hormone
receptor. Institute for Pharmacology and Toxicology, Philipps-Universyt Marbug,
2007, 10-20p.

DAELS, P. Progesterone terapy and pregnancy loss. 8" AAEP Annual Resort
Symposium. Rome, ltaly: January, 2006, 19-21p.

DELPECH, S.; THIBAULT, C. Acquisition of sperm fertilizing ability: epididymal
maturation, acessory glands and capacitation. Reproduction in mammals and
man, Paris: Ellipses, 1993, 268-278p.

DIEKMAN, M. A., O'CALLAGHAN, P., NETT, T. M., Validationof methods and
quantification of luteal receptors for LH throughout the estrous cycle and early
pregnancy in ewes. Biol. Reprod., 19:, 1978, 999-1009p.

ESMERALDINO, A.T.; FIALA, S. M.; MALSCHITZKY .; et al. Imunohistochemical
identification of luteinizing hormone receptors in the extra-gonadal
reproductive tract of the mare. Brasil -Animal Reproduction Science, 2010, 1412-
1418p .

FAO. Agricultural Data — FAOSTAT, 2003. Capturado em 6 abril.. Online.
Disponivel na internet http://faostat.fao.org/. 2011.


http://faostat.fao.org/

29

FIALA, S. M.; MALSCHITZKY E.; JOBIM M. |.; et al. Aspectos relacionados ao
transporte espermatico e resposta inflamatéria uterina em éguas. Revista
brasileira de reproducado animal. Belo Horizonte: 2007, v. 31, n.1, p. 3-7.

FIALA, S. M.; PIMENTEL, C. C.; MATTOS, A R.; et al. Effect of sperm numbers
and concentration on esperm transport and uterine inflammatory response in
the mare. Theriogenology, 2006, 253-255p.

FIELDS, M; SHEMESH, M. Extragonodal Luteinizing Hormone Receptors in the
Reproductive Tract of Domestic Animal. Biology of Reproduction. 2004, 71, 1412-
1418p.

FILHO, B. G. Bogliolo patologia geral. 3. ed. Rio de Janeiro: Guanabara, 2004. 9-
12p.

GASTAL, M. O., GASTAL, E. L., TORRES, C. A., GINTHER, J. O., Effect of PGE2
on uterine contractility and tone in mares. Theriogenology, 1998, 989-999p.

GAWRONSKA, B., PAUKKU, T., HUHTAINIEMI, I., WASOVICZ, G., ZIECIK, A.J.,
1999. Oestrogen-dependent expression of LH/hCG receptors in pig fallopian
tube and their role in relaxation of the oviduct. J. Reprod. Fert. 115, 293-301p.

GAWRONSKA, B., STEPIEN, A., ZIECIK, A.J., 2000. Effect of oestradiol and
progesterone on oviductal LHR and LH-dependent relaxation of porcine
oviduct. Theriogenology 2003, 659-667p.

GINTHER, O. J. Reproductive biology of the mare (basic applied aspects). 2. ed.
Cross plain: Equiservices. 1992, 642p.

GINTHER, O. J. Selection of the dominant follicle in cattle and horses. Animal
Reproduction Science, Amsterdam: July 2000, v. 60, p. 61-79, Suplement.

GONZALEZ, F. H., CERONI da SILVA, S. Bioquimica hormonal. In: Introdugao a
bioquimica hormonal. 2.ed. Porto Alegre (RS): Editora da UFRGS. 2006. Cap.7,
251-312p.

HAFEZ, E. S. E.; HAFEZ, B. Reprodugao Animal. 7. ed. Sdo Paulo: Manole, 2004,
513p.

KOOISTRA, L. H., GINTHER, O. J.,:Effect of photoperiod on reproductive activity
and hair in mares. Am. J. Vet. Res., 36:, 1975, 1413-1419p.

LEI, ZM; TOTH, O; RAO, ChV; PRIDHAM D. Novel coexpression of human
chorioninc gonadotropin (hCG)/ human luteinizing hormone receptors and
their gcigand hCG in human fallopian tubes. Journal Clin Endocrinol Metab,1993,
863-872p.

LEY, B. W. Reprodugdo em Eguas. Sao Paulo: Roca, 2006, 220p.



30

LIMA, R.A.S.; SHIROTA, R.; BARROS, G.S.C. Estudo do complexo do agronegécio
cavalo, Relatério, CEPEA/ESALQ/USP, Piracicaba: 2006, 250p.

McKINNON, A. O.; VOSS, J. L. Equine Reproduction. EUA: WILLIAMS &
WILKINS. 1993, 1137p.

McKINNON, A. O. Hormonal Control of Equine Reproduction. In: roceedings of
the 11th Annual Resort Symposium of the American Association of Equine
Practitioners — AAEP. Jan. 25 - 28, 2009 - Gold Coast, Australia. 138-186p.

MELO, D., SADDI, VA., MOMOTUK,EG., Marcadores moleculares associados ao
cancer de mama. Ver. Bras. Cancerol. 2002; 48: 39-48p.

MINA, CG.; MOREL, D. Equine reproductive physiology, breeding and stud
management. British Library, London, UK, 2008, 145-170p.

OLIVEIRA, V.; MEDEIRQOS, S. Hipersecregao do horménio luteinizante. Reprod.
Clim; 15(4): 194-8, out-dez. 2000, 5-20p.

OZGEN, S.; RASCH, K.; KROPP, G.; SCHOON, H.A.; AUPPERLE, H.; SIEME, H.;
KLUG, E. Aetiopathogenesis and Therapy of Equine Hydromucometra:
Preliminary. 1997, v.13, 112-134p.

PAES, JF et al - Definicao histogénica de neoplasias por imuno-histoquimica.
einstein: Educ Contin Saude. 2008, 6(1 Pt 2): 40-47p.

RICKETTS, S. Management of the infertiles/subfertile mare. Proceedings of the
10" international congress of world equine veterinary association. Russia: 2008, 56-
62p.

RUIZ, F. S.; ALESSI, A. C.; CHAGAS, C. A. Imuno-histoquimica na patologia
veterinaria diagnéstica: uma revisdo critica. Jornal Brasileiro de Patologia e
Medicina Laboratorial. Rio de Janeiro: 2005, 80p.

SEELEY, R. R.; STEPHENS T. D.; TATE P. Anatomia & Fisiologia. 6. Ed. Loures:
Lusociéncia, 2003, 230p.

SCHOMBERG, DW. Growth factors in reproduction. New York: Springer-Verlag,
1990, 160p.

STEPIEN, A., ZIECIK, A. J., Second messenger systems in the action of LH and
oxytocin on porcine endometrial cells in vitro. Theriogenology 57: 2217-2227p,
2002.

VALE, W.; BILEZIKJIAN, LM.; RIVER, C. Reproductive and other roles of inhibins
and activins. In: Knobil E, Neil JD, eds. Reproductive Physuology, Vol 1, 2" ed.
New York: Raven Press, 1994, 203-217p.



31

VARA, J. A.; Technical Aspects of Imnmunohistochemistry. Vet Pathol 42: p. 405-
426. Indiana — USA: 2005.

WEESNER, G.D., NORRIS, T.A., FORREST, D.W., Biological activity of LH in the
peripartum cow: least activity at parturition with an increase throughout the
postpartum interval. Biol. Reprod. 37: 851-858p. 1987.

WERNER, B. et al. Uso pratico da imuno-histoquimica em patologia cirurgica - J
Bras Patol Med Lab, v. 41, n. 5, p. 353-364, outubro 2005

ZIECIK, A. J.; BODEK, G.; BLITEK, A.; Nongonodal LH receptors, their
involvement in female reproductive function and a new applicable approach.
The Veterinary Journal 169. 2005, 75-84p.



32



