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RESUMO 

A adiponectina é uma adipocina majoritariamente secretada por adipócitos que está envolvida na 
regulação da função reprodutiva de machos e fêmeas. Seus níveis de circulação têm correlação 
inversa com a quantidade de tecido adiposo corporal e seus efeitos biológicos são mediados 
principalmente através de dois receptores, AdipoR1 e AdipoR2. O objetivo deste estudo foi 
verificar a presença do sistema adiponectina (Adiponectina, e seus receptores, AdipoR1 e 
AdipoR2) em ovário caprinos através de qPCR e imunohistoquímica. Além disso, avaliar o efeito 
da adição de adiponectina recombinante humana (5 e 10 µg/mL) sobre a maturação de oócitos 
caprinos in vitro. Nós demonstramos que o RNAm e proteína para o sistema adiponectina estão 
presentes no ovário caprino. A expressão gênica e proteíca dos receptores AdipoR1 e AdipoR2 foi 
detectada nas células foliculares (oócito, cumulus, granulosa e teca) de pequenos e grandes 
folículos antrais, enquanto que RNAm de adiponectina não foi detectada em oócitos de pequenos 
e grandes folículos e em células do cumulus de grandes folículos antrais. Finalmente, a adição de 
adiponectina, nas concentrações testadas, durante a maturação in vitro afetou a porcentagem de 
oócitos em metafáse II. Em conclusão, neste estudo, demonstramos a expressão da adiponectina e 
seus receptores AdipoR1 e AdipoR2 em folículos ovarianos de caprinos. Além disso, demonstrou-
se que a adiponectina rh aumenta a progressão da maturação nuclear de oócitos caprinos in vitro. 
 
Palavras-chave: folículo, ovário, caprinos, tecido adiposo, expressão gênica 
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ABSTRACT 
 
Adiponectin is a adipokine secreted mainly from adipocytes, involved in the control of male and 
female reproductive functions. Adiponectin circulating levels presents an inverse correlation with 
fat body mass and its biological effects are mediated mainly through two receptors AdipoR1 and 
AdipoR2. The aim of the present study, was to verify the expression of adiponectin system 
(Adiponectin and its receptors, AdipoR1 and AdipoR2) in goat ovary through qPCR and 
immunohistochemistry, and further investigate the in vitro effects of recombinant adiponectin (5 
µg/mL and 10 µg/mL) on goat oocytes nuclear maturation. We demonstrated that adiponectin 
system’s mRNA and proteins are present in goat ovary. Gene and protein expression of AdipoR1 
and AdipoR2 were detected in follicular cells (oocyte, cumulus, granulosa and teca) of small and 
large antral follicles, while Adiponectin mRNA was not detected in small and large follicles 
oocytes, neither in large follicles cumulus cells. Finally, addition of adiponectin in maturation 
medium, in tested concentrations, affected the number of oocytes that reached metaphase II. In 
conclusion, in the present study, we demonstrated Adiponectin and its receptors AdipoR1 and 
AdipoR2 expression in goat ovarian follicles. Furthermore, was demonstrated that rh adiponectin 
increases nuclear maturation progression in vitro of goat oocyte. 
 
Keywords: follicle, ovary, goat, adipose tissue, gene expression 
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1 INTRODUÇÃO  1 

 2 

O agronegócio é uma forte vertente da economia brasileira, sendo a pecuária uma 3 

atividade de destaque nesse cenário, o que se deve à maior capacidade de adaptação à 4 

seca, quando comparada à agricultura, sobretudo no semiárido brasileiro (COUTINHO et 5 

al., 2013). O rebanho caprino brasileiro é composto de 9.614.722 animais, dos quais mais 6 

de 92% se encontra na região nordeste (IBGE, 2015), evidenciando a importância da 7 

caprinocultura para a economia desta região (RIET-CORREA et al., 2013).  8 

A demanda do agronegócio tem exigido grandes transformações nos sistemas 9 

produtivos, tanto na intensificação quanto na profissionalização da produção, com o 10 

advento das inovações tecnológicas, as quais resultam em comprovado benefício à 11 

atividade (RODRIGUES, 2006). Na caprinocultura, assim como nos outros segmentos do 12 

agronegócio brasileiro, a busca é crescente a favor da aplicação de técnicas de 13 

aperfeiçoamento tecnológico que proporcionem melhorias na eficiência da atividade 14 

(TEIXEIRA et al., 2013). 15 

Neste contexto, a evolução das biotécnicas da reprodução se traduz na obtenção 16 

de maior número de animais de elevada qualidade do que seria possível na reprodução 17 

natural (CORTEEL; LEBOEUF; BARIL, 1988; PAULA et al., 2008). O conhecimento 18 

sobre desenvolvimento do gameta feminino torna-se imprescindível para a evolução de 19 

biotécnicas como fertilização in vitro, clonagem e transgenia animal (LIMA; SANTOS, 20 

2010), visto que a utilização de oócitos imaturos é necessária para a realização destas 21 

biotécnicas, e ainda hoje o processo como um todo não é bem elucidado (COGNIÉ et al., 22 

2003; LIMA; SANTOS, 2010).  23 

A escassez de conhecimento sobre a aquisição de competência do oócito na 24 

maturação é uma grande dificuldade encontrada pelos sistemas de produção in vitro (PIV) 25 

de embriões e apesar dos esforços pela melhoria, a eficiência desta biotécnica ainda é 26 

relativamente baixa (GOTTARDI; MINGOTI, 2009). Assim, para conseguir avanço 27 

destas biotécnicas, é necessário, dentre outros fatores, aperfeiçoar a técnica da maturação 28 

in vitro (MIV) dos oócitos, para que estes sejam capazes de suportar as fases 29 

subsequentes. 30 

Sabe-se que o tecido adiposo possui múltiplas funções (REVERCHON et al., 31 

2014a), e que é reconhecido atualmente como um importante órgão endócrino, 32 

influenciando a regulação de diversos processos fisiológicos (TRAYHURN, 2005), 33 

inclusive, a reprodução (DUPONT et al., 2012). Algumas adipocinas, citocinas 34 
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produzidas majoritariamente pelos adipócitos, tem sido apontadas como responsáveis por 35 

regular funções gonadais e o eixo hipotálamo-hipófise-gonadal, dentre elas a 36 

adiponectina (REVERCHON et al., 2014a).  37 

A adiponectina, uma proteína de 244 aminoácidos e peso molecular de 30 kDa 38 

(KIEZUN et al., 2014), é uma das mais importantes adipocinas, e atua em diferentes 39 

níveis controlando a fertilidade masculina e feminina (TABANDEH et al., 2010). Esta 40 

adipocina atua através da ligação a receptores de membrana específicos, AdipoR1 e 41 

AdipoR2 (YAMAUCHI et al., 2014). A importância da adiponectina na função 42 

reprodutiva da fêmea de diversas espécies tem sido estudada (PALIN; BORDIGNON; 43 

MURPHY, 2012; REVERCHON et al., 2014a), entretanto, na literatura não foram 44 

encontrados dados relativos à ação dessa adipocina no trato reprodutivo da fêmea caprina. 45 

Em atenção à carência de dados, objetivou-se estudar a presença da adiponectina 46 

e seus receptores nos diferentes tipos celulares de folículos caprinos e, subsequentemente, 47 

a influência da adição da adiponectina no meio de maturação de oócitos caprinos. 48 

 49 

 50 

 51 

 52 

 53 

 54 

 55 

 56 

 57 

 58 

 59 

 60 

 61 

 62 

 63 
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2 REVISÃO DE LITERATURA 64 

 65 

2.1 Foliculogênese e Oogênese 66 

 67 

 A quantidade e a qualidade dos gametas femininos produzidos, nos mamíferos, 68 

depende diretamente de dois processos intimamente ligados entre si: a foliculogênese e a 69 

oogênese (MONNIAUX et al., 2009). Estes dois processos são longos e complexos, tendo 70 

início ainda na vida fetal do indivíduo (SCARAMUZZI et al., 2011). O folículo, produto 71 

da foliculogênese, tem o papel importante de garantir um ambiente propício para o 72 

crescimento e a aquisição da competência do oócito.  73 

O oócito, produto da oogênese, por sua vez, tem também papel na promoção e 74 

regulação do desenvolvimento folicular (GILCHRIST; RITTER; ARMSTRONG, 2004; 75 

SCARAMUZZI et al., 2011). Assim, a foliculogênese e a oogênese, são processos 76 

diferentes, que resultam em produtos diferentes, mas que são fisiologicamente 77 

dependentes um do outro (MONNIAUX et al., 2009).  78 

 79 

2.1.1 Oogênese 80 

 81 

O processo que resulta na formação do gameta feminino, a oogênese, tem início 82 

quando as células germinativas primordiais migram do saco vitelínico e colonizam as 83 

criptas gonadais no período fetal (HAFEZ; HAFEZ, 2004; MONNIAUX et al., 2009). 84 

Durante essa migração as células germinativas primordiais continuam a se multiplicar por 85 

divisão mitótica, assim, quando chegam às gônadas em formação, estas células são 86 

diploides e mitoticamente ativas e que se diferenciam em oogônias (AERTS; BOLS, 87 

2010). 88 

As oogônias, então, procedendo à transição para oócitos primários, interrompem 89 

a multiplicação mitótica e iniciam a primeira divisão meiótica, que é bloqueada na prófase 90 

I (ou estado de vesícula germinativa; GV), estado esse que permanece até a puberdade 91 

(ADAMS et al., 2008). Ao mesmo tempo, cada oócito primário é envolvido por uma 92 

camada de células somáticas, pré-granulosa, formando folículos primordiais (EDSON; 93 

NAGARAJA; MATZUK, 2009; MONNIAUX et al., 2009; SCARAMUZZI et al., 2011).  94 

Nos mamíferos, a totalidade de folículos primordiais formados nessa fase será a reserva 95 

limitada de gametas que estarão disponíveis durante toda a vida reprodutiva do indivíduo 96 

(EDSON; NAGARAJA; MATZUK, 2009). 97 
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Durante a foliculogênese, o oócito cresce, sofre modificações estruturais e 98 

armazena RNA e proteínas necessárias para se tornar competente para retomar e 99 

completar a maturação, suportar a fertilização e o subsequente desenvolvimento 100 

embrionário (KRISHER, 2004; MERMILLOD et al., 2008). A retomada da meiose só 101 

ocorre na puberdade, pois é neste período que se iniciam os ciclos estrais que levarão à 102 

ovulação (HAFEZ; HAFEZ, 2004; SILVA-SANTOS et al., 2013). Com o advento do 103 

pico do Hormônio Luteinizante (LH), que inicia a cascata de processos da ovulação, o 104 

oócito maturo e meioticamente competente irá retomar a meiose, quando irá reduzir seu 105 

DNA diploide para um haploide (BRUNET; MARO, 2005; HEIKINHEIMO; GIBBONS, 106 

1998; SIRARD, 2001).  107 

A retomada da meiose é caracterizada pela quebra da vesícula germinativa 108 

(GVBD – do inglês Germinal Vesicle BreakDown), que se inicia logo após o pico de LH, 109 

induzindo a uma rápida fosforilação da conexina 43 (GJA1) e fechando as junções gap, 110 

impedindo a passagem do adenosina 3',5'-monofosfato cíclico (AMPc) responsável pelo 111 

bloqueio em GV, na primeira divisão meiótica (CHEN et al., 2006; NORRIS et al., 2009; 112 

VAN DEN HURK; ZHAO, 2005). Com isto, ocorre dissolução da membrana nuclear, 113 

condensação da cromatina, formação do primeiro fuso meiótico, expulsão do primeiro 114 

corpúsculo polar, que possui metade dos cromossomos, tornando o oócito uma célula 115 

haploide, e em seguida uma nova interrupção na metáfase da segunda divisão meiótica, 116 

que só irá se completar, se o oócito for fertilizado ou sofrer ativação partenogênica, 117 

levando à formação do segundo corpúsculo polar (BRUNET; MARO, 2005; 118 

MONNIAUX et al., 2009; SIRARD, 2001). 119 

 120 

2.1.2 Desenvolvimento folicular 121 

 122 

 Com a formação dos folículos primordiais, tem início o segundo processo ligado 123 

à produção dos gametas femininos, a foliculogênese, que se inicia e termina durante o 124 

processo da oogênese, sendo um processo um pouco mais curto (MARTINS et al., 2008). 125 

A foliculogênese é o processo contínuo que tem por fim a ovulação, mas que resulta na 126 

atresia de mais de 99% dos outros folículos em crescimento que não chegam à esta fase 127 

(MONNIAUX et al., 2009).  128 

O desenvolvimento folicular pode ser classicamente dividido em dois períodos 129 

sucessivos do ponto de vista funcional: a foliculogênese basal e a foliculogênese terminal 130 

(MONNIAUX et al., 2009). A foliculogênese basal se desenvolve normalmente na 131 
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ausência de FSH, sendo controlada por fatores de crescimento de origem oocitária e 132 

somática, enquanto a foliculogênese terminal é estritamente dependente do FSH, e para a 133 

fase final do desenvolvimento do folículo pré-ovulatório, do LH (HAFEZ; HAFEZ, 2004; 134 

MONNIAUX et al., 2009). Além do FSH, a insulina e o IGF-1 são de grande importância, 135 

pois sensibilizam os folículos ao FSH (MAZERBOURG et al., 2003). 136 

Os folículos, de acordo como seu desenvolvimento, podem ser classificados em 137 

(Figura 1) primordiais, primários, secundários (ou pré-antrais) e terciários (ou antrais), 138 

que ainda podem ser divididos em folículos antrais pequenos e folículos antrais grandes 139 

(MONNIAUX et al., 2009; SCARAMUZZI et al., 2011). 140 

 141 

 142 

Figura1. Desenvolvimento folicular em caprinos. Fonte: Arquivo pessoal. 143 

 144 

 Os folículos primordiais são caracterizados pelo oócito primário envolvido por 145 

uma camada de células somáticas, a pré-granulosa (EDSON; NAGARAJA; MATZUK, 146 

2009). O desenvolvimento dos folículos primordiais começa com um aumento do volume 147 

do oócito e do número de células da granulosa, que passam por uma diferenciação e 148 

adquirem uma forma cuboide, tornando-se folículos primários (SCARAMUZZI et al., 149 

2011). A evolução para folículo secundário é identificada pela presença de mais de uma 150 
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camada de células da granulosa, pelo aparecimento da zona pelúcida e pela síntese dos 151 

grânulos corticais no citoplasma (BEZERRA et al., 1998; EPPIG, 2001; FAIR, 2010; 152 

MONNIAUX et al., 2009). O folículo apresenta também o aparecimento de células 153 

alongadas ligadas à membrana basal, identificadas como células da teca interna, que 154 

exprimem, desde sua formação, fatores de crescimento, receptores de LH, enzimas e 155 

fatores chave da esteroidogênese, permitindo a síntese de progestágenos (BRAW-TAL; 156 

YOSSEFI, 1997; MONNIAUX et al., 2009; SCARAMUZZI et al., 2011). 157 

Nessa fase, os folículos já estão responsivos às gonadotrofinas, porém são 158 

independentes das mesmas, e a comunicação direta entre o oócito e as células da 159 

granulosa é estabelecida através das junções gap, que são canais de membrana que 160 

permitem a passagem de nutrientes, pequenos metabólitos, íons inorgânicos e segundos 161 

mensageiros entre as células (BARNETT et al., 2006; FAIR, 2003, 2010; MONNIAUX 162 

et al., 2009). Essa comunicação bidirecional entre o oócito e as células somáticas 163 

foliculares se torna mais aparente com o desenvolvimento folicular e embora o oócito 164 

dependa destas células para o seu crescimento e desenvolvimento, a taxa de 165 

desenvolvimento do folículo também depende criticamente do oócito (AERTS; BOLS, 166 

2010; EDSON; NAGARAJA; MATZUK, 2009). 167 

As células da granulosa do folículo secundário se multiplicam, dobrando sete a 168 

oito vezes sua população antes de passar para a próxima fase do desenvolvimento, onde 169 

há formação de um antro entre as células da granulosa, no interior do folículo – terciário 170 

ou antral (MONNIAUX et al., 2009; SCARAMUZZI et al., 2011). A estruturação do 171 

antro se inicia com a formação de vários pequenos espaços preenchidos com fluido 172 

durante a foliculogênese, que eventualmente se juntam para formar uma cavidade única 173 

(EDSON; NAGARAJA; MATZUK, 2009).  174 

Com o advento da formação do antro no folículo terciário, as células da granulosa 175 

se dividem em dois grupos anatômica e funcionalmente diferentes: as células do cumulus 176 

e as células murais da granulosa. As células do cumulus, altamente especializadas, estão 177 

física e metabolicamente ligadas ao oócito, formando o complexo cumulus-oócito (COC), 178 

essencial para a promoção do seu crescimento e desenvolvimento da competência; e as 179 

células murais da granulosa, que estão na parede do folículo formando um epitélio 180 

estratificado delimitado pela lâmina basal, e são cruciais para a esteroidogênese e para a 181 

ovulação (EDSON; NAGARAJA; MATZUK, 2009; EPPIG, 2001; GILCHRIST; 182 

RITTER; ARMSTRONG, 2004).  Este processo de diferenciação é conduzido pelo 183 

próprio oócito, e o resultado é a formação de um microambiente que é extremamente 184 
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importante para a aquisição final da competência para desenvolvimento do mesmo 185 

(SCARAMUZZI et al., 2011). 186 

O folículo terciário apresenta, então, em sua estrutura, a teca externa, a teca 187 

interna, esta última separada das células da granulosa pela lâmina basal, um oócito 188 

envolto nas células do cumulus e uma cavidade antral formada pelo acúmulo de fluidos 189 

de secreção produzidos pelas células foliculares (MONNIAUX et al., 2009).  190 

A granulosa e a teca de folículos maduros são altamente diferenciadas e contém 191 

várias características funcionais específicas. A granulosa apresenta não só os receptores 192 

de LH e do Hormônio Folículo Estimulante (FSH), mas também outros receptores 193 

importantes para o desenvolvimento como o do Fator de Crescimento Semelhante a 194 

Insulina I (IGF-I), e sítios de ligação para o Hormônio Liberador de Gonadotrofinas 195 

(GnRH) (HIRSHFIELD, 1991; VAN DEN HURK; ZHAO, 2005). 196 

O desenvolvimento de folículos pré-antrais em folículos antrais é marcada por 197 

uma mudança na regulação da foliculogênese, que antes era principalmente intra-ovariana 198 

e se torna principalmente extra-ovariana, com o início do funcionamento do eixo 199 

hipotálamo-hipófise-gonadal (EDSON; NAGARAJA; MATZUK, 2009). Embora os 200 

folículos pré-antrais sejam responsivos ao FSH durante a foliculogênese, nesse momento 201 

o FSH se torna essencial, não só por seu papel em prevenir a apoptose de células da 202 

granulosa e a atresia folicular, mas também na proliferação das células da granulosa, na 203 

produção de estradiol e na expressão de receptores de LH (CHUN et al., 1996; KUMAR 204 

et al., 1997; RICHARDS, 1994).  205 

O desenvolvimento do folículo antral é completamente dependente das 206 

gonadotrofinas, nos ruminantes, e os folículos em crescimento expressam enzimas 207 

esteroidogênicas, receptores de gonadotrofina e fatores regulatórios locais e seus 208 

receptores (DRIANCOURT, 2001; FAIR, 2010; SÁNCHEZ; SMITZ, 2012). 209 

 Para o oócito, esse período de transição também representa uma mudança crítica, 210 

pois antes da formação do antro os oócitos são incapazes de progredir da fase de diplóteno 211 

da primeira meiose em que ele se encontra (SÁNCHEZ; SMITZ, 2012). Esses oócitos 212 

são considerados meioticamente incompetentes por não terem moléculas regulatórias 213 

suficientes para leva-lo à progressão meiótica (DE VANTÉRY et al., 1997; KIM; 214 

SEONG; LEE, 2008).  No entanto, a maioria dos oócitos de folículos antrais são 215 

meioticamente competentes e, se removidos dos folículos e cultivados em meio de 216 

suporte, retomarão a meiose (EPPIG, 2001). 217 
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Durante o período final do desenvolvimento do folículo antral, o oócito não 218 

apresenta mais grandes mudanças no seu diâmetro, porém o seu volume, ou massa, ainda 219 

apresenta um aumento significativo (EPPIG, 2001), e o folículo apresenta um aumento 220 

no seu tamanho, devido ao aumento do volume de fluido folicular na cavidade antral, até 221 

o estado pré-ovulatório, porém a maioria dos folículos jamais chega nesse estado 222 

(MONNIAUX et al., 2009).  223 

As células da granulosa progressivamente diminuem a sua capacidade de 224 

proliferação e se diferenciam em células estrogênicas permitindo a síntese de estradiol a 225 

partir dos andrógenos de origem tecal (MONNIAUX et al., 2009). Diminuem também o 226 

número de receptores de FSH, enquanto os receptores de LH aumentam drasticamente, 227 

se tornando extremamente sensíveis ao LH. Tal sensibilidade possibilita a resposta ao 228 

pico de LH iniciando a cascata de eventos da ovulação, que provoca a retomada da meiose 229 

do oócito, a expansão do cumulus, a ruptura do folículo e, por fim, a diferenciação das 230 

células restantes da granulosa e da teca para criar o corpo lúteo (EDSON; NAGARAJA; 231 

MATZUK, 2009; MONNIAUX et al., 2009). 232 

 Durante a puberdade, se inicia o processo de ciclo estral, que nos caprinos, 233 

ocorrerá em duas a seis ondas foliculares, e a última delas selecionará o folículo que irá 234 

ovular (EVANS, 2003). Uma onda folicular é caracterizada por uma sequência de três 235 

eventos dependentes de gonadotrofinas: recrutamento, seleção e dominância folicular 236 

(HUNTER, 2003). Assim, apenas folículos da fase terminal da foliculogênese, que são 237 

dependentes de FSH, poderão ser recrutados (DRIANCOURT, 2001). 238 

 Durante a fase folicular, o FSH estimula o crescimento e, nos caprinos, um grupo 239 

de folículos antrais de 2-3 mm de diâmetro é recrutado e iniciam seu crescimento 240 

terminal. Deste grupo apenas dois ou três folículos alcançam 4 mm de diâmetro e são 241 

selecionados para continuar no processo e entrar na fase de dominância. Neste momento 242 

o LH vai atuar e sobre essa influência eles atingirão 6-9 mm de diâmetro, no estágio pré-243 

ovulatório, enquanto os folículos subordinados entrarão em atresia (FATET; PELLICER-244 

RUBIO; LEBOEUF, 2011). O pico de LH, então, induz a ovulação, que libera o oócito 245 

pronto para a fertilização, e a subsequente luteínização das células foliculares formando 246 

o corpo lúteo, que dá início à fase luteal do ciclo (SCARAMUZZI et al., 1993). 247 

Além de todos os fatores endócrinos, diversos fatores ambientais, como 248 

temperatura e alimentação, podem influenciar na eficiência reprodutiva (WEBB; 249 

ARMSTRONG, 1998). Mudanças crônicas ou agudas na dieta e composição corporal, 250 

podem provocar efeitos na fertilidade e, especificamente, na função ovariana dos 251 
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mamíferos (ADAMIAK et al., 2005). Animais sob stress metabólico investem energia 252 

primeiro para sobrevivência e depois para a reprodução, assim o eixo reprodutivo tem a 253 

capacidade de responder a mudanças no status calórico (HILL; ELMQUIST; ELIAS, 254 

2008), e o tecido adiposo tem se mostrado um órgão importante na sinalização desse 255 

status (TRAYHURN, 2005). 256 

 257 

2.2 Tecido Adiposo e Reprodução 258 

 259 

2.2.1 Tecido adiposo como um órgão endócrino  260 

 261 

O tecido adiposo é composto primariamente por adipócitos, pré-adipócitos, 262 

macrófagos, células endoteliais, fibroblastos e leucócitos e pode ser classificado em dois 263 

subtipos: Tecido Adiposo Branco (TAB) e Tecido Adiposo Marrom (TAM) (LUO; LIU, 264 

2016). 265 

 O TAM é encontrado na maioria dos mamíferos, sendo o suíno uma exceção 266 

(TRAYHURN; TEMPLE; VAN AERDE, 1989). Este subtipo é especializado em 267 

produção de calor e, por isso, as diversas gotículas lipídicas contidas nos adipócitos 268 

marrons são utilizadas como combustível para a termogênese (GORALSKI et al., 2007; 269 

KIEFER, 2016; TRAYHURN, 2005). Quando ativado, o TAM queima lipídios e glucose, 270 

fazendo com que a energia se dissipe e produza calor (CHEN; PAN; PFEIFER, 2016; 271 

LUO; LIU, 2016). 272 

O TAB é reconhecidamente o maior depósito de combustível a longo termo do 273 

organismo (TRAYHURN; BEATTIE, 2001). Essa energia é armazenada na forma de 274 

triacilgliceróis, em gota lipídica única, nos adipócitos brancos, que tem grande capacidade 275 

de armazenamento de energia, além de proteger órgãos como o músculo e o fígado da 276 

lipotoxicidade (KIEFER, 2016). Assim, sempre que é necessário um aporte energético, 277 

são liberados ácidos graxos do TAB, através da lipólise (CHEN; PAN; PFEIFER, 2016; 278 

LUO; LIU, 2016). Entretanto, com a identificação da leptina, constatou-se que armazenar 279 

energia não era a única função do TAB, tornando o tecido adiposo um importante órgão 280 

endócrino e secretor, por liberar diversos hormônios chamados adipocinas (CONDE et 281 

al., 2011; TRAYHURN; BEATTIE, 2001).  282 

As adipocinas são citoquinas produzidas em grande parte pelos adipócitos brancos 283 

ou pela fração vascular estromal, e estão envolvidos na diferenciação dos adipócitos, 284 

metabolismo energético, resistência à insulina, inflamação, imunidade e angiogênese 285 
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(REVERCHON et al., 2014a). Além da leptina, muitas outras adipocinas são secretadas 286 

pelos adipócitos brancos, como a angiotensina, a adipsina, interleucina-6 (IL6), proteína 287 

estimuladora de acilação (ASP), adiponectina, proteína de ligação ao retinol, fator de 288 

necrose tumoral alfa (TNFα), resistina, chemerin, visfatina,  inibidor do ativador do 289 

plasminogênio 1 (PAI1), entre outros (PARIMISETTY et al., 2016; TRAYHURN; 290 

BEATTIE, 2001). Algumas dessas adipocinas, além de secretadas pelos adipócitos 291 

brancos, também são secretadas pelos adipócitos marrom, como a leptina e a adiponectina 292 

(TRAYHURN, 2005). 293 

A lista de adipocinas é crescente e já são conhecidas mais de 50 moléculas, que 294 

são bastante diversas em relação à estrutura proteica e função fisiológica, podendo estar 295 

envolvidas em diferentes fases da regulação sistêmica do metabolismo e inflamação 296 

(LUO; LIU, 2016; TRAYHURN, 2005). 297 

Atualmente o tecido adiposo vem sendo apontado como um importante fator no 298 

processo que relaciona o estado nutricional com a regulação da função reprodutiva, 299 

através de várias adipocinas que atuam em diferentes etapas no controle da fertilidade do 300 

macho e da fêmea (CAMPOS et al., 2008; PALIN; BORDIGNON; MURPHY, 2012).  301 

Níveis normais de adipocinas são fundamentais para manter a integridade do eixo 302 

hipotalâmico-hipofisário-gonadal, processos ovulatórios regulares, implantações 303 

embrionárias com sucesso e gestações fisiológicas e alterações nesses níveis, ou nos seus 304 

mecanismos de ação, têm sido associadas com problemas de fertilidade e doenças da 305 

gestação, e também com obesidade, síndrome metabólica e doenças cardiovasculares 306 

(TERSIGNI et al., 2011). Por isso, muitos grupos de pesquisa têm se dedicado a tentar 307 

entender quais são e de que forma agem estas adipocinas.  308 

 309 

2.2.2 Adipocinas que afetam a reprodução 310 

 311 

Dentre as adipocinas que afetam a reprodução, a leptina é a mais estudada, porém 312 

outras têm sido alvo de estudos mais recentemente, sendo elas: adiponectina, resistina, 313 

visfatina, e chemerin (DUPONT et al., 2015). 314 

A leptina foi a primeira adipocina identificada, em 1994, sendo considerada o elo 315 

entre a gordura e a reprodução, promovendo o tecido adiposo à órgão endócrino (CONDE 316 

et al., 2011; DUPONT et al., 2012). A leptina é um hormônio peptídico de 16kDa 317 

secretado majoritariamente pelo tecido adiposo branco, porém também é produzida ou 318 

está presente em outros órgãos como placenta, estômago, glândula mamária, folículos 319 
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ovarianos, músculo, intestino e tecido adiposo marrom (LUO; LIU, 2016; TRAYHURN; 320 

BEATTIE, 2001).  321 

Esta adipocina possui diversas funções, influenciando na regulação do peso 322 

corporal, no gasto de energia, no sistema reprodutor e no sistema imune. No sistema 323 

reprodutor está relacionada com a regulação da função ovariana, maturação oocitária, 324 

desenvolvimento embrionário, implantação e placentação (LUO; LIU, 2016; PÉREZ-325 

PÉREZ et al., 2015).  326 

Pesquisas demonstraram um papel da leptina na fisiologia normal da reprodução 327 

através de interações complexas em vários níveis do eixo hipotalâmico-hipofisário-328 

gonadal, sendo efeitos estimulantes no hipotálamo e na hipófise, estimulando a secreção 329 

de GnRH no hipotálamo e a de LH e FSH na hipófise e inibitório nas gônadas, inibindo 330 

a esteroidogênese induzida pela insulina nas células da teca e da granulosa. Assim, a 331 

leptina supostamente serviria como um sinal que liga o status metabólico com o eixo 332 

reprodutivo (CERVERO et al., 2006; CHEN et al., 2013; PÉREZ-PÉREZ et al., 2015; 333 

TERSIGNI et al., 2011). Os níveis de leptina no plasma são correlacionados 334 

positivamente com a massa total de gordura corporal e são regulados pela alimentação e 335 

privação de alimentos (CONDE et al., 2011). Expressões de RNAm para leptina e seu 336 

receptor foram identificadas nas células foliculares de caprinos, sugerindo uma ação 337 

reguladora da função e/ou diferenciação destas células (BATISTA et al., 2013). 338 

A resistina é uma pequena proteína, com 12kDa,  rica em cisteínas, que consiste 339 

em homodímeros conectados por pontes dissulfeto (GALIC; OAKHILL; STEINBERG, 340 

2010).  Em vacas, foi observado que os níveis de RNAm para resistina foram maiores em 341 

adipócitos maduros do que na  fração vascular estromal, sugerindo que a resistina é 342 

produzida por adipócitos maduro, semelhante ao encontrado em camundongos e diferindo 343 

do identificado em humanos, onde são predominantemente produzidos por células 344 

mononucleares do sangue, macrófagos e células da medula óssea (REVERCHON et al., 345 

2014a, 2014b).  346 

Estudos tem encontrado evidências da relação entre a resistina e a função 347 

reprodutiva. A resistina, de forma dose-dependente, aumentou a secreção basal e a 348 

estimulada pela Gonadotrofina Coriônica Humana (hCG) in vitro de testosterona em 349 

tecidos testiculares em ratos e sugere-se que a expressão do gene de resistina seja regulado 350 

pelos pulsos de LH e FSH (MARDYŁA, 2012; NOGUEIRAS et al., 2004) 351 

Em 2011, Maillard et al., identificaram a presença de resistina em células 352 

ovarianas de bovinos e de camundongos, especificamente mostrando que em células da 353 
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granulosa a expressão de resistina é espécie-dependente. Observaram também que, nessas 354 

células, a resistina recombinante pode modular a esteroidogênese e a proliferação em 355 

estado basal ou em resposta ao IGF-1 in vitro, sugerindo que a resistina possa ser um sinal 356 

metabólico envolvido em funções reprodutivas (MAILLARD et al., 2011). Os níveis de 357 

resistina circulante aumentam com a acumulação de gordura e reduz a sensibilidade à 358 

insulina, implicando em uma resistência à insulina induzida pela obesidade e diabetes 359 

tipo II, observadas em roedores (CAMPOS et al., 2008). 360 

A visfatina é uma adipocina de 52kDa, secretada preferencialmente pelo tecido 361 

adiposo visceral. Os níveis circulantes dessa adipocina aumentam com o acúmulo de 362 

gordura (CAMPOS et al., 2008). A visfatina apresenta efeitos semelhantes à insulina, 363 

estimulando a absorção de glicose nos adipócitos e células musculares, e suprime a 364 

liberação de glicose pelos hepatócitos (REVERCHON et al., 2014a).   365 

A concentração de visfatina no fluido folicular de mulheres submetidas ao 366 

processo de fertilização in vitro foi positivamente correlacionada com o número de 367 

folículos recuperados, sugerindo uma atuação da visfatina na função ovariana e um 368 

aumento considerável na expressão de visfatina em células tratadas com hCG por 24h, 369 

foi identificado através de análise com PCR-Transcriptase Reversa sugerindo um papel 370 

da visfatina no final do desenvolvimento folicular ou na ovulação (DUPONT et al., 2012; 371 

SHEN et al., 2010). 372 

A chemerin, também conhecida como RARRES2 (retinoic acid responder protein 373 

2) ou TIG2 (tazarotene induced gene 2 protein), é uma adipocina (GORALSKI et al., 374 

2007) secretada como uma pró-proteína inativa de peso molecular de 18kDa e passa por 375 

uma clivagem na porção C-terminal da proteína para gerar a chemerin ativa que pesa 376 

16kDa (DUPONT et al., 2012; REVERCHON et al., 2014a). Estudos identificaram alta 377 

expressão de chemerin em tecido adiposo branco, mas também em macrófagos, 378 

plasmócitos, células dendríticas e células NK (natural killer cells) de camundongos e 379 

humanos (GORALSKI et al., 2007; REVERCHON et al., 2014c). 380 

 A chemerin e seu receptor CMKLR1 estão presentes em células foliculares 381 

ovarianas (principalmente nas células da granulosa e nas células da teca) e fluido folicular 382 

humano, sendo seu nível significantemente mais alto do que no plasma. O mesmo estudo 383 

mostrou que a chemerin recombinante de humano reduziu a esteroidogênese induzida por 384 

IGF-1 e a proliferação celular através de uma diminuição da ativação das vias de 385 

sinalização do IGF-1 em células da granulosa primárias (REVERCHON et al., 2012). 386 
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Em bovinos, foi identificada a presença da chemerin e seus três receptores 387 

CMKLR1, GRP1 e CCRL2 no ovário. Nas células da granulosa primária a chemerin 388 

reduziu a esteroidogênese, a síntese de colesterol no estado basal e em resposta ao IGF-1 389 

ou FSH, e a adição de chemerin recombinante humana no meio de maturação de oócitos 390 

bovinos impediu a retomada da meiose, deixando a maioria dos oócitos no estágio de 391 

vesícula germinativa (REVERCHON et al., 2014c). 392 

 393 

2.3 Adiponectina 394 

 395 

2.3.1 Estrutura e expressão da adiponectina  396 

 397 

A adiponectina, também conhecida como Acpr30, adipoQ, apM1 ou GPB 28, é 398 

uma proteína de peso molecular igual a 30kDa, formada por 244 aminoácidos 399 

(REVERCHON et al., 2014a), codificada pelo gene APM1 no cromossomo 3q27 400 

(ANGELIDIS et al., 2013). É formada por uma sequência de sinal no terminal-N, uma 401 

sequência varável espécie-dependente, um domínio de colágeno e um domínio globular 402 

no terminal-C (GOLDSTEIN; SCALIA; MA, 2009). Assim como as proteínas de 403 

domínio de colágeno, a adiponectina possui uma forma básica de trímero (CAMPOS et 404 

al., 2008), chamada de complexo de baixo peso molecular (LMW- low molecular weight), 405 

uma combinação de dois trímeros, formando hexâmeros, são referidos como MMW 406 

(middle molecular weight) e complexos multiméricos que são identificados como HMW 407 

(high molecular weight), quando são formados por mais de dois trímeros (Figura 2; 408 

ANGELIDIS et al., 2013; REVERCHON et al., 2014a; SANTOS et al., 2012). Existe 409 

ainda uma outra forma de adiponectina, a adiponectina globular que é produzida por 410 

clivagem proteolítica (ANGELIDIS et al., 2013; YAMAUCHI et al., 2014). 411 

A adiponectina é a proteína mais abundantemente secretada pelo tecido adiposo 412 

branco (KAWWASS; SUMMER; KALLEN, 2015) e, embora seja principalmente 413 

sintetizada pelos adipócitos, agora admite-se que ela também é expressa, no nível de 414 

RNAm e/ou proteína, no fígado, células epiteliais, osteoblastos, miócitos e nas células da 415 

hipófise (PARIMISETTY et al., 2016). 416 

O nível circulante de adiponectina em humanos é relativamente alto, chegando a 417 

0,01% da proteína total do plasma (DUPONT et al., 2012; SANTOS et al., 2012), 418 

entretanto a concentração desta adipocina difere da maioria quando correlacionada com 419 

o acúmulo de gordura, sendo sua expressão de RNAm e concentração no plasma 420 
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negativamente associadas com a adiposidade (ANGELIDIS et al., 2013; DUPONT et al., 421 

2012). A concentração de adiponectina apresenta, também, um dimorfismo sexual, onde 422 

os níveis circulantes em fêmeas é mais alto do que nos machos (PAJVANI et al., 2003).  423 

 424 

 425 

Figura 2. Estrutura da adiponectina e suas formas pós-tradução. Adaptado de Goldstein 426 

et al., 2009. 427 

 428 

2.3.2 Receptores de adiponectina  429 

 430 

A atuação da adiponectina se dá através de dois receptores de membrana 431 

específicos, AdipoR1 e AdipoR2 (Figura 3; YAMAUCHI et al., 2003). Os receptores são 432 

formados por sete domínios transmembrana, porém, com o terminal-N no meio 433 

intracelular e o terminal-C no meio extracelular, caracterizando uma orientação oposta à 434 

clássica dos receptores acoplados às proteínas G (GPCR; DE MOURA; PINTO VIDAL, 435 

2011; KADOWAKI et al., 2006). T-cadherin, uma proteína de membrana ancorada por 436 

glicosilfosfatidilinositol (GPI), foi identificada como receptor para as formas hexaméricas 437 

(MMW) e multiméricas (HMW) de adiponectina, mas não para as formas triméricas 438 

(LMW) e globular (HUG et al., 2004).  439 

Em camundongos, a expressão de AdipoR1 é mais abundante no tecido muscular 440 

esquelético e se liga primariamente com a adiponectina em sua forma globular, enquanto 441 
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AdipoR2 é expresso predominantemente no fígado e se liga com mais afinidade com as 442 

formas completas (YAMAUCHI et al., 2003). 443 

 444 

 445 

Figura 3. Vias de sinalização da adiponectina através da ativação dos receptores AdipoR1 446 

e AdipoR2. Adaptado de Reverchon et al., 2014a. 447 

 448 

Os efeitos celulares provocados pela adiponectina são mediados por diferentes vias de 449 

sinalização envolvendo proteína quinase ativada por monofosfato de adenosina (AMPK), 450 

receptor ativado por proliferadores de peroxissoma alfa (PPARα), proteínas-quinase 451 

ativadas por mitógeno (MAPK-P38 e MAPK-ERK1/2) e proteína quinase B  (Akt; 452 

ANGELIDIS et al., 2013; REVERCHON et al., 2014a).  453 

A atuação da adiponectina através do AdipoR1 promove um influxo de cálcio para 454 

ativar a proteína quinase dependente de cálcio/calmodulina (CaMK) e a AMPK que 455 

exercem propriedades de sensibilização à insulina regulando positivamente a oxidação de 456 

ácidos graxos, aumentando a absorção de glicose e diminuindo a glicogênese, atuando 457 

assim no nível da glicose basal (YAMAUCHI et al., 2014). A atuação através do 458 

AdipoR2, por sua vez, acarreta um aumento na produção de ligantes de PPARα (DEEPA; 459 

DONG, 2009; YAMAUCHI et al., 2014). A AMPK é a via mais comum pela qual a 460 

adiponectina age nos tecidos alvo, atuando como um regulador chave do balanço 461 

energético (SANTOS et al., 2012).  462 

 A sinalização dos receptores pode ser também modulada através da interação com 463 

proteínas de adaptação APPL1 e APPL2, e essa interação tem sido apontada como o 464 
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mecanismo pelo qual a adiponectina sintetiza a ação e a sinalização da insulina. Neste 465 

caso, a APPL2 atua como um regulador negativo da sinalização da adiponectina, visto 466 

que ela se liga ao APPL1 diminuindo a interação entre este e a adiponectina (MAO et al., 467 

2006; WANG et al., 2009; XIN et al., 2011). 468 

 469 

2.3.3 Adiponectina e o sistema reprodutivo  470 

 471 

Os primeiros indícios de que a adiponectina teria uma função no sistema 472 

reprodutivo foram a identificação dos receptores específicos para adiponectina, AdipoR1 473 

e AdipoR2, em tecidos de diversos órgãos envolvidos na reprodução, e a observação do 474 

dimorfismo sexual apresentado pela concentração de adiponectina circulante (PALIN; 475 

BORDIGNON; MURPHY, 2012). 476 

Estudos tem apontado a adiponectina como um sensor energético capaz de regular 477 

a função gonadal masculina e feminina, por ser produzida localmente em órgãos 478 

reprodutivos ou através de vias endócrinas, há indicações da sua influência na fertilidade 479 

masculina e feminina (DUPONT et al., 2015).  480 

É importante notar que, uma vez que a insulina e o IGF-1 tem um papel central na 481 

regulação gonadotrófica e ovariana (MONNIAUX et al., 2009), a importância da 482 

adiponectina na reprodução é, por um lado, consistente com o seu papel em outros tecidos, 483 

que é a sensibilização à insulina (SANTOS et al., 2012). 484 

A presença dos receptores AdipoR1 e AdipoR2 no sistema nervoso central e na 485 

hipófise sugere que esta adipocina esteja envolvida no mecanismo de sinalização entre o 486 

tecido adiposo e o cérebro para regular funções reprodutivas, e há evidências que sugerem 487 

que a adiponectina regule essas funções através da modulação da secreção dos hormônios 488 

gonadotróficos (PALIN; BORDIGNON; MURPHY, 2012). 489 

Nos machos, a expressão de adiponectina e de seus receptores foi identificada em  490 

células espermáticas de ovinos, sendo os níveis de transcrição significantemente maiores 491 

em células de alta motilidade do que em células de baixa motilidade (KADIVAR et al., 492 

2016).  As expressões de adiponectina, e seus receptores AdipoR1 e AdipoR2 também 493 

foram observadas em testículos de galo, onde as expressões de ambos os receptores foram 494 

maiores em galos adultos do que em galos pré-púberes, sugerindo uma associação com a 495 

maturação sexual (OCÓN-GROVE et al., 2008); e foram observadas também as 496 

expressões em testículos de camundongos (CAMINOS et al., 2008). Em ovinos, 497 

transcritos da adiponectina, AdipoR1 e AdipoR2 foram detectados em diversos órgãos do 498 
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trato reprodutor masculino, como testículo, epidídimo, glândula vesicular e glândula 499 

bulbouretral, enquanto apenas a adiponectina não foi identificada no ducto deferente 500 

(RAHMANIFAR; TABANDEH, 2012). 501 

Nas fêmeas, também há evidencias da presença da adiponectina em diversos 502 

órgãos do trato reprodutor. Adiponectina, AdipoR1 e AdipoR2 foram expressos no útero 503 

de várias espécies como coelho (SCHMIDT et al., 2008), porco (LORD et al., 2005), 504 

humanos (TAKEMURA et al., 2006) e roedores (KIM et al., 2011). Em suínos a 505 

adiponectina e seus receptores foram identificados no endométrio e no miométrio, 506 

apresentando maior expressão durante a fase folicular (SMOLINSKA et al., 2014). Em 507 

humanos foram identificados no epitélio endometrial e no epitélio glandular, e para ambos 508 

os receptores a expressão foi mais alta durante a fase secretora, ou progestacional do ciclo 509 

menstrual (TAKEMURA et al., 2006). 510 

No ovário, mais especificamente, a adiponectina foi identificada no fluido 511 

folicular humano e suíno, e em diferentes tipos celulares como oócito, corpo lúteo e 512 

células da teca em camundongos (CHABROLLE; TOSCA; DUPONT, 2007; 513 

REVERCHON et al., 2014a). Já seus receptores específicos foram identificados nas 514 

células foliculares (oócito, células do cumulus, células da granulosa e células da teca) de 515 

diversas espécies, como bovinos (LAGALY et al., 2008; MAILLARD et al., 2010; 516 

TABANDEH et al., 2010), galinhas (CHABROLLE et al., 2007), peixes (NISHIO et al., 517 

2008), humanos (COMIM; HARDY; FRANKS, 2013), suínos (CHAPPAZ et al., 2008) 518 

e camundongos (CHABROLLE; TOSCA; DUPONT, 2007). AdipoR1 foi identificado 519 

também em células da granulosa de folículos em crescimento de morcegos (SINGH; 520 

KRISHNA, 2012). 521 

Chabrolle et al. (2007) demonstraram que AdipoR1 e AdipoR2 são regulados pelo 522 

tratamento de hCG em ovário de camundongos e a adiponectina aumenta a 523 

esteroidogênese induzida por IGF-1 nas células da granulosa. Chappaz et al. (2008) 524 

testaram a adição de adiponectina no meio de maturação de oócitos suínos e conseguiram 525 

diminuir a frequência de oócitos meioticamente imaturos provenientes de folículos 526 

grandes (3-6mm) mas não dos de folículos pequenos (<3mm) e, após teste adicionando 527 

adiponectina juntamente com inibidores de MAPK, demonstrou que é através dessa via 528 

que ocorre a atuação da mesma.  529 

O mesmo estudo demonstrou uma maior taxa de blastocisto em embriões 530 

cultivados na presença de adiponectina (CHAPPAZ et al., 2008). Em bovinos, 531 

adiponectina, AdipoR1 e AdipoR2 foram identificadas em células foliculares de folículos 532 
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grandes e pequenos, mais precisamente no oócito, células da granulosa e células da teca, 533 

porém a adição de adiponectina no meio de maturação não modificou a maturação e o 534 

desenvolvimento embrionário in vitro (MAILLARD et al., 2010). 535 

Tabandeh et al. (2010) estudaram a expressão da adiponectina e seus receptores 536 

nas células foliculares em diferentes fases do desenvolvimento folicular em bovinos. 537 

Observou-se que a expressão da adiponectina e seus receptores é mais fraca em células 538 

da granulosa e células do cumulus quando comparadas com a expressão nas células da 539 

teca, e que a expressão de AdipoR1 foi maior do que a de AdipoR2 nas células da teca e 540 

da granulosa em folículos grandes, enquanto um padrão inverso foi observado nos oócitos 541 

de folículos grandes. Foi observado também que a expressão da adiponectina nas células 542 

da granulosa aumentou juntamente com o aumento do tamanho folicular (TABANDEH 543 

et al., 2010). 544 
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4 ARTIGO 880 

4.1 Expressão de adiponectina e seus receptores (AdipoR1 e AdipoR2) no ovário 881 

caprino e efeito sobre a maturação nuclear de oócitos in vitro 882 

Expression of adiponectin and its receptors (AdipoR1 and AdipoR2) in goat ovary and 883 

effect on oocyte nuclear maturation in vitro 884 

Resumo 885 

A adiponectina é uma adipocina majoritariamente secretada por adipócitos que está 886 
envolvida na regulação da função reprodutiva de machos e fêmeas. Seus níveis de 887 

circulação têm correlação inversa com a quantidade de tecido adiposo corporal e seus 888 
efeitos biológicos são mediados principalmente através de dois receptores, AdipoR1 e 889 
AdipoR2. O objetivo deste estudo foi verificar a presença do sistema adiponectina 890 
(Adiponectina, e seus receptores, AdipoR1 e AdipoR2) em ovário caprinos através de 891 

qPCR e imunohistoquímica. Além disso, avaliar o efeito da adição de adiponectina 892 
recombinante humana (5 e 10 µg/mL) sobre a maturação de oócitos caprinos in vitro. 893 
Nós demonstramos que o RNAm e proteína para o sistema adiponectina estão presentes 894 

no ovário caprino. A expressão gênica e proteíca dos receptores AdipoR1 e AdipoR2 foi 895 
detectada nas células foliculares (oócito, cumulus, granulosa e teca) de pequenos e 896 
grandes folículos antrais, enquanto que RNAm de adiponectina não foi detectada em 897 
oócitos de pequenos e grandes folículos e em células do cumulus de grandes folículos 898 

antrais. Finalmente, a adição de adiponectina, nas concentrações testadas, durante a 899 
maturação in vitro afetou a porcentagem de oócitos em metafáse II. Em conclusão, neste 900 

estudo, demonstramos a expressão da adiponectina e seus receptores AdipoR1 e 901 
AdipoR2 em folículos ovarianos de caprinos. Além disso, demonstrou-se que a 902 
adiponectina rh aumenta a progressão da maturação nuclear de oócitos caprinos in vitro. 903 

 904 

Palavras-chave: folículo, ovário, caprinos, tecido adiposo, expressão gênica 905 

 906 

Abstract  907 

Adiponectin is a adipokine secreted mainly from adipocytes, involved in the control of 908 
male and female reproductive functions. Adiponectin circulating levels presents an 909 
inverse correlation with fat body mass and its biological effects are mediated mainly 910 

through two receptors AdipoR1 and AdipoR2. The aim of the present study, was to 911 
verify the expression of adiponectin system (Adiponectin and its receptors, AdipoR1 912 
and AdipoR2) in goat ovary through qPCR and immunohistochemistry, and further 913 
investigate the in vitro effects of recombinant adiponectin (5 µg/mL and 10 µg/mL) on 914 
goat oocytes nuclear maturation. We demonstrated that adiponectin system’s mRNA 915 

and proteins are present in goat ovary. Gene and protein expression of AdipoR1 and 916 

AdipoR2 were detected in follicular cells (oocyte, cumulus, granulosa and teca) of small 917 

and large antral follicles, while Adiponectin mRNA was not detected in small and large 918 
follicles oocytes, neither in large follicles cumulus cells. Finally, addition of adiponectin 919 
in maturation medium, in tested concentrations, affected the number of oocytes that 920 
reached metaphase II. In conclusion, in the present study, we demonstrated Adiponectin 921 
and its receptors AdipoR1 and AdipoR2 expression in goat ovarian follicles. 922 

Furthermore, was demonstrated that rh adiponectin increases nuclear maturation 923 
progression in vitro of goat oocyte. 924 
 925 
Keywords: follicle, ovary, goat, adipose tissue, gene expression 926 
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1. Introdução 927 

O aumento na produtividade dos animais de produção tem sido um tópico 928 

constante na área de pesquisa, em resposta à demanda de consumo da população 929 

(THORNTON, 2010). Neste contexto, o entendimento da fisiologia reprodutiva destes 930 

animais torna-se chave para o aprimoramento das técnicas reprodutivas e, 931 

consequentemente, o aumento desejado da produtividade.  932 

Nos ruminantes, a função reprodutiva pode ser influenciada, em diferentes níveis 933 

do eixo hipotalâmico-hipofisário-gonadal, por alterações energéticas relacionadas à 934 

dieta (DUPONT; SCARAMUZZI; REVERCHON, 2014), sendo a relação entre o 935 

balanço energético e a reprodução bastante conhecidos (GARCIA-GARCIA, 2012).  936 

O tecido adiposo, antes reconhecido apenas por seu papel como reservatório de 937 

energia, tem sido identificado como um importante modulador nesta relação 938 

(ANGELIDIS et al., 2013; SANTOS et al., 2012). Agora reconhecido também como um 939 

órgão endócrino, o tecido adiposo libera uma grande variedade de fatores proteícos 940 

chamados adipocinas (TRAYHURN, 2005). Estas adipocinas tem implicações 941 

importantes em diversos processos fisiológicos, entre eles a reprodução (REVERCHON 942 

et al., 2014). 943 

A adiponectina, uma proteína de peso molecular de 30 kDa e 244 aminoácidos, é 944 

formada por uma sequência de sinal no terminal-N, uma sequência variável espécie-945 

dependente, um domínio de colágeno e um domínio globular no terminal-C 946 

(GOLDSTEIN; SCALIA; MA, 2009; MAEDA et al., 1996). Sua secreção é 947 

inversamente relacionada à quantidade de tecido adiposo (CAMPOS et al., 2008) e seus 948 

níveis circulantes são duas a três vezes maiores nas fêmeas do que nos machos 949 

(COMBS et al., 2003). 950 
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A atuação da adiponectina se dá através de dois receptores de membrana 951 

específicos, AdipoR1 e AdipoR2 (YAMAUCHI et al., 2014), que são formados por sete 952 

domínios transmembrana, porém, com o terminal-N no meio intracelular e o terminal-C 953 

no meio extracelular, caracterizando uma orientação oposta à clássica dos receptores 954 

acoplados às proteínas G (KADOWAKI; YAMAUCHI, 2005; YAMAUCHI et al., 955 

2003). 956 

O sistema adiponectina foi identificado em diferentes órgãos do sistema 957 

reprodutor das fêmeas de variadas espécies. Nas células ovarianas adiponectina, 958 

AdipoR1 e AdipoR2 foram observados em bovinos (MAILLARD et al., 2010; 959 

TABANDEH et al., 2010), aves (CHABROLLE et al., 2007; DIOT et al., 2015), 960 

camundongos (CHABROLLE; TOSCA; DUPONT, 2007) e suínos (CHAPPAZ et al., 961 

2008). AdipoR1 e AdipoR2 foram ainda identificados nas células ovarianas de peixes 962 

(NISHIO et al., 2008) e humanos (CHABROLLE et al., 2009; COMIM; HARDY; 963 

FRANKS, 2013). A proteína da adiponectina foi visualizada também em células 964 

foliculares de ovinos (ORTEGA et al., 2010). 965 

Dados na literatura sugerem um efeito esteroidogênico da adiponectina na 966 

função ovariana. Em suínos, estudos in vitro demonstraram que a adiponectina diminuiu 967 

a secreção basal de testosterona nas células da teca interna e, nas células da granulosa, 968 

aumentou a secreção de estradiol e, ainda, em combinação com insulina, aumentou a 969 

secreção de progesterona (KIEZUN et al., 2014). Em células da granulosa primárias de 970 

humanos, a adiponectina aumentou a secreção induzida por IGF-1 de progesterona e 971 

estradiol (CHABROLLE et al., 2009). Em galináceos, a adiponectina também se 972 

mostrou capaz de modificar o padrão de secreção de progesterona induzida por LH, 973 

FSH ou IGF-1 nas células da granulosa (CHABROLLE et al., 2007).  974 
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O efeito desta adipocina foi também verificado na maturação de oócitos in vitro. 975 

Em suínos a adiponectina provocou efeito positivo na maturação nuclear dos oócitos 976 

tratados (CHAPPAZ et al., 2008), entretanto este efeito não foi observado na espécie 977 

bovina ( MAILLARD et al., 2010; DIVAR et al., 2016).  978 

No que tange à espécie caprina não foram encontrados dados literários acerca do 979 

sistema adiponectina e sua influência na reprodução da fêmea. Nesta perspectiva, este 980 

trabalho tem como objetivo investigar a presença da adiponectina e seus receptores no 981 

ovário caprino e sua provável ação sobre a maturação de oócitos in vitro. 982 

 983 

2. Material e Métodos  984 

2.1. Coleta de tecidos 985 

Folículos antrais foram dissecados dos ovários de cabras adultas (Capra hircus), 986 

coletados independentemente do estágio do ciclo estral, obtidos em abatedouro 987 

comercial e transportados para o laboratório em solução salina sobre gelo. Os folículos 988 

isolados, foram classificados de acordo com o diâmetro em pequenos (< 3 mm) e 989 

grandes (≥ 3 mm) folículos antrais.  990 

Os folículos foram agrupados (10-15 folículos/categoria) separadamente em 991 

placas de petri em tampão fosfato salino (PBS) e, sob esteromiscroscópio (Nikon 992 

Corporation, Japão), foram então seccionados, e as células da granulosa (CG) aderidas à 993 

parede do folículo removidas através de suaves raspagens com uma lâmina de bisturi. 994 

Depois de remover todos os complexos cumulus-oócitos (COCs) da placa de petri, as 995 

CG foram recuperadas por centrifugação a 1200 g por 1 min. Em seguida, as camadas 996 

de células da teca (CT) foram agitadas em vortex por 1 min em 1 mL de PBS, 997 

transferidas para 1 mL de tampão fresco e centrifugadas por mais 1 min. Os pellets de 998 

CG e CT foram homogeneizados em 0,5 mL de TRI® Reagente (Invitrogen, Thermo 999 
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Fisher Scientific, Inc., Carlsbad, CA, USA) e armazenados a – 80 °C, até à extração de 1000 

RNA.  1001 

Complexos cumulus-oócito foram aspirados a partir de pequenos e grandes 1002 

folículos antrais. As células do cumulus foram mecanicamente separadas por cuidadosas 1003 

e repetidas pipetagens até que nenhuma célula do cumulus aderente pudesse ser 1004 

observada sob estereomicroscópio. Pools de 10-15 oócitos desnudos e células do 1005 

cumulus de 10-15 COCs, de cada categoria de folículos, foram coletados e submetidos 1006 

imediatamente à extração de RNA total utilizando TRI® Reagente. Seis amostras de 1007 

cada pool de tecido foram analisadas. 1008 

 A contaminação cruzada de células da granulosa e da teca foi testada pela 1009 

detecção de RNAm codificando as citocromos P450 aromatase (CYP19A1) e 17α-1010 

hidroxilase (CYP17A1) em cada amostra por PCR como descrito por Batista et al. 1011 

(2013). A presença de amplicons de CYP19A1 em amostras de teca ou de CYP17A1 1012 

em amostras de granulosa indicou contaminação cruzada e tais amostras foram 1013 

descartadas.  1014 

 1015 

2.2. Extração de RNA total e síntese de cDNA 1016 

O RNA total foi extraído de cada pool de células (oócito, células do cumulus, 1017 

células da granulosa e células da teca) usando TRI® Reagente. As amostras foram 1018 

homogeneizadas em 500 µL de TRI® Reagente e extraída com 100 µL de clorofórmio; 1019 

após separação da fase aquosa, o RNA foi precipitado com isopropanol, lavadas em 1020 

etanol 70% (v/v), e o pellet de RNA foi eluído em água MilliQ. Em seguida, para 1021 

eliminação de possíveis resíduos de DNA, todas as amostras de RNA total foram 1022 

tratadas com RNase-Free DNase (RQ1, Promega, Madison, USA), segundo o protocolo 1023 

recomendado pelo fabricante. O RNA total foi quantificado medindo a absorbância a 1024 
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260 nm e a pureza do RNA foi determinada pela razão de absorbância a 260/280 nm 1025 

utilizando um espectrofotômetro NanoVue (GE Healthcare Life Sciences). 1026 

Para se obter o DNA complementar (cDNA), adicionou-se 2 μg de RNA total 1027 

com 0,5 μg de hexâmeros aleatórios (Promega) e 0,5 μg de iniciador Oligo(dT)15 1028 

(Promega). A mistura foi então sujeita a desnaturação a 70°C durante 5 min e 1029 

imediatamente arrefecida em água gelada durante 5 min. Subsequentemente, 1030 

adicionaram-se 13 μL do mix constituído por 4 μL de 5× reaction buffer (GoScript ™ 1031 

Promega), 4 μL de MgCl2 (25 mM, Promega), 1 μL de solução de dNTP (0,5 mM, 1032 

Promega), 1 μL de transcriptase reversa (GoScript ™; Promega) e 3 μL de água livre de 1033 

nuclease. As amostras foram submetidas a uma fase de anelamento a 25°C durante 5 1034 

min, de extensão a 42°C durante 60 min e de inactivação a 70°C durante 15 min. 1035 

 1036 

2.3. Real-time PCR  1037 

A reação em cadeia da polimerase em tempo real quantitativa (qPCR) foi 1038 

realizada utilizando o Sistema PCR em Tempo-Real Rotor-Gene Q (Qiagen). Os 1039 

oligonucleotídeos iniciadores utilizados foram desenhados com base nas sequências 1040 

publicadas para caprinos, Adiponectina (GenBank: KF452236.1), AdipoR1 (GenBank: 1041 

HQ846828.1) e AdipoR2 (GenBank: JX573540.1). Os primers para os genes de 1042 

referência gliceraldeído-3-fosfato desidrogenase (GAPDH) e Ubiquitina (UBQ) foram 1043 

descritos previamente (FROTA et al., 2011). A sequência dos oligonucleotídeos 1044 

iniciadores e os números de acesso estão apresentados na Tabela 1. 1045 

A qPCR foi realizada em volume de reação final de 15 µL contendo 2 µL da 1046 

amostra padronizada em uma concentração de 500 µg/ml, 7,5 µL de qPCR Master Mix 1047 

(GoTaq® qPCR Master Mix; Promega, Madison, USA), 0,5 µL de cada primer foward e 1048 

reverse e 4,5 µL de água livre de nuclease. O protocolo utilizado consistiu de uma fase 1049 



 

47 
 

de ativação (95°C por 2 min), uma fase de desnovelação (95°C por 15 seg.) seguida por 1050 

40 ciclos de anelamento/extensão (60°C por 60 seg.). 1051 

Tabela 1. Sequências de oligonucleotídeos iniciadores utilizados para a realização 1052 
da qPCR. 1053 
 1054 

Gene  Sequências de oligonucleotídeos (5'-3') N° GenBank 

Adiponectina Forward 5'-GCTCCGTGCTCCTCTATCTG-3' KF452236.1 

 Reverse 5'-CCGCATAGACCCCATTGTGA-3'  

AdipoR1 Forward 5'-GAAGGTGGTGTTCGGGATGT-3' HQ846828.1 

 Reverse 5'-CAGTGTGGAAGAGCCAGGAG-3'  

AdipoR2 Forward 5'-GCTCTCAGGCTCAGGAAAGG-3' JX573540.1 

 Reverse 5'-AAGCCAGACGCCTCTACAAG-3'  

GAPDH Forward 5'- TGTTTGTGATGGGCGTGAACCA-3' AJ431207.1 

 Reverse 5'-ATGGCGTGGACAGTGGTCATAA-3'  

Ubiquitina Forward 5'-GAAGATGGCCGCACTCTTCTGAT-3' GI:57163956 

 Reverse 5’-ATCCTGGATCTTGGCCTTCACGTT-3'  

CYP17A1 Forward 5'-ACTGAATGCCTTTGCCCTGT-3' AF251387 

 Reverse 5'-CTGATTATGTTGGTGACCGCC-3'  

CYP19A1 Forward 5'-CATCCTCAATACCAGGTCCCA-3' AY148883 

 Reverse 5'-GGTTTCCTCTCCACATACCCA-3'  

 1055 

As amostras foram mensuradas em duplicata, com controle negativo para cada 1056 

primer avaliado. O método delta-delta-CT (ΔΔCt) foi utilizado para transformar os 1057 

valores de CT em níveis de expressão normalizado (LIVAK e SCHMITTGEN, 2001). 1058 

 1059 
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2.4. Imunohistoquímica  1060 

Os ovários destinados aos estudos de imunohistoquímica foram fixados em 1061 

paraformaldeído 4% em PBS durante 24 horas, e subsquentemente desidratados, 1062 

diafanizados e incluídos em parafina. Secções seriadas de 4 μm foram montadas sobre 1063 

lâminas silanizadas (S4651; Sigma, St. Louis, USA), secadas overnight a 37 °C, 1064 

desparafinizadas em xilol e hidratadas em concentrações decrescentes de etanol.  1065 

A atividade da peroxidase endógena foi bloqueada por incubação dos tecidos em 1066 

um reagente de bloqueio da peroxidase (Dako, Carpinteria, USA) por 30 minutos. A 1067 

recuperação antigênica foi realizada pela imersão das secções em tampão citrato, pH 6.0 1068 

em forno microondas. Em seguida, as reações inespecíficas foram bloqueadas com soro 1069 

de cabra normal (1:10; Dako, Glostrup, Denmark) em PBS por 30 min. Anticorpos 1070 

policlonais de coelhos anti-Adiponectina (N-20-R, sc-17044; Santa Cruz 1071 

Biotechnology, Santa Cruz, USA), anti-AdipoR1 (H-40, sc-99183, Santa Cruz 1072 

Biotechnology) ou anti-AdipoR2 (H-44, sc-99184; Santa Cruz Biotechnology) diluídos 1073 

a 1:50 em tampão de bloqueio foram incubados com os tecidos overnight à 4 ºC. Os 1074 

anticorpos utilizados neste estudo são recomendados para detectar adiponectina e seus 1075 

receptores na maioria das espécies animais, incluindo rato, humano, equino, suíno, 1076 

canino e bovino. Em seguida, as secções foram lavadas em PBS, e então incubadas com 1077 

um polímero conjugado a peroxidase (EnVision™ + Dual Link System-HRP; Dako, 1078 

Carpinteria, USA), em câmara úmida à temperatura ambiente por 30 minutos. A 1079 

imunomarcação foi revelada pela incubação à temperatura ambiente com 3-3’-1080 

diaminobenzidina (DAB, Dako). Finalmente, as secções foram contra-coradas com 1081 

hematoxilina, fotografadas e avaliadas sob microscópio de luz Leica DM 500 acoplado 1082 

com câmera Leica ICC50 HD e software LAS EZ 4.3 (Leica Biosystems Nussloch 1083 

GmbH, Nussloch, Alemanha). Os controles negativos envolveram omissão do anticorpo 1084 
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primário do procedimento ou os anticorpos primários foram pré-incubados com 1085 

peptídeo bloqueio (sc-17044 P, Santa Cruz Biotechnology) ou adiponectina na 1086 

proporção de 1:100. Nenhuma imunoreação foi visualizada nas preparações controle. 1087 

 1088 

2.5. Maturação in vitro (MIV) 1089 

Ovários de cabras adultas foram coletados em abatedouro comercial e 1090 

transportados para o laboratório a 38 °C em PBS contendo solução 1091 

antibiótico/antimicótico (Ab/Am; 100 U/mL penicilina, 100 μg/mL estreptomicina e 1092 

0,25 μg/mL amfotericina B; Gibco, Life Technologies), nas duas horas seguintes ao 1093 

abate. Os COCs foram obtidos por aspiração de folículos antrais entre 2 e 8 mm de 1094 

diâmetro com agulha 18G conectada a seringa de 10 mL, previamente preenchida com 3 1095 

mL de TCM199 tamponado com HEPES, suplementado com solução Ab/Am; 1096 

selecionados sob estereomicroscópio (Nikon Corporation, Japão) e apenas aqueles com 1097 

no mínimo uma camada de células do cumulus compacta e citoplasma homogêneo 1098 

foram selecionados.  1099 

Os COCs foram lavados três vezes em meio de maturação livre de soro (TCM-1100 

199-Bicarbonato, contendo 2 mM de L-glutamina, 0,3 mM de piruvato de sódio e 50 1101 

µg/mL de gentamicina), e distribuídos aleatoriamente em placas de petri 35 mm (Nunc, 1102 

Roskilde, Dinamarca) contendo 25-35 oócitos em gotas de 80 μL de meio de maturação 1103 

livre de soro, suplementado ou não com adiponectina (0, 5 ou 10 µg/mL) ou 10% (v/v) 1104 

de Soro Fetal Bovino (SFB) como controle positivo, sob óleo mineral. Os COCs foram 1105 

cultivados por 27 h a 39 °C em atmosfera humidificada de 5% de CO2. A adiponectina 1106 

recombinante humana (rh) (adiponectina humana de comprimento total, RD 1107 

172023100) derivada de células de mamíferos (células HEK 293) foi adquirida da 1108 
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BioVendor Laboratory Medicine (Heidelberg, Alemanha). Este experimento foi 1109 

repetido sete vezes (n= 660 oócitos).  1110 

Após o período de maturação, parte dos oócitos foram desnudados das células do 1111 

cumulus por cuidadosas e repetidas pipetagens em PBS-PVP. Os oócitos desnudos 1112 

foram incubados com 10 µg/mL Hoechst 33342 em PBS-PVP durante 30 min à 1113 

temperatura ambiente, lavados três vezes em PBS-PVP e montados em lâminas com 1114 

meio de montagem ProLong® Gold (Molecular Probes, Life Technologies), cobertos por 1115 

lamínulas suportadas por colunas de parafina e seladas com verniz para unhas. As 1116 

amostras foram observadas utilizando microscópio de fluorescência Zeiss Axioplan 1117 

(Carl Zeiss, Inc., Göttingen, Alemanha). As imagens foram adquiridas usando o 1118 

software AxioVision e uma câmera digital AxioCam MRm (Zeiss). Os oócitos foram 1119 

classificados de acordo com a configuração nuclear como vesícula germinativa (GV), 1120 

ruptura da vesícula germinativa (GVBD), metáfase I (MI) e metáfase II (MII). 1121 

 1122 

2.6. Análise estatística 1123 

Os dados categóricos foram analisados utilizando-se o Procedimento Glimmix 1124 

do SAS ajustados para distribuição binomial e a função “logit” foi utilizada. No entanto 1125 

devido ao resultado 0 ou 100%, algumas análises foram realizadas pelo Teste Exato de 1126 

Fisher usando o procedimento FREQ do SAS. 1127 

Os dados da qPCR são apresentados utilizando o método comparativo 1128 

desenvolvido por Livak e Schmittgen (2001), utilizando células cumulus como 1129 

referência para expressão relativa da abundância de RNAm, que foi ajustado para o 1130 

valor relativo de 1. Os valores de threshold do ciclo delta (ΔCT) para cada gene alvo 1131 

foram obtidos após normalização do valor CT do gene de referência. Os dados foram 1132 

analisados utilizando o ΔCT com o procedimento Glimmix do SAS ajustado a uma 1133 
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distribuição Gaussiana e a função “identify” foi utilizada. Como efeito fixo do modelo 1134 

foi considerado o tipo de célula (cumulus, oócito, granulosa e teca) e o tamanho 1135 

folicular ( < 3 mm ou ≥ 3 mm) e o efeito aleatório de cada pool de células. Os ΔΔCT 1136 

foram obtidos a partir de diferenças de ΔCT LSM de comparações entre pares entre 1137 

tratamentos e a célula do cumulus foi utilizada como grupo de referência (YUAN et al., 1138 

2006). Os valores de expressão relativa foram obtidos aumentando a eficiência de 1139 

amplificação de PCR (E = 2) para a potência ΔΔCT (YUAN et al., 2006). Os limites de 1140 

confiança para a representação gráfica da expressão relativa foram gerados a partir dos 1141 

valores inferiores e superiores do intervalo de confiança, obtidos através das diferenças 1142 

de ΔCT da média dos quadrados mínimos como descrito por Yuan et al. (2006). 1143 

Para os dados da maturação in vitro, o procedimento Glimmix do SAS foi 1144 

utilizado ajustando-se para distribuição Gaussiana e a função “identify” foi utilizada. As 1145 

variáveis foram analisadas por meio de um modelo matemático que incluiu efeito fixo 1146 

de tratamento. O método residual foi utilizado para calcular os denominadores graus de 1147 

liberdade para aproximar os testes F nos modelos mistos. A proporção relativa dos 1148 

oócitos em cada estádio de maturação nuclear foi calculada com a seguinte equação: 1149 

Proporção relativa = número de oócitos em cada estádio / total de oócitos. Todas as 1150 

comparações estatísticas foram feitas utilizando médias ajustadas pelo método dos 1151 

quadrados mínimos. 1152 

Todos os resultados são apresentados como médias ± erro padrão da média 1153 

(SEM). As diferenças com P ≤ 0,05 foram consideradas significativas e aquelas com 1154 

0,05 <P ≤ 0,10 foram consideradas tendências. 1155 

 1156 

 1157 

 1158 
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3. Resultados 1159 

3.1. Análise da expressão gênica 1160 

A qPCR revelou a presença de RNAm de adiponectina nas células do cumulus 1161 

de pequenos folículos e nas células da granulosa e teca em ambos os tamanhos 1162 

foliculares, mas não nos oócitos, independente do tamanho, ou nas células do cumulus 1163 

de grandes folículos (Figura 1A). 1164 

 Os níveis de RNAm de adiponectina em pequenos folículos antrais, foram 1165 

significativamente maiores (P < 0,05) nas células do cumulus comparado com as células 1166 

da granulosa e da teca, e os níveis de RNAm não diferiram entre a teca e granulosa. Em 1167 

grandes folículos antrais, os níveis de RNAm de adiponectina foram significantemente 1168 

maiores (P < 0,05) na granulosa quando comparados com os das células da teca (Figura 1169 

1A). 1170 

Foram detectadas expressões dos receptores AdipoR1 e AdipoR2 para todos os 1171 

tipos celulares avaliados (oócitos, células do cumulus, células da granulosa e células da 1172 

teca) de pequenos e grandes folículos antrais. A expressão dos receptores AdipoR1 e 1173 

AdipoR2 apresentaram diferenças significativas (P < 0,05) entre os tipos celulares 1174 

oriundos apenas de grandes folículos antrais. As células da teca apresentaram níveis de 1175 

RNAm para AdipoR1 significativamente (P < 0,05) inferiores quando comparados com 1176 

os outros tipos celulares (Figura 1B). Os níveis de expressão para AdipoR2 também 1177 

foram significativamente (P < 0,05) menores nas células da teca quando comparados 1178 

com células do cumulus e granulosa, entretanto não diferiu (P > 0,05) quando 1179 

comparados com os oócitos (Figura 1C). 1180 
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 1181 

 1182 

 1183 

Figura 1. Níveis relativos de mRNA. Níveis relativos de mRNA de Adiponectina (A); 1184 

AdipoR1 (B) e AdipoR2 (C). Oócito – O; Células do Cumulus – C; Células da 1185 

Granulosa – G; Células da Teca – T. Pequenos (< 3 mm) e grandes (≥ 3 mm) folículos 1186 
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antrais. Valores arbitrários. Letras minúsculas diferentes representam diferenças 1187 

significativas (P<0,05) entre tipos celulares em um mesmo grupo.  1188 

 1189 

3.2. Análise da expressão proteica 1190 

Foi observada imunomarcação referente à adiponectina e seus receptores em 1191 

todas as células foliculares de folículos em todas as fases de desenvolvimento (Figura 1192 

2). As lâminas dos controles negativos não apresentaram imunomarcação. Os oócitos de 1193 

todos os folículos observados apresentaram marcação mais intensa do que os outros 1194 

tipos celulares para os três anticorpos. 1195 

 1196 

Figura 2. Localização de adiponectina, AdipoR1 e AdipoR2 em ovários caprinos 1197 

por imunohistoquímica. A imunomarcação positiva de adiponectina, AdipoR1 e 1198 

AdipoR2 foi observada em folículos primordiais (PP), folículos primários (PM) e em 1199 

células da granulosa (G), células da teca (T), células do cumulus (C) e oócitos (O) de 1200 

folículos antrais. Nenhuma marcação foi observada no controle negativo. 1201 

 1202 

3.3 Efeitos da adiponectina sobre a progressão meiótica 1203 
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A Figura 3 apresenta os dados para os efeitos da adiponectina sobre a maturação 1204 

meiótica de oócitos caprinos. Quando comparado ao grupo controle, a proporção de 1205 

oócitos bloqueados nos estágios de GV ou GVBD (Figura 4 A-B) foram 1206 

significativamente reduzidos (P < 0,05) nos grupos 5 ou 10 µg/mL de adiponectina. A 1207 

maturação na presença de 5 µg/mL de adiponectina, resultou em maiores taxas de 1208 

metáfase I (MI) comparado ao grupo sem adiponectina (P < 0,05; Figura 4C). Enquanto 1209 

que a proporção de oócitos que progrediram ao estágio de MII foi significativamente 1210 

maior (P < 0,05), nos grupos 5 e 10 µg/mL de adiponectina (Figura 4D). Os grupos 1211 

suplementados com adiponectina apresentaram percentuais similares de metafase II 1212 

(MII) comparado ao grupo cultivado com SFB. 1213 

 1214 

Figura 3. Taxa de maturação nuclear. Taxa em porcentagem de oócitos por estágio 1215 

de maturação nuclear (GV, GVBD, MI e MII) por grupo tratamento (0, 5 ou 10 µg/mL 1216 

de adiponectina rh) ou 10% de Soro Fetal Bovino (SFB). Diferentes letras minúsculas 1217 

representam diferenças significativas (P<0,05) entre os grupos tratamento por estágio de 1218 

maturação nuclear. 1219 
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 1220 

Figura 4. Estágios da maturação nuclear. Imagens representativa dos estágios de 1221 

maturação nuclear dos oócitos corados com bis-benzamide (Hoechst 33342) e avaliados 1222 

sob microscópio de fluorescência. (A) Vesícula Germinativa – GV; (B) ruptura da 1223 

vesícula germinativa – GVBD; (C) Metáfase I – MI; (D) Metáfase II – MII. 1224 

 1225 

4. Discussão  1226 

Neste estudo foi demonstrada a presença do sistema adiponectina nas células 1227 

foliculares de caprinos. Embora a expressão e a imunolocalização do sistema 1228 

adiponectina já tenha sido estudada em outras espécies, bem como em diferentes tipos 1229 

celulares, a expressão gênica e proteica da adiponectina e seus receptores não havia sido 1230 

estudada em caprinos. 1231 

Nossos resultados demonstraram que não foi possível detectar o RNAm da 1232 
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adiponectina em oócitos de pequenos e grandes folículos antrais caprinos, assim como 1233 

nas células do cumulus provenientes de grandes folículos antrais. Estes resultados 1234 

divergem dos demonstrados por Maillard et al. (2010) e Tabandeh et al. (2010), os quais 1235 

demonstraram expressão da adiponectina em oócitos e células do cumulus de folículos 1236 

antrais bovinos.  1237 

Quantitativamente, a expressão relativa de adiponectina nas células do cumulus 1238 

foi significantemente maior do que nas células da granulosa e da teca de pequenos 1239 

folículos. Nos folículos grandes, a expressão relativa na granulosa se mostrou 1240 

significativamente maior quando comparada com a das células da teca. Esses dados 1241 

revelam uma divergência do que foi observado em ovários de galináceos, nos quais a 1242 

expressão de adiponectina nas células da teca foi 10-30 vezes maior do que nas células 1243 

da granulosa (CHABROLLE et al., 2007). Além disso, em camundongos a expressão da 1244 

adiponectina também foi menor em células da granulosa (CHABROLLE; TOSCA; 1245 

DUPONT, 2007). Maillard et al. (2010), por outro lado, observaram uma boa expressão 1246 

de adiponectina nas células da granulosa de bovinos. 1247 

A análise da expressão dos dois receptores evidenciou uma expressão diminuída 1248 

de AdipoR1 e Adipo2 nas células da teca de folículos grandes, quando comparada com 1249 

a expressão dos receptores nas células da granulosa. Estes resultados divergem dos 1250 

encontrados por Tabandeh et al. (2010) em bovinos, onde a expressão de AdipoR1 e 1251 

AdipoR2 foi maior nas células da teca de folículos grandes. Difere também dos 1252 

resultados observados em camundongos, nos quais a expressão dos receptores nas 1253 

células da granulosa foi menor do que nas células da teca (CHABROLLE; TOSCA; 1254 

DUPONT, 2007). Porém, resultados semelhantes aos que obtivemos foram observados 1255 

em galináceos, onde a expressão de AdipoR1 foi duas vezes maior em células da 1256 

granulosa do que em células da teca e a expressão de AdipoR2 foi similar nos dois tipos 1257 
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celulares (CHABROLLE et al., 2007). Esta discrepância aponta para um modo de ação 1258 

espécie-específico do sistema adiponectina sobre o desenvolvimento folicular. 1259 

No presente estudo, a proteína da adiponectina e seus receptores AdipoR1 e 1260 

AdipoR2 foram imunolocalizados em oócitos, celulas do cumulus, células da granulosa 1261 

e teca dos folículos ovarianos em todas as fases de desenvolvimento. Estes achados 1262 

corroboram com aqueles obtidos em ovários de bovinos (MAILLARD et al., 2010), 1263 

camundongos (CHABROLLE et al., 2007) e humanos (COMIM et al., 2013), e 1264 

contribuem para aumentar as evidências em torno da relevância fisiológica deste 1265 

hormônio sobre a função ovariana. 1266 

Apesar de não expressar RNAm para adiponectina, a proteína está presente de 1267 

forma clara nos oócitos, indicando que a adiponectina deve ser produzida em outro local 1268 

e em seguida transportada para o oócito. Sua produção por células somáticas ovarianas 1269 

circundantes supriria o oócito com uma fonte de adiponectina, e muitas destas células 1270 

(cumulus, granulosa e teca) mostraram produzir adiponectina, sugerindo uma ação 1271 

parácrina. Uma ação endócrina também pode ser sugerida, uma vez que a adiponectina 1272 

está presente no fluido folicular de caprinos (WANG et al., 2016). 1273 

A maturação meiótica do oócito e a aquisição de competência de 1274 

desenvolvimento é um processo fisiológico essencial para sobrevivência das espécies. A 1275 

presença de RNAm e proteína de AdipoR1 e AdipoR2 em ambos oócitos e células do 1276 

cumulus, sugerem que ambos os tipos celulares são sensíveis à adiponectina, e que a 1277 

adiponectina também pode afetar a maturação do oócito. 1278 

No presente trabalho, nós demonstramos que a adição de adiponectina (5 ou 10 1279 

μg/mL) durante a MIV afetou a maturação meiótica de oócitos caprinos. Entretanto, 1280 

resultados controversos têm sido reportados na literatura. Em bovinos, a suplementação 1281 

do meio MIV com adiponectina (5 ou 10 μg/mL) não afetou a maturação meiótica de 1282 
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oócitos bovinos (MAILLARD et al. 2010; DIVAR et al., 2016). Em suínos, no entanto, 1283 

Chappaz et al. (2008) reportaram que a adiponectina suína recombinante (30 μg/mL) 1284 

diminuiu significativamente a proporção de oócitos imaturos, sugerindo uma aceleração 1285 

da maturação meiótica do oócito suíno pela adiponectina. 1286 

Estes resultados aparentemente controversos da MIV relatados na literatura são 1287 

provavelmente dependentes das espécies estudadas ou do meio de cultura utilizado. O 1288 

experimento descrito no presente trabalho foi realizado em meio isento de soro na 1289 

ausência de qualquer fator de crescimento ou hormônio além da adiponectina. No 1290 

entanto, os outros estudos usualmente adicionaram gonadotropinas, ou fatores de 1291 

crescimento aos meios de cultura; Estes aditivos poderiam ter influenciado a ação da 1292 

adiponectina ou afetado as suas vias de atuação, mostrando respostas diferentes. Assim, 1293 

as possíveis interações entre eles e as possíveis vias pelas quais a adiponectina afeta a 1294 

maturação do oócito permanecem obscuras e necessitam de futuras investigações. 1295 

Em conclusão, neste estudo, demonstramos a expressão do sistema adiponectina 1296 

e seus receptores AdipoR1 e AdipoR2 em folículos ovarianos de caprinos. Além disso, 1297 

demonstrou-se que a adiponectina aumenta a progressão da maturação nuclear de 1298 

oócitos caprinos in vitro. Os presentes achados provêm evidências para ações 1299 

parácrina/autócrina do hormônio analisado. Entretanto, futuros estudos são necessários 1300 

para elucidar os mecanismos envolvidos no efeito da adiponectina sobre a maturação 1301 

meiótica e entender o potencial papel do sistema adiponectina na fertilidade de caprinos. 1302 
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5 CONSIDERAÇÕES FINAIS 

O presente estudo identificou a presença da adiponectina e de seus receptores, 

AdipoR1 e AdipoR2, nas células foliculares de caprinos, além de demonstrar a ação 

positiva da adição da adiponectina no meio de maturação de oócitos caprinos. 

Os resultados deste estudo sugerem um papel para adiponectina na função 

ovariana em caprinos. Permanece, no entanto, para ser determinado a importância da 

produção local desta adipocina dentro do ovário. Neste contexto, expandir as pesquisas 

para as vias moleculares de sinalização para melhorar a compreensão do seu mecanismo 

de ação e por conseguinte sua importância na função ovariana, se faz necessário. 

 


