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RESUMO. O objetivo deste estudo foi avaliar o potencial ovulatério de diferentes doses
de prostaglandina E; em camundongos fémeas pré-puberes. Foram utilizadas 18 fémeas
BALBY/c pré-puberes, tratadas com 5 Ul de eCG via intraperitoneal (i.p.), no Dia 0. No Dia
2, os animais foram divididos aleatoriamente em 6 grupos, para receberem via i.p.; 1) 0.5
mL de PBS (n =3), 2) 5 ug de GnRH (n = 3), 3) 25 ug de PGE: (n = 3), 4) 50 ug de PGE;
(n=3),5) 150 ug de PGE>(n=3) ¢ 6) 250 ug de PGE, (n = 3). No Dia 3, as fémeas foram
mortas por deslocamento da coluna cervical e os ovidutos foram coletados para contagem
de oocitos através da técnica de transiluminacdo sob estereomicroscépio. Nao houve
diferenga no numero de camundongos fémeas que ovularam ¢ o nimero de odcitos
ovulados nas fémeas tratadas com GnRH e 250 pug de PGE,, e ambos os grupos
apresentaram diferencas em relagdo ao grupo PBS (P < 0.001). Os resultados deste estudo
demonstram que a PGE; na dose de 250 pg ¢ capaz de induzir a ovulagdo em camundongos
fémeas pré-puberes.

Palavras chave: Mamiferos, murinos, o6citos

Effect of prostaglandin E2 dose on ovulation in prepubertal mice: a
pilot study

ABSTRACT. The objective of this study was to evaluate the effect of different doses of
prostaglandin E2 (PGE2) on the ovulation of prepubertal female mice. Eighteen In BALB/c
prepubertal mice were treated with 5 IU of intraperitoneal (i.p.) eCG on day 0. On day 2,
the mice were randomly distributed into 6 groups for the i.p. administration of: 1) 0.5 mL
of PBS (n = 3), 2) 5 ug of GnRH (n = 3), 3) 25 pg of PGE> (n = 3), 4) 50 pg of PGE; (n =
3), 5) 150 pug of PGE> (n = 3) e 6) 250 pg of PGE; (n=3). On day 3, the mice were killed
and the oviducts were collected for the oocyte count by transillumination technique under
stereomicroscopy. There were no difference in the number of ovulated mice and number
of ovulated oocyte in the females treated with GnRH and 250 pg de PGE2, and both groups
showed differences in comparison with PBS group (P<0.001). The results demonstrated
that the PGE2 dose of 250 ug induces the ovulation in prepubertal female mice.
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Efecto de la dosis de prostaglandina E2 en la ovulacion de ratones

prepuberales: Estudio piloto

RESUMEN. El objetivo de este trabajo fue estudiar el potencial ovulatorio con diferentes
dosis de prostaglandina E; en ratones hembras prepuberes. Fueron utilizadas 18 hembras
BALB/c tratadas con 5 Ul de eCG via intraperitoneal (i.p.), en el dia 0. En el segundo dia,
los animales fueron divididos aleatoriamente en 6 grupos para recibir via i.p,; 0.5 mL de
PBS (n=3),2) 5 ug de GnRH (n=3), 3) 25 pg de PGE: (n =3), 4) 50 pg de PGE; (n = 3),
5) 150 pg de PGE, (n = 3) y 6) 250 pg de PGE; (n = 3). En el tercer dia, las hembras
murieron por dislocacién de columna cervical y los oviductos fueron coletactados para
contaje de sus 6vulos a traves de la técnica de transiluminacion sob estereomicroscopio.
No hubo diferencia en el nimeros de ratones que ovularon y el nimero de ovocitos
ovulados por hembras tratadas con GnRH e 250 ug de PGE,, ambos grupos tienen
diferencias en relacion al grupo PBS. Los resultados de este estudio demostraron que la
PGE: en dosis de 250 pg es capaz de inducir ovulacion en ratones hembras pre puberes.

Palabras clave: Mamiferos, ovocitos, roedores

Introducio

As prostaglandinas (PGs) exercem diferentes
funcdes fisioldgicas e farmacoldgicas sobre o
sistema reprodutivo feminino de diferentes
espécies (Weems et al., 2006). Nos ovarios, as
prostaglandinas atuam como mediadores de
algumas agdes periovulatorias apds o aumento do
hormoénio luteinizante (LH), estimulando as
contragdes do musculo liso do ovario e também o
aumento do fluxo sanguineo e da pressdo
intrafolicular (Espey, 1978, Walles et al., 1986).
Aumentos nas concentracdes de PGs no fluido
folicular, ap6s o pico de LH, foram detectados em
animais domésticos e roedores, aproximadamente
10 horas antes da ruptura do foliculo, sugerindo
que a prostaglandina tenha papel importante no
momento da ovulagdo (Duffy and Stouffer, 2001).
Camundongos knockout para a expressio de
receptor de PGE, (EP2) apresentaram defeitos na
expansdo das células do cumulus do odcito,
reducdo do ntimero de embrides implantados e
também da prole, sugerindo que a PGE; afeta a
ovulacdo e desempenha um papel importante na
fertilidade da fémea (Hizaki et al., 1999, Kennedy
et al., 1999). Além disso, receptores funcionais
para a PGE; (EP2 e EP4) foram identificados na
vesicula germinativa de oocitos de camundongos
e macacos, mostrando que a PGE; atua
diretamente nos gametas femininos de mamiferos
(Duffy et al., 2010). Estudos anteriores, realizados
em ratas, ja haviam demonstrado a capacidade da
PGE: de reverter o efeito bloqueador de ovulagéo
da indometacina, um potente inibidor da sintese de
prostaglandinas (Tsafriri et al., 1972, Tsafriri et
al., 1973). Apesar dessas constatacdes, ainda ndo
foram realizados estudos sobre o efeito destas PGs

na ovulacdo de camundongos pré-puberes. Assim,
este estudo visa estudar o efeito de diferentes
doses de prostaglandina E; na inducao da ovulagéo
de camundongos fémeas pré-puberes. A hipotese
testada nesse estudo piloto foi que existe uma dose
de PGE, capaz de induzir a ovulagdio em
camundongos pré-puberes.

Material e Métodos

O estudo foi realizado em setembro de 2016.
Todos os procedimentos experimentais foram
aprovados pelo Comité de Etica no Uso de
Animais (CEUA) da Fiocruz Rondonia (Protocolo
2014/12).

Este estudo foi realizado no biotério da
Fundacdo Oswaldo Cruz de Rondénia (Fiocruz —
Rondénia), situado no municipio de Porto Velho,
RO, Brasil (8°47°01.52” S; 63°51°32.95” O).
Foram utilizados 18 camundongos fémeas
(linhagem BALBY/c), pré-puberes, entre 18 e 22
dias de idade e pesando 20-25g. As fémeas foram
isoladas em gaiolas em sala climatizada a 24°C
com iluminagdo artificial das 05:00 as 19:00 horas
e com livre acesso a comida e agua.

O desenho experimental esta ilustrado na
Figura 1. Os camundongos fémeas foram tratadas
com uma dose intraperitoneal (i.p.) de 0,2 Ul/g de
p.v. de eCG (Gonadotrofina coridnica equina;
Novormon®, Zoetis-Pfeizer, Cotia, Brasil; dose
total = 5 UI por animal), no Dia 0 (arbitrario com
o inicio do experimento) para superestimulagdo
dos ovarios. No Dia 2, os animais foram divididos
aleatoriamente em 3 grupos experimentais, e
receberam: 1) 20 pL/g de peso vivo (p.v.) de PBS
(Tampao fosfato-salino modificado por dulbecco;
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Biodux®, Campinas, Brasil; dose total = 0.5 mL
por animal; n = 3), 2) 0,2 pg/g de p.v. de GnRH
(Hormdnio liberador de gonadotrofina; Gonaxal®,
Biogénesis-Bagd, Curitiba, Brasil; dose total = 5
ug por animal; n=3), 3) 1 pg/g de p.v. de PGE;
(Prostaglandina E»; dose total =25 ug por animal;
n=13),4) 2 pg/g de p.v. de PGE; (dose total = 50
pg por animal; n=3), 5) 6 pg/g de p.v. de PGE;
(dose total = 150 ug por animal;;n=3), ¢ 6) 10 png/g
de p.v. de PGE; (dose total = 250 pg por animal;
n=3). A PGE; utilizada nesse estudo foi obtida
junto ao laboratorio comercial Sigma-Aldrich
(MO, USA). No Dia 3, cerca de 15h apés a
aplicagdo dos indutores de ovulacdo, as fémeas
foram mortas através de deslocamento da cervical.
Os ovidutos foram coletados e visualizados sob
lupa estereomicroscopica para deteccdo dos
complexos cumulus-o6cito (CCO) no lamen do
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oviduto, pela técnica de transiluminagdo, de
acordo com Bogle et al. (2011). Com agulha
hipodérmica 22G foi realizada a ruptura do
oviduto para efetuar a contagem dos CCOs. A
ovulagdo foi determinada pela presenga dos CCOs
na ampola do oviduto.

As analises estatisticas foram realizadas pelo
programa estatistico do SAS (2004). A propor¢ao
de camundongos fémea que ovularam foi
analisada pelo teste de Pearson. A média de
odcitos coletados por camundongo fémea foi
analisada por One-Way ANOVA e as médias
foram comparadas entre os grupos por meio do
teste de Tukey. As diferengas entre os grupos
foram consideradas significativas com base em
um valor de P menor que 0.05.

Dosetotal
1)0.5mLPBS (n=3)
2)5 ng GnRH (n=3)
3)25 ng PGE,(n=3)
4)50 ng PGE,(n=3)
5)150 pg PGE, (n=3)

Morte
Coleta do oviduto
Contagem de oocitos

5 ULeCG 6)250 ng PGE, (n=3)
Dlﬂo I)la 2 15horas

Dia3

Figura 1. Tratamento hormonal utilizado para indugo da ovulagdo em camundongos fémeas pré-ptberes. Abreviaturas: eCG
— Gonadotrofina coriénica equina; PBS, tampdo fosfato-salino, GnRH, hormoénio liberador de gonadotrofina; PGE-,

prostaglandina Ez; pg, micrograma.

Resultados

A proporc¢do de camundongos fémea ovulada e
a média de o6citos por camundongo, de acordo
com o grupo, podem ser observadas na Tabela 1.
Nao houve diferenga na propor¢do de fémeas
ovuladas entre os Grupos GnRH e 250 ug PGE; (P
= 0.2). Quando comparado aos demais grupos

experimentais, fémeas tratadas com GnRH
tenderam a ter (P<0.1) e as tratadas com 250 pg de
PGE; tiveram (P<0.05) mais ovulagdes. Nenhum
camundongo fémea tratada com PBS, 25 50 ¢ 150
de pg de PGE; ovulou A média de odcitos
detectados tendeu a ser maior no grupo GnRH do
que nos demais grupos (P =0.08).

Tabela 1. Propor¢ido de camundongos fémeas pré-puberes que ovularam e média de odcitos por fémea tratada com PBS, GnRH

e diferentes doses de PGEo».

Resposta ovariana PBS GnRH 25 ugPGE2 50 pg PGE2 150 pg PGE2 250 pg PGE2 Valor de P
Proporgdo de fémeas o, i 6669, 2/30 0%, 034 0%, 034 0% 03%  100%, 338 <00l
ovuladas, n

Media de o6eitos por ) g2 564310 0.0+0.0°  00+00°  00+0.0° 26+03® <004

camundonga

Abreviaturas: PBS, tampédo fosfato-salino; GnRH, hormoénio liberador de gonadotrofina; PGE:, prostaglandina Ez; pg,
micrograma. **Valores com letras diferentes na mesma linha tendem a ser diferentes entre si (P < 0.10). “BValores com letras

diferentes na mesma linha diferem entre si (P < 0.05).
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Discussao

Os resultados deste estudo confirmaram a
hipotese de que a PGE: injetavel induz ovulagdo
em camundongos fémea pré-puberes. Além disso,
este ¢ o primeiro estudo em que se avaliou a
capacidade da prostaglandinas E, em induzir
ovulagdes em camundongos fémeas pré-puberes,
como também o primeiro a testar a PGE> como
indutor de ovulagdo em mamiferos pré-puberes.

Neste experimento, tanto camundongos fémeas
que receberam 25, 50 e 150 de pg, como as que
ndo receberam nenhum estimulo ovulatorio
(grupo PBS) ndo apresentaram odcitos no oviduto.
Em contraste, animais que receberam 250 pg de
PGE, exibiram o6citos no oviduto, tal qual
camundongos que receberam GnRH.

A ovulagao resultante da inje¢ao de 250 pg de
PGE, estd em conformidade com os resultados
observados por Evans et al. (1983), onde
constatou que quantidades relativamente altas de
prostaglandinas  podem  desempenhar um
importante papel na ovulagdo, além de contribuir
na luteiniza¢do das células da granulosa. Neste
mesmo estudo, porcas pré-ptberes tratadas com
eCG tiveram uma maior producdo de
prostaglandinas pelas células da teca e granulosa
(Evans et al., 1983) e a aplicag¢do de indometacina
em fémeas imaturas de ratos tratamento
previamente com eCG, bloqueou a ovulacdo e
inibiu a secre¢do de LH, sugerindo que as PGs
possam atuar em nivel hipotalamo-hipofise
(Armstrong and Grinwich, 1972, Orczyk and
Behrman, 1972) conseguiram induzir a ovulagao
por injegdes de 25 pug, 100 pug, 250 ug e 750 pug de
PGE; em ratas em plena atividade estral que
haviam sido tratadas com indometacina.

Aparentemente, em camundongos, a PGE;
liberada por astrocitos no hipotalamo estimula a
secrecdo de GnRH, mostrando exercer um efeito
excitatorio sobre os neurénio de GnRH, e
sugerindo que a PGE, possui atuacdo como um
gliotransmissor dentro do sistema neurosecretorio
de GnRH mediada por ativagdo de receptores EP2
(Clasadonte et al., 2011). O glutamato é o
principal neurotransmissor na ativagdo dos
neurénios de GnRH e possui capacidade de
induzir a liberagdo de PGE; a partir de astrdcitos
por ativacdo dos receptores ErbB de astrocitos
hipotaldmicos (ErbBl1 e ErbB4), tendo a
participacdo destes receptores na liberacdo de
GnRH, inicio da puberdade e na fungdo
reprodutiva adulta (Prevot et al., 2003, Prevot et
al., 2005, Clasadonte et al., 2011). Naor et al.
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(2007) mostraram, em ratos, que a PGE; induziu a
expressdo de  receptores para  GnRH,
diferentemente da PGF.0 ¢ PGI,, além do que a
PGE; induziu a secre¢do de LH através do GnRH.
A aplicacdo direta de PGE; no terceiro ventriculo
do cérebro de ratas maduras aumentou a
concentracdo e amplitude de pulsos de LH no
fluido cérebro-espinhal e no soro destes animais
(Matsuwaki et al., 2017).

Apesar de observarmos o efeito da PGE, na
ovulagdo de camundongos fémeas pré-puberes,
ainda nao foi possivel estudar se a inducdo da
ovulagdo via PGE, pode resultar em inicia¢ao da
atividade estral e em sucesso no estabelecimento e
manutencdo da gestacdo. Neste sentido, nosso
grupo de pesquisa encontra-se trabalhando em
novos experimentos para responder de maneira
satisfatoria a estes desafios. Além disso, novos
estudos estdo em andamento na tentativa de
responder se PGE; pode ser utilizada como indutor
de ovulacdo em diferentes espécies, como em
animais de grande porte, especialmente aquelas de
interesse zootécnico.

Em suma, a dose de 250 ug de PGE-: ¢é capaz de
antecipar a ovulacdo em camundongos fémeas
pré-puberes.  Entretanto, fica evidente a
necessidade de realizarem-se mais estudos para
elucidar o mecanismo de ac¢do da PGE; na
ovulacao em diferentes mamiferos.
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