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Auséncia de efeito do analogo (hCG) do hormonio
luteinizante na angiogénese luteal em ratas (Rattus
novergicus)

Faillure in the effect of the analogue (hCG) of luteinizing hormone on the luteal
angiogenesis in rats (Rattus novergicus)
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Resumo

A compreensdo dos mecanismos de controle da atividade ovariana é necesséria para o sucesso das biotecnologias da
reproducdo. Embora existam inimeros trabalhos a respeito da aplicagdo do hormonio luteinizante (LH) na fungéo
ovariana, pouco se sabe sobre a sua influéncia na morfologia e formagao da vasculatura do corpo lateo (CL). Diante
disto, o presente projeto teve como objetivo a quantificagao da densidade vascular dos CLs de animais tratados com
Gonadotrofina Corionica Humana (hCG) apés a ovulagio. Para tanto, foram utilizados ratas wistar, cujos CLs foram
divididos em dois grupos: (A) tratado com hCG na manha seguinte a copula e (B) controle (solugio fisioldgica a 0,9
% de NaCl). Foram confeccionadas laminas dos ovarios dos animais para a quantificagdo da densidade vascular. Os
resultados obtidos ndo revelaram diferengas significantes entre a densidade vascular dos grupos tratado e controle.
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Abstract

The knowledge of the mechanisms that affect the control of the ovarian activity is essential for the success of reproduction
biotechnologies. Although a number of studies have been carried out in which the luteinizing hormone (LH) was used
to control the ovarian activity, little is known about its influence in the morphology and vascular formation of the corpus
luteum, aiming to increase the local blood flow. Thus, the objective of the present experiment was the quantification
of the vascular density of corpora lutea (Cls) in animals treated with human chorionic gonadotropin (hCG) just after
ovulation. Therefore, eighteen wistar rats were used in this experiment . Eight rats in the treated group and ten rats in
the control group. Corpora lutea were divided into two groups: group (A) treated with hCG in the following morning
after copulation, and group (B) control animals which received an injection of 0.9% sodium chloride solution. Ovaries
from each group were used for preparation of histological sections for vascular density qualification. No statistical
significance was found between the two groups tested.
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Introducao

O corpo luteo (CL) ¢ uma glandula transitéria
que se forma a partir da ovulagio e tem como
fun¢do principal produzir progesterona (P4) para
manuten¢do de uma possivel gestagdo ou regulacao
do ciclo estral e essa produc¢do hormonal é dependente
de um aporte sanguineo adequado'.

Os mecanismos controladores da fun¢ao luteal
ainda nao foram totalmente elucidados. Em inimeras

espécies, o0 hormonio luteinizante (LH) é o principal
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indutor de ovulacdo e desempenha um papel chave
na estimula¢ao e manuten¢ao da produc¢ao de P4 pelo
CL?, principalmente na fase final do estro e comego

de diestro do ciclo estral>. Além do mais, fortes
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evidéncias indicam a participagdo do LH no controle
da angiogénese luteal®.

O processo angiogénico ¢ definido como a
formagdo de novos vasos sanguineos pela migragdo
e proliferacdo de células endoteliais oriundas de vasos
pré-existentes, sendo um evento essencial para o
desenvolvimento luteinico. Durante esse processo, ha
um equilibrio entre os fatores que promovem e inibem
o desenvolvimento do CL*. Sabe-se que existe uma
intima relagdo entre vascularizacio desta estrutura
seguida do aumento do fluxo sanguineo e a producao
hormonal®>. Em ratas, o maior desenvolvimento
vascular luteal ocorre 10 a 16 horas apds a ovulagdo’.

O corpo luteo apresenta uma rede capilar
sinusdide, em que cada capilar é cercado por trés a
seis células luteinicas, deste modo, quase todas as
células luteinicas estdo em contato com um ou mais
capilares®®. Quando os capilares sdo observados ao
microscopio eletronico de varredura, eles apresentam
projecdes laterais correspondentes ao vazamento da
resina pelas fenestragdes dos vasos o que comprova
a alta permeabilidade vascular (75% dos capilares do
CL siao fenestrados)’.

Apos a angiogénese, o CL se torna um 6rgao muito
vascularizado, recebendo um aporte sanguineo
enorme®. Por ocasido da lutedlise, formam-se
anastomoses arteriovenosas no corpo ldteo de
ratas, reduzindo o fluxo sanguineo’. A funcao
lutea inadequada foi associada a diminui¢ao da
vascularizagdo latea, e varios pesquisadores tém
sugerido que a diminui¢ao do fluxo sanguineo do
ovario juntamente com a queda de P4 na circulacao
sistémica desempenha um critico papel na regressao
luteal®'®!!. Foi constatado que a queda na P4 com
o aumento transitério no fluxo sanguineo levam
a lutedlise'. O corpo albicans possui poucos vasos
sanguineos, e foi considerado por alguns autores
como avascular’.

A producio inadequada de P4 é uma das principais

causas de infertilidade e morte embriondria*. Para
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uma ampla compreensdo dos eventos endocrinos
do CL, sao necessarias algumas informagdes sobre
os fatores envolvidos e as suas respectivas fungoes.
A preservagdo da funcao luteal apds a fecundagao
por mecanismos anti-luteoliticos fisiologicos ¢é
necessaria para a manuteng¢ao da gestacao em sua fase
inicial. Dessa forma, acredita-se que o conhecimento
aprofundado da fisiologia luteal, além de apresentar
um valor intrinseco como conhecimento basico,
também pode contribuir para a reprodugio animal
em seu aspecto aplicado.

Sendo assim, o conhecimento da angiogénese luteal
em ratas abre a possibilidade para o desenvolvimento
de novas metodologias aplicadas ao tratamento de
doencas dependentes da angiogénese e inclusive
para a identificagdo de agentes terapéuticos. Embora
existam muitos trabalhos referentes a aplicagao do
LH como indutor da ovulagdo, até o momento nio
se encontra na literatura um estudo especializado
a respeito do envolvimento da fun¢dao do LH na
estimulagdo da angiogénese luteal em ratas. Diante
deste fato, o presente trabalho teve como objetivo a
quantificacdo da densidade vascular de ratas tratadas
com gonadotrofina corionica humana (hCG) apds a
ovulagdo. A hipotese testada seria de que o uso de LH

apos a ovulagdo aumentaria a densidade vascular.

Materiais e Métodos

Os experimentos conduzidos nas dependéncias
no hospital veterindrio do campus da PUC Minas de
Pocos de Caldas foram executados em ratas adultas
(Rattus novergicus), da linhagem wistar, em grupos de
10 (dez) animais por tratamento, mantidos em gaiolas
apropriadas, com alimentagao ad libitum e sob exposi¢ao
de 12h com luz e 12h sem luz sob uma temperatura de
22°C controlada por condicionador de ar.

Todos os animais foram acompanhados por
citologia vaginal por 14 dias para constatagdo da

ciclicidade, em seguida, foram separados em grupos
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por fase do ciclo estral. Os animais com ciclicidade
regular foram utilizados no experimento, os demais
foram utilizados para a reproducéo e manuten¢io do
biotério. Na manha em que as fémeas se encontravam
no proestro, elas foram separadas, e a noite foram
colocadas nas gaiolas dos machos para serem cobertas
e induzidas naturalmente a ovulacdo. As fémeas
cobertas apresentaram espermatozoides na citologia
vaginal (D1).

Os animais foram divididos em dois grupos, sendo
um grupo tratado com hCG (Grupo A) e um controle
(Grupo B):

(A) 10 UI de hCG (vetecor®, Hertape,Brasil) via
intraperitoneal

(B) controle (solugao fisiologia a 0,9% de NaCl) via
intraperitoneal

As aplicagoes foram realizadas impreterivelmente
as 8 horas da manha do D1.

Na manha do dia4 (D4), os animais foram novamente
avaliados por citologia vaginal para a verificagdo de um
possivel retorno daciclicidade por agao da progesterona,
em seguida foram sedados por inalagdo de halotano,
seguido da aplicacdo de Tiopental na dose de 40 mg/
kg por via intraperitoneal. Foram eutanasiadas pelo
método da guilhotina e ovariectomizadas. Os ovarios
foram fixados em formol 10% tamponado, desidratados
com 4dlcool, diafanizados com xilol, incluidos em
parafina, cortados (5 um) em micrétomo Leica® para
confecgdo das laminas coradas por Hematoxilina e
Eosina (Timm, 2005), com o objetivo de quantificar

a densidade vascular. As laminas foram fotografadas

em microscopia de luz, utilizando-se a objetiva
de 100X, sobrepostas a fotografia de uma lamina
milimetrada (efetuada com o mesmo microscépio e
mesma objetiva). Foram realizadas dez repeti¢des por
tratamento de diversos campos em laminas distintas do
mesmo ovario. A contagem dos vasos foi realizada no
computador, com sobreposi¢cdo da imagem da lamina
milimetrada a imagem obtida no corte histoldgico,

determinando-se a densidade vascular por mm?.

Resultados e Discussao

Os resultados da contagem do nimero de vasos
sanguineos obtidos foram avaliados estatisticamente
pelo teste E comparando-se as médias dos grupos
tratados e controle (Tabela 1).

Apesar dos corpos lateos das ratas tratadas com
hCG serem numericamente mais vascularizados que
os das ratas do grupo controle, ndo houve diferenga
significante (p>0,05) entre os grupos. Se o numero
de animais por grupo fosse maior, possivelmente os
resultados seriam diferentes.

A comparagao entre corpos luteos de diferentes
ovulagdes pode ter influenciado o resultado, as-
sim como a densidade vascular folicular antes
da ovulagédo, o tamanho da cavidade folicular e a
intensidade da hemorragia, o que sugere a exis-
téncia de uma diferenca fisiolégica individual da
angiogénese luteal entre os corpos luteos de indi-

viduos da mesma espécie.

Tabela 1 - Numero médio de vasos sanguineos por mm?
avaliados em ldminas com cortes histoldgicos de
corpos luteos de ratas dos grupos tratamento (10
UI de hCQG) e controle (Teste F, p=0,31) - Pogos de

Caldas - 2012

Tratamento

Numero de vasos sanguineos por mm?®

Controle (n=10)

10 UI de hCG (n=8)

19,48 +5,32

22,92+7,65
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Conclusao

A administra¢do do analogo (hCG) do hormdnio
lutenizante, na dosagem utilizada, nao influenciou

angiogénese luteal em ratas (Rattus novergicus).
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