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Resumo

Além do controle neuroenddcrino do eixo hipotalimico-hipofisario-
gonadal existem fatores autdcrinos e paracrinos que controlam o
crescimento, selecdo e ovulacao nos mamiferos. Estes fatores ainda
ndo estao bem estabelecidos. Objetivando analisar as variagdes nas
concentragoes plasmaticas da endotelina-1 em um ciclo estral bovino
e seus efeitos sobre o cultivo de células da granulosa, foram analisadas
amostras plasmaticas de 5 dias (0, 1, 3, 7 ¢ 13) de um ciclo estral, tendo
como base o dia da ovulagio (dia 0) e 3 horas (8,13 ¢ 16) do 14° dia do
ciclo. As variagoes nas concentragdes plasmaticas de endotelina-1 nao
foram significativas para os dias assim como para as horas do dia
analisado. Células da granulosa obtidas de foliculos antrais foram
cultivadas durante 48 horas com diferentes concentracoes de endotelina.
Os resultados demonstraram que a endotelina atua de maneira dose-
dependente estimulando a produgio de progesterona e inibindo o
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Introducao

A endotelina-1 (ET-1) ¢ membro da
familia de peptideos vasoconstritores isolada
otiginalmente de células endoteliais suinas'.
A ET apresenta amplas a¢des fisiologicas no
sistema enddcrino como inibidora da
liberagio de renina® indutora da liberacio
de peptideo natriurético atrial (ANP),
indutora da liberacido de eicosandides®, de
vasopressina, de epinefrina’ e de peptideo
vasoativo intestinal®. A ET-1 foi identificada
em corpo luteo (CL) de ratas’ e sabe-se que
esse peptideo estimula a atividade de DNA
polimerase ovariana sem afetar a producio
de DNA?® assim como inibe a luteinizacio
das células da granulosa (CG), pois inibe a
estimulacio de hormonio luteinizante (LH).
A produgio de progesterona (P,) das CG ¢é
modulada por fatores de crescimento e
citocinas. Por exemplo, fator de crescimento
epidermal (EGF), fator de crescimento
fibroblastico (FGF) e interleucina-1 (IL-1)

inibem a produ¢do de P, em cultura de
CG!'*!', Contudo, o fator de crescimento
semelhante a insulina-1 (IGF-I) aumenta a
producio de P, pelas CG suinas, estimuladas
pelo LH'"; o fator de crescimento detivado
de plaquetas (PDGF) aumenta a producio
de P,em CG de ratas estimuladas com
horménio foliculo estimulante (FSH)'. Os
objetivos do presente trabalho foram
examinar os efeitos da ET-1 sobre a
esteroidogénese e a proliferacio celular em
cultura de CG bovinas. Também analisamos
a concentracao plasmatica da ET-1 durante
5 dias de um ciclo estral bovino.

Materiais e Métodos

Efeitos in vitro da et-1 sobre a concentracao de
progesterona e proliferacao de células da granulosa
Os ovarios foram obtidos em
matadouros e transportados até o
laboratério em solugdo salina com tampao
fosfato (PBS) a 37°C. Os foliculos foram

Braz.]. vet. Res. anim. Sci., Sdo Paulo, v. 44, n. 2, p. 103-114, 2007



104

escolhidos de acordo com observacdes
macroscopicas: tamanho (entre 5 e 8
milimetros de diametro), coloracio do
fluido folicular e vascularizacdo. Apds serem
dissecados cuidadosamente com auxilio de
lupa, os mesmos foram invertidos para
raspagem da parede interna e obteng¢ao das
CG. Essas células foram centrifugadas 3
vezes a 1100 rpm por 10 minutos em meio
H-199 composto por meio TCM-199
suplementado com 29,71 mM de Hepes, 50
mg/mL de gentamicina e 10% de soro fetal
bovino (meio de manipulacdo). Apos as
centrifugacdes determinou-se o nimero de
células viaveis através do método de exclusao
do Trypan bine e contagem em camara de
Neubauer. Utilizou-se 200.000 células em 1
ml de Meio B-199 (meio de cultura),
composto por Meio TCM-199 suplementado
com 28,57 mM de bicarbonato de sodio, 2,73
mM de piruvato de sodio, 16,78 mM de
Hepes, 50 mg/mL de gentamicina e 10% de
soro fetal bovino, com diferentes
concentracdes de ET-1 (0, 10°, 107, 10® e
107 M), 144 ng/mL de testosterona (T) e 1
Ul de gonadotrofina coridnica humana
(hCG). As placas foram incubadas em estufa
a 37°C com 5% de CO, por um periodo
de 48 horas', ou por diferentes periodos
quando especificados. A dosagem de
progesterona (P,) no meio foi realizada pelo
método de radioimunoensaio (RIE) ¢ a
contagem celular foi realizada em camara
de Neubauer, apds as células serem
descoladas do fundo dos pogos por
tratamento com 0,5 ml. de solucio de
tripsina a 0,25% em PBS por 10 minutos a
25°CPh.

Estudo in vivo de esteréides, hormonios protéicos e
et-1 durante o ciclo estral

Foram utilizadas 12 vacas mesticas
adultas (Girolandas) com idades entre 2,5 a
4 anos sincronizadas com 2 aplicagdes
intramusculares (i.m) de prostaglandina F,
(PGF,) (Ciosin®). Apés 72 horas da
segunda aplicacao foram observados os
sinais de cio nas vacas. O crescimento
folicular, a ovulagao e a presenca de corpo
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lateo (CL) foram analisados pela palpagao
transretal. As colheitas de sangue foram
realizadas as 8 horas da manha nos dias 0, 1,
3,7 ¢ 13 de um ciclo estral (sendo o dia zero
o suposto dia da ovulagdo) e as 8, 13 ¢ 16
horas de um dia do ciclo (14° dia). O sangue
foi centrifugado a 1600 x g por 15 minutos
em centrifuga refrigerada a 4°C e o plasma
estocado a -20°C para postetiores dosagens
de estradiol (E,), hormonio luteinizante
(LH), P, e ET-1 através do método de RIE.
Os esterdides foram determinados pelo
método de Bélanger, Caron e Picard'® e
modificado por Rosa e Silva et al.””. O LH
pelo método de RIE™ e a ET-1 com kits
comerciais da Peninsula Laboratories - USA.

Analises estatisticas

O experimento para contagem celular
e producio de P, 7 vitro foi analisado através
de um delineamento inteiramente casualizado
(DIC), num esquema fatorial 2 x 5, duas
situagoes para hCG (sem hCG e 1 Ul de
hCG) e cinco niveis de ET-1 (0, 10, 107,
10® e 107 M). As variacoes plasméticas
vivo de E,, LH, P, e ET-1 durante 5 dias (0,
1, 3,7 e 13) do ciclo estral ¢ dentro de trés
horas (8, 13 ¢ 16) de um dia do ciclo foram
estudadas por uma analise de regressio em
funcio do tempo. Todas as médias foram
submetidas ao teste de Tukey e todos os
dados estudados foram analisados pelo
programa computacional SAS, sendo
considerado estatisticamente significativo

p<0,05.
Resultados

Os dados apresentados na figura 1
mostram os efeitos de diferentes
concentracoes de ET-1 sobre o crescimento
celular e sobre a producio de P, em cultura
de CG de ovarios bovinos. Nota-se aumento
médio na concentragio de P, concomitante
ao aumento na concentracao de ET-1. A
maior concentracao média de P, (59,25 ng/
mlL) foi observada quando utilizou-se a
maior concentracio de ET-1 (107 M). Na

auséncia de ET-1 observa-se a menor
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Figura1-  Efeito de diferentes concentragoes de ET-1 sobre o crescimento celular e produgao de P, em cultura de CG de ovérios bovinos durante
48 horas de cultivo. Letras diferentes na mesma linha diferem significativamente (p < 0.05)

concentracao média de progesterona (12,26
ng/mL). O nimero médio de células vidveis
também foi alterado significativamente pelas
variacoes nas concentracoes de ET-1.
Observa-se maior nimero médio de células
(92,20 x 10% na auséncia da ET-1. Com a
maior concentracio de ET-1 (107 M) nota-
se o menor numero médio de CG viaveis
(25,49 x 10%).

Os resultados apresentados nas
figuras 2 e 3 mostram as variacoes plasmaticas
médias de LH, E,, P, e ET-1 durante 5 dias
0,1, 3,7 e 13) de um ciclo estral bovino. No
painel A da figura 2 observa-se as vatriagoes
plasmaticas médias do LH. Esse hormoénio
apresentou maior concentra¢ao plasmatica
média (2,81 ng/mL) no primeiro dia
analisado, o dia zero, onde ocorre o pico de
LH plasmatico que decresce, posteriormente,
durante os quatro dias seguintes, atingindo a
menor concentragio méida (0,57 ng/mlL) no
13° dia. As vatiages plasmaticas médias de
E, sio observadas no painel B. Observa-se a
maior concentracio média (8,53 ng/mL) no
dia zero do ciclo, decrescendo posteriormente
até o décimo (3,27 ng/ml) terceiro dia do
ciclo. O painel A da figura 3 mostra as
variacGes observadas nas concentracoes

plasmaticas médias da P,. Nota-se que houve
aumento progressivo na concentracio média
desse hormonio durante os dias analisados.
No 7° dia observa-se significativo aumento
(2,05 ng/ml) da P, plasmatica em relagao
aos 3 dias anteriores. Esse aumento ¢ continuo
até o 13° dia onde se nota a maior
concentracio média (2,49 ng/mL). As
variagOes plasmaticas médias de ET-1 podem
ser observadas no painel B da figura 3. Nao
ha variagbes significativas durante os dias
analisados. A menor concentragdo plasmatica
(1,33 ng/ml) foi observada no dia zero e a
maior concentracio (2,32 ng/ml) de ET-1
no dia 1. Nota-se elevacido gradual da
concentracio de ET-1, a partir do dia 7 em
direcdo ao dia 13 do ciclo estral.

Nas figuras 4 ¢ 5 observam-se as
variages plasmaticas médias de LH, E, P, e
ET-1 durante 3 horas (8, 13 e 16) do 13° dia
do ciclo estral. Nio houve varia¢des
significativas para os hormonios analisados.

Discussao
A ET-1 foi identificada em corpo

ldteo de ratas e sua presenca no ovario
induziu atividade da DNA polimerase sem
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Figura2-  Perfil plasmético das concentragoes médias de LH (A) e E, (B) durante 5 dias (0, 1, 3, 7 e 13) de um ciclo estral bovino. * p<0.05

Braz.]. vet. Res. anim. Sci., Sdo Paulo, v. 44, n. 2, p. 103-114, 2007



107
A
= 10'
E
o 9 4
| =4
= g
[-™
< 71
S 6
=
E 54
[}
2 4 .
[=]
!a 3 4 *
[}
‘;‘;: 2] 0,54 0,56 249
o 1. ! 0,24 ’ 2,05
5 — . N
o 0 ; - ; . . \
0 1 3 7 13

Tempo (dias)

(ng/ml)

| ; I

Concentracao plasmatica de ET-1

[T T % R S ¥ B - AT - - BT B

2,32 — )
| 1,92 2,31
1,33 1,57
0 1 3 7 13
Tempo (dias)

Figura3- Perfil plasmético das concentragoes médias de P, (A) e ET-1 (B) durante 5 dias (0, 1, 3, 7 e 13) de um ciclo estral bovino. * p<0.05

Braz.]. vet. Res. anim. Sci., Sdo Paulo, v. 44, n. 2, p. 103-114, 2007



108

Concentragcido de LH (ng/ml)

Concentragiao E 5(ng/ml)

Braz.]. vet. Res. anim. Sci., Sdo Paulo, v. 44, n. 2, p. 103-114, 2007

4,5

3,5

2,5

1,5

0,5

4,5

3,5

2,5

1,5

0,5

— —y
0,6 0,48 0,63
8 13 16
Tempo (h)
3,2 3,27
2,97
8 13 16
Tempo (h)

Figura 4 - Perfil plasmatico das concentragdes médias de LH (A) e E, (B) durante 3 horas (8, 13 e 16) de um dia (14°) do ciclo estral bovino



Concentracao de ET-1 (ng/ml)

s
& wm W
i i '

Concentragcao de P 4(ng/ml)

(=]

[ =] - O N
i i i i

3,5 4

2,5 4

—

W
L

2,79 2,84

2,18

8 13 16

Tempo (h)

— 2,86
2,66
2,45

8 13 16

Tempo (h)

Figura 5 - Perfil plasmatico das concentragdes médias de P, (A) e ET-1 (B) durante 3 horas (8, 13 e 16) de um dia (14°) do ciclo estral bovino

109

Braz.]. vet. Res. anim. Sci., Sdo Paulo, v. 44, n. 2, p. 103-114, 2007



110

afetar a produgio de DNA’; assim como
pode ter um papel fisidlogico # vive, que
estaria relacionado 2 inibicao da luteinizacdo
das CG de suinos, até ocorrer a ovulacao,
por meio da inibicdo do aciumulo de P, e
AMPc, estimulados pelo LH’. A ET-1 age,
predominantemente, sobre receptores ET-
A existentes nas células da granulosa
luteinizadas em humanos'. Estudos
demonstraram que a ET-1 possui um efeito
estimulatorio sobre o crescimento de células
do estroma e do endométrio de ovinos®.
Os trabalhos citados pela literatura utilizaram
FSH no meio de cultura, neste trabalho nao
foi utilizada essa gonadotrofina podendo,
portanto, ser esse um dos fatores
responsaveis pelas respostas opostas as
observadas na literatura. Além disso, o
desenho experimental, a densidade celular,
o tamanho dos foliculos, o grau de
diferencia¢ao celular, o tipo celular e a espécie
estudada também sio diferentes.

Em nosso trabalho, na auséncia de
ET-1, obteve-se a menor concentracio
média de P, e 2 medida em que se aumenta
a concentracao da ET-1 na cultura aumenta-
se a producido desse hormonio, o qual
apresenta maior concentra¢io média na
presenca da maior concentracio de ET-1.
Nota-se também efeito inibidor da ET-1
sobre o crescimento celular. Na auséncia de
ET-1 observa-se o maior nimero médio
de células e na maior concentracio de ET-
1, nota-se o menor nimero médio de células.
Ambos resultados demonstram que as a¢oes
da ET-1 sobre as CG de bovinos acontece
de maneira dose-dependente, inibindo o
crescimento celular e estimulando a sintese
de P,. A ET-1 provocou um leve, porém
significativo, aumento na secrecao de P, mas
nio na produg¢io de E,. O efeito
estimulatério na secrecdo de P, foi
observado na auséncia e presenca de FSH?'.

Gonadotrofinas, EGF, TGFa
(Fator alfa de crescimento tumoral), bEGE,
IGF-I e estrogenos sao identificados como
fatores de sobrevivéncia folicular capazes de
suprimir a fragmentacio do DNA celular.
Por outro lado, andrégenos, interleucina 6
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(IL-6), horménio liberador de gonadotrofinas
(GnRH), pro-renina, angiotensina-11 (A-11), dentre
outros, s0 potentes fatotes atretogénicos™. Ratas
tratadas com gonadotrofina coridnica de
égua prenhe (PMSG) apresentam aumento
na concentragdo plasmaitica de P,. Em
contraste, o E, plasmatico declinou
acentuadamente até atingir valores
semelhantes ao controle. Esta alteracio na
esteroidogénese representada por uma
relacio E2/P4 baixa tem sido associada a
variagdes que acompanham o inicio da atresia
folicular®. Foliculos bovinos nos quais as
concentragdes de andrégenos ou P, no
fluido folicular estio maiores do que os
estrogenos (B TA (andrégenos totais) ou
E2/P4 < 1,0), possuem caractetisticas de
foliculos atrésicos™.

A seqiiéncia exata dos eventos
responsaveis pelo desencadeamento dos
mecanismos que culminam com a apoptose
das CG permanecem incertos. Entretanto,
os sistemas que desencadeiam a apoptose
estdo associados com a ativacio de uma
endonuclease, dependente de Ca*™ e Mg*™,
que cliva o DNA em fragmentos de
oligonucleossomas. A ativagao dessa enzima
pode estar relacionada com as interag¢oes
entre os fatores de sobrevivéncia e os fatores
atretogénicos foliculares. Uma vez ativada a
endonuclease o processo ¢ irreversivel”?.
Bovinos tratados com P, apresentaram
regressao do foliculo dominante,
confirmando a hipdtese de que tratamento
com P, causa atresia do foliculo dominante,
sendo a apoptose um processo progressivo
na instalagdo da atresia folicular. A regressao
na atividade da aromatase esta associada a
diminui¢ao na producio de E,, relacionado
ao processo de atresia na maioria dos
mamiferos. A P, induziu uma diminui¢ao na
atividade da aromatase, sem reduzir seu
substrato (testosterona), aumentou o indice
de apoptose e diminuiu o didmetro folicular.
Além disso, houve uma queda nas
concentracoes de IGF-1 ¢ aumento nas
concentra¢Oes de protefnas transportadoras
de IGF (IGFBP) no fluido folicular®™. Essas
alteragoes no fluido folicular podem estar



diretamente associadas a reduc¢io na
atividade da aromatase.

A ET-1, utilizada em nosso trabalho
em CG de foliculos antrais médios, pode
ser um fator atretogénico ativador da
endonuclease e/ou das IGFBP’s culminando
com a apoptose das CG, visto que a
produgio de P, aumentou e o crescimento
celular diminuiu, de maneira dose-
dependente. Foliculos podem ser
considerados saudaveis pela andlise da
relacao E,/P,. Uma elevada taxa E /P, ¢
caracteristica de foliculos saudaveis, sendo
o inverso indicativo de atresia*®. No mesmo
trabalho, os autores observaram uma
elevada taxa P /E,, em foliculos bovinos,
indicativo de atresia folicular. No presente
trabalho a relagao P,/E, nio foi realizada
devido ao fato de nio termos dosado o
estradiol na cultura mas, segundo a literatura,
pode-se esperar alteracio na esteroidogénese,
nesse desenho experimental, com diminui¢do
da sintese de E, e aumento da sintese de P,.

A regulacio na secrecao das
gonadotrofinas durante o ciclo estral requer
um delicado e preciso balanco entre
complexas interagdes hormonais®. Na vaca,
no final do periodo do cio ocorre a
ovulagio, caracterizada pela onda ovulatoria
de LH, seguida pela formac¢iao do corpo
luteo”. Mediante as anélises dos perfis
hormonais durante os 5 dias (0, 1, 3,7 e 13)
do ciclo estral bovino analisados, observa-
se que a maior concentracao plasmatica
média de LH foi verificada no dia zero, ou
seja, este pico esta caracterizado como sendo
a onda ovulatéria do LH. Nota-se que no
dia zero, sendo o dia da ovula¢io, que ¢
precedido pelo periodo de cio, o E,
apresenta sua maior concentra¢ao plasmatica
média. No ovario, sob acao de LH ¢ FSH,
dentre outros hormonios e fatores de
crescimento esteroidais e nao esteroidais, o
periodo de estro ¢ caracterizado por elevada
secrecdo de estrogenos pelos foliculos pré-
ovulatérios. Apos a ovulacdo inicia-se a
formagio do corpo liteo e secrecio de P,
pelo mesmo, caracterizando a fase latea do
ciclo estral?’. A maior concentracio

plasmética média de P, ocorre no dia 13,
porém desde o dia 7 esta significativamente
maior. O pequeno aumento observado no
dia zero pode estar relacionado com a
necessidade de uma atividade da P,
plasmatica para sensibilizar os gonadotréfos
hipofisarios para a liberacao da onda
ovulatoria de LH?. A ET-1 sozinha tem um
ripido efeito estimulador na liberagdo de P,
em CL bovinos perfundidos. Apds uma
segunda perfusio houve um rapido efeito
inibidor. Além disso, apds exposi¢do das
células a2 PGF, , houve uma marcada
supressio na secrecdo de P. A PGF,
estimulou a liberacio de ET-1%. Portanto,
pode haver uma interacdo entre células
luteinicas e endoteliais no mecanismo de
inicio da lutedlise funcional iz vive, onde a
PGF,, estimula a liberagio de ET-1 e esta
potencia e acelera a cascata da lutedlise /7
vive. A concentragiao plasmatica de ET-1
permaneceu basal entre os dias 2 e 12 do
ciclo estral, aumentando do dia 13 a0 dia 19
e alcancando a maior concentragio entre os
dias 20 e 22, apds o estro. As menores
concentragoes de P, foram observadas nos
dias de maior concentracio de ET-1,
demonstrando inversa variacio plasmatica®.
Segundo os autores estes resultados sugerem
que a ET-1 luteinica é um mediador/
promotor da lutedlise em bovinos.

As analises dos perfis hormonais de
LH, E,, P, e ET-1 durante 3 horas (8, 13 e
16) de um dia (14° dia do ciclo) do ciclo
estral bovino podem ser observadas nas
figuras 4-A e B e 5-A e B, respectivamente.
Nio sao observadas variagdes significativas
dos hormonios estudados durante as horas
analisadas. As maiores concentracoes
plasmiéticas médias de LH, E, e P, sio
observadas as 16 horas, enquanto suas
menotes concentracdes sio obtidas as 13
horas. A ET-1 demonstra sua maior
concentracio plasmatica média as 16 horas,
porém sua menor concentracdo ¢ obtida as
8 horas. Estes resultados nas variacoes
plasmiticas de LH, E, e P, demonstram
padrio fisiologico para a espécie estudada.
As concentracoes plasmaticas periféricas de
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ET-1 tendem as variagcdes de acordo com
o ciclo estral. A concentragao plasmatica de
ET-1 foi maior proximo da lutedlise e do
estro, sendo ambos eventos fisiolégicos
relacionados a regressdo ou ruptura do
o6rgio luteal”.

Conclusoes

Nosso trabalho mostra que a
endotelina-1 diminuiu a proliferacio celular e
aumentou a produ¢io de progesterona em
cultura de CG de foliculos antrais médios (5

a 8 mm) 7 vitro. In vive observou-se que nao
ha variacGes nas concentragdes plasmaticas
deste peptideo durante o ciclo estral de vacas,
desde a ovulacio até o 13° dia do ciclo,
considerando como apice do funcionamento
do corpo luteo, apds o qual a lutedlise se
instala. Podemos concluir que em ovarios
bovinos a ET-1 pode exercer efeitos locais
que nio implicam na manutencio inicial do
CL e que, em foliculos antrais, seu efeito
poderia ser considerado atretogénico.

Endothelin-1 effects on steroidogenesis and cellular growth of bovine

granulosa cells culture

Abstract

Key-words:
Steroidogenesis.
Granulosa cells.

Besides the neuroendocrine control of the hypotalamic-hypophisary-
gonodal axis there are autocrines and paracrines factors that control
the growth, selection and ovulation in the mammals. These factors
are not well established yet. Aiming to analyze the variations in the
endotelin-1plasmatic concentrations in a bovine estral cycle and their
effects on the culture of granulosa cells, plasma samples of 5 days
(0,1,3,7 and 13) from an estral cycle have been analyzed, having as
basis the ovulation day (day 0) and 3 hours (8,13,106) of the fourteenth
day of the cycle. The variations in the endothelin-1 concentrations
wetre not significant for the days as well as for the hours of the analyzed
day. Granulosa cells obtained from antral follicles were cultivated
during 24 hours with different concentrations of endothelin. The
results demonstrated that the endothelin-1 acts in a dose-dependent
manner stimulating the production of progesterone and inhibiting

Catte.
Endothelin-1.
Follicular
development.

the cellular growth.
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