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Angiotensina-(1-7) durante o processo inicial na cascata da ovulagdo em bovinos

Angiotensin-(1-7) during the initial process of ovulatory cascade in cattle

Joabel Tonellotto dos Santos' Bernardo Garziera Gasperin™ Vitor Braga Rissi'
Matheus Pedrotti De Cesaro' Alfredo Skrebsky Cezar' Jodo Francisco Coelho de Oliveira'
Paulo Bayard Dias Goncalves'

RESUMO

O presente estudo teve como objetivo avaliar o
efeito da Ang-(1-7) e de seu receptor (MAS) na regulagdo da
ovulagdo. No experimento |, utilizando um modelo in vitro de
cultivo de células foliculares, foi avaliado o efeito do tratamento
com Ang-(1-7) ou do bloqueio do receptor MAS através do
inibidor d-Ala7-Ang-(1-7) (A-779) na expressdo de RNAm
para epirregulina (Ereg; um marcador inicial do processo de
ovulagao) em células da granulosa. No experimento I, foi
utilizado um modelo in vivo de injecdo intrafolicular no qual
vinte vacas tiveram o ciclo estral sincronizado e, quando os
foliculos atingiram um diametro minimo de 12mm, foi
realizada a injegdo intrafolicular de A-779 ou solucéo salina
0,9%. No momento da injecdo intrafolicular, foi realizada
uma aplicacdo IM de analogo de GnRH. A suplementagdo
com Ang-(1-7) ou o blogueio de seu receptor MAS em sistema
de cultivo de células da granulosa ndo alteraram o padrdo de
expressao de RNAm para Ereg. A aplicagdo intrafolicular de
A-779 (10-°M) ndo bloqueou a ovulacdo quando realizada
antes do inicio do pico esperado de LH (100% das vacas
ovularam nos grupos A-779 e controle), sugerindo que a Ang-
(1-7) nédo possui papel relevante no inicio da cascata ovulatéria
em bovinos.

Palavras-chave: angiotensina (1-7), ovulacdo, receptor MAS,
ECA2, bovino.

ABSTRACT

This study aimed to evaluate the effect of Ang-(1-
7) and its receptor (MAS) in the regulation of the ovulatory
cascade. In the experiment I, the effect of Ang-(1-7) or d-Ala7-
Ang-(1-7) (A-779; Ang-(1-7) antagonist) on the epirregulin
(Ereg; initial marker of ovulation process) mRNA expression
in granulosa cells was assessed using an in vitro model of
follicular cell culture. In experiment Il, it was used an in vivo

intrafollicular injection model, in which twenty cows had their
follicular waves synchronized and the ovarian follicular size
was daily monitored by ultrasound. Follicles that reached a
minimum diameter of 12mm were injected with A-779 or saline
0.9%. At the time of the intrafollicular injection, cows were
challenged with an intramuscular application of GnRH
analogue. Ang-(1-7) or the blockade of its receptor MAS had
no effect in Ereg mRNA expression in granulosa cells cultured
in vitro. Likewise, the intrafollicular injection of MAS receptor
inhibitor (10-°M of A-779) did not block ovulation before the
expected time of LH peak (100% of the cows ovulated after
GnRH challenge in the treatment and control groups),
suggesting that Ang-(1-7) has no role in the early ovulatory
cascade in cattle.

Key words: angiotensin (1-7), ovulation, MAS receptor, ACE,, bovine.

INTRODUCAO

Nas ultimas décadas, uma série de fatores
de crescimento e peptideos regulatérios foram
identificados como reguladores do crescimento
folicular, ovulago e luteinizagdo (YOSHIMURA, 1997,
RICHARDS et al., 2002). Nesse sentido, alguns
modelos de sinalizacdo para o desencadeamento da
ovulacédo tém sido propostos para mamiferos, a partir
do pico ovulatério de gonadotrofina (BRIDGES et al.,
2006; FORTUNE et al., 2009). Os modelos mais
estudados e aceitos sdo aqueles que envolvem os
fatores de crescimento semelhantes ao EGF (Epidermal
Growth Factor) como a ampirregulina (Areg) e a
epirregulina (Ereg), os quais s&o induzidos pelo pico
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de LH e estimulam a sintese de PTGS2 (Prostaglandin-
endoperoxide synthase 2), iniciando os processos de
protedlise e remodelacéo tecidual (PARK etal., 2004).
Apesar de varios fatores terem sido descobertos através
desses modelos, a complexa interacdo entre fatores locais
e rotas intracelulares reguladas entre o pico de
gonadotrofina e o rompimento do foliculo com liberagéo
do odcito maturo capaz de ser fecundado ainda é
desconhecida. Entre os sistemas locais atuantes nesses
processos, destaca-se 0 sistema renina-angiotensina
(SRA), através de seus peptideos com funcdes ja bem
estabelecidas na ovulacdo (FERREIRA et al., 2007) e
maturacéo de oécitos (BARRETA et al., 2008).

No processo de ovulacdo, entre 0s
componentes do SRA, a angiotensina Il (Ang II) tem
sido amplamente estudada. Em bovinos, a Ang 1l é
indispensavel nos momentos iniciais da cascata
owvulatéria induzida pelo LH (FERREIRA et al., 2007),
além de possuir uma funcéo vasoativa importante para a
formacdo e regressdo do corpo liteo (ACOSTA &
MIYAMOTO, 2004). Aregulacdo dos componentes do
sistema Ang Il demonstra a participacéo deles durante a
ovulacdo; no entanto, a Ang Il ndo é o Unico peptideo
ativo do SRA. Outros peptideos gerados a partir daAng
leAng I, comoaAng-(1-7) (FELIX etal., 1991), também
podem mediar as a¢Bes do SRA em diferentes processos
fisioldgicos (COSTA et al., 2003; SAMPAIOet al., 2007).

AAnNg-(1-7) é o ligante para o receptor MAS
(SANTOS et al., 2003) e suas a¢des sdo especificamente
inibidas quando o receptor MAS é bloqueado com d-
Ala7-Ang-(1-7), também conhecido como A-779
(DILAURO & BURNS, 2009). A expressdo de RNAm
para MAS foi verificada em varios tecidos, incluindo
ovarios de roedores e bovinos (COSTA et al., 2003;
SANTOS et al., 2011) e testiculos de ratos e homens
(METZGERZet al., 1995; REIS etal., 2010). No entanto,
pouco se sabe sobre a possivel funcéo ou via de acao
daAng-(1-7) naovulacéo.

Em ratas, os niveis ovarianos de Ang-(1-7)
estdo mais elevados no proestro e estro, quando
comparados aos niveis do metaestro e diestro (COSTA
et al., 2003). Os mesmos autores demonstraram que
Ang-(1-7) induz um aumento nas concentracdes de
estradiol e progesterona, sendo esse efeito inibido por
A-779. Isso demonstra que a Ang-(1-7) utiliza receptor
especifico para atuar na esteroidogénese em roedores.
A localizacdo da Ang-(1-7) e do receptor MAS nas
células intersticiais e tecais de foliculos antrais e pré-
ovulatdrios de ratas tratadas com eCG também ja foram
observadas (COSTAet al., 2003; PEREIRAEet al., 2009).
Foi também demonstrado que a expressdo de RNAmM
para MAS e para a enzima conversora de angiotensina
2 (ECA,), responsavel pela clivagem de Ang Il em Ang-

(1-7), aumenta em homogenatos de ovario de ratas
tratadas com eCG (PEREIRA etal., 2009). Isso sugere
uma possivel funcdo da Ang-(1-7) a partir de um
estimulo por gonadotrofina.

Apesar de resultados apontarem uma
possivel acdo e regulacdo da Ang-(1-7) na fungéo
ovariana, pouco se sabe até 0 momento em relagdo a
sua funcdo em espécies monovulares, como a bovina.
Para tanto, testou-se a hip6tese de que a Ang-(1-7) é
um mediador necessario durante o processo ovulatorio
em bovinos, regulando a expresséo de epirregulina. O
objetivo deste estudo foi detectar a proteina do receptor
MAS e avaliar o efeito da Ang-(1-7) sobre a expressdo
de RNAm para Ereg nas células da granulosa bovina.
Além disso, o efeito do blogueio do receptor MAS
sobre a expressdo de Ereg, induzida por LH in vitro, e
sobre a taxa de ovulacdo induzida por GnRH in vivo,
também foi avaliado.

MATERIAL E METODOS

Experimento |
Identificacdo do receptor MAS em células da granulosa
bovina

Ovérios bovinos foram obtidos
imediatamente apds o abate e transportados para o
laboratorio em solucdo salina a 30°C. A proteina total de
um fragmento ovariano (contendo tecido cortical e
medular) e células da granulosa provenientes de foliculo
bovino com 15mm de diametro (cujo par ndo possuia
corpo luteo) foram extraidas utilizando o buffer M-PER
(Thermo Scientific, USA) e quantificadas usando
NanoDrop (Thermo Scientific, USA). Apds desnaturacao
a95°C, 2509 de cada amostra foi submetida a um gel de
SDS a 10% e eletro-transferidas para uma membrana de
nitrocelulose. Apds blogueio por 2h com leite desnatado
a 5% em PBS contendo 0.1% tween-20 (PBS-T), a
membrana foi incubada overnight a 4°C com anticorpo
de coelho anti-MAS humano na dilui¢do de 1:200 (sc-
135063; Santa Cruz Biotechnology Inc., CA, USA) em
agitacdo. Apos trés lavagens (10 min cada) com PBS-T,
a membrana foi incubada com anticorpo secundario
caprino anti-1gG de coelho (ab6721; Abcam Inc., USA)
na diluicdo de 1:5000 por 2h em agitacéo, seguido por
trés lavagens. Finalmente, as membranas foram
incubadas com substrato Lumi-Light PLUS (Roche,
USA) por 3min e visualizadas usando o Chemidoc
analyser (BioRad, CA, USA).

Cultivo de células foliculares

Foi usado um sistema de cultivo de
células de foliculos =12mm como modelo
experimental semelhante ao descrito por BRIDGES
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et al. (2006), com modificagBes. Brevemente, pares de
ovarios bovinos que ndo apresentavam corpo lUteo
foram obtidos em abatedouro, imediatamente apds o
abate, e transportados para o laboratério em solugdo
salinaa 30°C. O tempo total decorrido durante a coleta
dos ovérios e o inicio do cultivo foi de cerca de 2h. A
partir de cada par de ovarios, foi feita a dissecacdo do
foliculo com diametro pré-ovulatério =12mm. Os
fragmentos foliculares contendo teca e granulosa foram
cortados em porcdes de aproximadamente 2-3mms, as
quais foram cuidadosamente lavadas em meio MEM
(Sigma Aldrich, USA) suplementado com 50Ul ml de
penicilina (Sigma Aldrich, USA) e 50ug ml* de
estreptomicina (Sigma Aldrich, USA) a 37°C. Os
fragmentos foram distribuidos aleatoriamente em placas
de quatro pogos em nimero de quatro fragmentos/pogo
com 400ul de meio de cultivo em que receberam os
tratamentos.

Os fragmentos foliculares foram cultivados
na presenca ou auséncia de LH (100ng mi*) e diferentes
concentracOes de Ang-(1-7) (Sigma Aldrich, USA) e
inibidor A-779 (Sigma Aldrich, USA), constituindo os
seguintes grupos: células foliculares (controle
negativo); células foliculares + LH (controle positivo);
células foliculares + Ang-(1-7) 10°M; células foliculares
+Ang-(1-7) 107M; células foliculares Ang-(1-7) 10°M;
células foliculares + LH + A-779 10-°M; células
foliculares + LH + A-779 10"M; células foliculares +
LH +A-779 10°M. As concentrac@es utilizadas foram
baseadas nas concentracdes fisioldgicas de Ang-(1-7)
encontradas por SANTOS et al. (2011). Ap6s 3h de
cultivo, as células da granulosa foram coletadas através
de sucessivas pipetagens no meio de cultivo, fazendo
com que as células se desprendessem dos fragmentos.
Na sequéncia, o meio foi centrifugado e as células da
granulosa recuperadas e congeladas a -80°C para
extracdo de RNAm.

Extracdo de RNA, transcricdo reversa e gPCR

O RNA total foi extraido usando Trizol
(Invitrogen, Brasil) de acordo com as recomendac6es do
fabricante. A quantificacdo de RNA e a verificagdo de
contaminagdo foram realizadas conforme SANTOS etal.
(2011), utilizando o NanoDrop (Thermo Scientific, USA).
A integridade do RNA foi verificada submetendo 1pg de
RNA de cada amostra, 3l de loading buffer (Sigma
Aldrich, USA) e 2ul de gua ultra puraa 70°C por 5min.
Apos, foi realizada eletroforese em gel de agarose 1,2%
para avisualizagdo das bandas de RNA ribossomal (RNAY).
A presenca de rastros abaixo das bandas referentes as
porgBes 28S e 18S do RNAr indica degradacdo.

O RNA total foi tratado com DNase
(Invitrogen, Brasil) a 37°C por 30min para digerir DNA

gendmico contaminante. Areacdo de transcricdo reversa
foi realizada com 1mM oligo (dT) primer, Omniscript
(Qiagen, Mississauga, ON, Canada) RTased, dNTP’s e
inibidor da RNase (Amersham Biosciences, CA, USA).

A expressao relativa dos genes foi realizada
por PCR em tempo real (Step One Plus, Applied
Byossistems) com Power SYBR Green PCR Master Mix
(Applied Biosystems, USA). As andlises de expressdo
foram realizadas conforme SANTOS et al. (2011). As
sequéncias dos primers para Ereg (iniciador sense:
ACTGCACAGCATTAGTTCAAACTGA; iniciador
anti-sense: TGTCCATGCAAACAGTAGCCATT) e
ciclofilina (SANTOS et al., 2011) foram obtidas
utilizando Primer Express Software v3.0 (Applied
Biosystems, USA) e sintetizados pela Invitrogen. O
experimento foi realizado em trés replicagBes para cada
grupo experimental.

Experimentolll
Animais, injecdo intrafolicular e dindmica folicular

Vinte vacas adultas ciclicas ndo lactantes
das racas Hereford e Red Angus com condi¢&o corporal
= 3 (1-5) e peso de aproximadamente 450kg tiveram
uma nova onda folicular induzida. Brevemente, no dia
0 do protocolo, foram realizadas duas aplicacdes de
cloprostenol sodico (PGF2alfa, Ourofino, Brasil) com
intervalo de 12 horas, totalizando 500ug (IM), 2mg de
benzoato de estradiol (BE) e um implante intravaginal
de progesterona (DIB; 1g; Intervet/Schering-Plough,
Brasil), o qual permaneceu por nove dias. Os animais
nos quais o maior foliculo em crescimento que atingiu
didmetro =12mm receberam GnRH (100pg de acetato
de gonadorelina, IM; Tortuga, Brasil) e foram
aleatoriamente distribuidos para receberem inje¢do
intrafolicular de 10°M de A-779 (grupo A-779),
bloqueador do receptor de Ang-(1-7), ou solucdo salina
0,9% (grupo controle).

AsinjecBes intrafoliculares foram guiadas por
ultrassom (Aquila Vet, Pie Medical Equipment BV,
Holanda) equipado com uma sonda convexa de 7,5MHz.
Para a aplicacdo dos tratamentos no foliculo-alvo, foi
utilizado um sistema de duas vias acoplado a uma guia
de biopsia, conforme descrito por FERREIRA et al. (2007).
Apo6s a aplicacdo dos tratamentos, foi realizado
monitoramento ultrassonografico a cada 24h. Aovulacio
foi caracterizada quando se observou o desaparecimento
do foliculo tratado entre duas avaliacGes e,
posteriormente, a formacdao do corpo liteo.

Analise estatistica

Os resultados de expressdo génica foram
comparados por analise de variancia (PROC GLM;
General Linear Models Procedure). Quando verificado
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efeito do tratamento, as médias entre os grupos foram
comparadas utilizando o teste de multi-comparacdo de
médias (LSMEANS). As expressdes de RNAm foram
testadas para normalidade com o auxilio do teste de
Shapiro-Wilk e normalizadas, quando necessario, de
acordo com cada distribuicdo. Os resultados dos
indices de ovulagBes ndo foram avaliados por testes
estatisticos no experimento Il, em decorréncia de ter
sido obtido 100% de ovulagéo nos dois grupos. As
analises foram realizadas utilizando o programa
estatistico SAS (SAS Institute Inc., Cary, NC, USA) e
os resultados estdo representados como média + erro
padrao da média.

RESULTADOS

Experimento |

A proteina do receptor MAS
(aproximadamente 30kDa; Figura 1A) foi detectada em
fragmento de ovario bovino e células da granulosa
isoladas de foliculo >12mm (para Western blot, o foliculo
apresentou um tamanho de 15mm). AAng-(1-7) nas doses
utilizadas ndo alterou o padréo de expressdo de RNAmM
para Ereg (Figura 1B) nas células da granulosa, quando

estas foram cultivadas na auséncia de LH. O A-779
também nao alterou o padréo de expressdo de RNAmM
de Ereg (Figura 1C) no cultivo celular suplementado
com LH.

Experimentolll

Nove das vinte vacas foram utilizadas, sendo
0s outros animais descartados do estudo por néo
apresentarem diametro folicular esperado ( =12mm). Os
nove animais foram distribuidos aleatoriamente nos
grupos A-779 (n=5) e controle (n=4). Todos os animais
de ambos os grupos ovularam entre 24 e 48h ap6s a
injecdo intrafolicular.

DISCUSSAO

Os principais achados deste estudo sdo: 1)
a proteina do receptor MAS esta presente no ovario
bovino e nas células da granulosa de foliculo pré-
ovulatério; 2) no cultivo in vitro, as doses utilizadas
de Ang-(1-7) ndo foram capazes de regular
positivamente a expressdo de RNAm de Ereg; 3) no
cultivo in vitro, 0 A-779 ndo reduziu a expressao de
RNAmM de Ereg e; 4) a injecdo intrafolicular de A-779
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Figura 1 - Detecgédo proteica do receptor MAS em fragmento ovariano e células da
granulosa isoladas de foliculo pré-ovulatério (15mm) bovino (A). Note
que a foto do gel foi cortada, tendo em vista que as amostras ndo relacionadas
com o presente experimento foram retiradas para melhor representacao
dos resultados. Expressdo relativa de RNAm (média + erro padrdo da
média) para epirregulina (Ereg) em células da granulosa tratadas com
diferentes doses de Ang-(1-7) (B) e A-779 (C). Letras diferentes representam
diferenca estatistica entre os tratamentos (P<0,05).
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(10°M) néo foi capaz de bloquear a ovulagdo em
bovinos. Esses resultados sugerem que, ao contrario
daAng Il (KUJl etal., 1996; FERREIRAEet al., 2007), a
Ang-(1-7) parece ndo ser necessaria, nem essencial para
desencadear o processo de ovulagdo em bovinos.
Recentemente, este grupo de estudos
demonstrou a presenca da Ang-(1-7) no liquido folicular
e expressdo de RNAm para o receptor MAS e para as
enzimas que dao origem a Ang-(1-7) através da clivagem
de Angl e Ang Il em foliculos pré-ovulatérios bovinos
(SANTOS etal., 2011). Em humanos, a Ang-(1-7) esta
presente no liquido folicular e a presenca do seu
receptor MAS foi detectada no ovario (REIS et al.,
2010). Adicionalmente, em ratos, a expressdo de RNAm
para o receptor MAS, em homogenatos de ovario €
regulada positivamente por eCG (PEREIRA et al., 2009).
No presente estudo, usando o bovino como modelo
para experimentos in vivo, ndo foram observados efeitos
sobre a ovulagdo quando o receptor da Ang-(1-7) foi
bloqueado. O estimulo com Ang-(1-7) ou blogueio de
seu receptor no cultivo in vitro de fragmentos de
foliculos pré-ovulatérios nédo alterou a expressdo de
Ereg, um marcador inicial na cascata da ovulag&o.
Apesar da deteccdo do produto proteico do
receptor MAS nas células da granulosa bovina, o
blogueio do receptor da Ang-(1-7) in vivo ndo foi
efetivo para bloquear a ovulacdo em bovinos, ao
contrario do que acontece com o bloqueio dos
receptores para Ang Il (FERREIRA et al., 2007). O
bloqueio dos receptores de Ang Il s6 foi efetivo em
periodos iniciais do processo de ovulacéo, até 6h apds
0 desafio com GnRH (FERREIRA et al., 2007). No
entanto, um estudo recente indica que as concentragdes
intrafoliculares de Ang-(1-7) s6 aumentam 24h ap6s a
aplicagdo de GnRH (SANTOS et al., 2011). As doses
utilizadas de Ang-(1-7) (in vitro) e A-779 (invivo e in
vitro) foram similares ou superiores a concentracédo
fisiolégica de Ang-(1-7), encontrada no liquido folicular
bovino (SANTOS et al., 2011). A perfusdo cardiaca de
Ang-(1-7) em camundongos produz efeitos vasculares
complexos que envolvem a interagéo de seu receptor e
dos receptores de Ang Il, levando a liberacdo de
prostaglandinas e 6xido nitrico (CASTRO et al., 2005).
Também, em cultivo de células endoteliais humanas, a
Ang-(1-7) é capaz de estimular a liberagdo de
prostaglandinas e éxido nitrico (SAMPAIO et al., 2007),
importantes para o mecanismo final da ovulagéo. E
possivel que a Ang-(1-7) atue nos instantes finais da
ovulagdo relacionados com a ruptura do foliculo e
luteinizagdo, visto que neste estudo, ao contrario do
que ocorre com Ang Il (PORTELA et al., 2011), ndo foi
observado efeito da Ang-(1-7) sobre Ereg, importante
marcador de eventos iniciais do processo ovulatério.

Nesse sentido, cultivos in vitro com suplementacéo
de tratamentos por um maior periodo podem agregar
conhecimentos sobre um possivel papel da Ang-(1-7)
nesses eventos, podendo-se utilizar uma molécula
ativada pela ligagdo Ang(1-7)/MAS. Entretanto, deve-
se considerar que a Ang-(1-7) é um peptideo derivado
daclivagem daAng Il (FELIX etal., 1991) e pode ndo
possuir uma agao direta no processo de ovulacdo em
bovinos, contrariando os dados obtidos em espécies
de ovulagdo mdltipla.

VIANA et al. (2011), utilizando um modelo
de perfusdo de ovarios de coelhas, demonstraram que
aAng-(1-7) é capaz de induzir a ovulacdo e producdo
de estradiol na auséncia de gonadotrofinas. Além disso,
o bloqueio de seu receptor foi capaz de inibir o efeito
das gonadotrofinas na ovulacdo. Neste estudo, nédo
foi possivel evidenciar um papel relevante da Ang-(1-
7) durante os momentos iniciais da cascata da ovulacéo.
No entanto, considerando que o antagonista da Ang-
(1-7) (SANTOS et al., 1994) foi injetado no inicio do
processo de ovulacdo (simultaneamente com a
aplicacdo de GnRH), ndo pode ser excluido um efeito
mais tardio.

CONCLUSAO

AAnNg-(1-7) eoinibidor A-779, quandoem
cultivo in vitro por 3 horas, ndo sdo capazes de regular
a expressdo de Ereg. A injecdo intrafolicular na
concentracdo de 10-°M de A-779 ndo inibe o processo
ovulatdrio, indicando que a Ang-(1-7) ndo possui papel
relevante no inicio da cascata ovulatdria em bovinos.
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