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DESTRO, F. C. Producao de progesterona pelas células luteinicas esteroidogénicas
bovina cultivadas e co-cultivadas in vitro. Botucatu, 2016. Tese (doutorado) —
Faculdade de Medicina Veterindria e Zootecnia, Campus Botucatu, Universidade
Estadual Paulista

RESUMO

O objetivo geral do trabalho foi caracterizar a produgcdo de progesterona (P4) pelas
células do corpo liteo (CL) bovino submetidas a diferentes meios de cultivo e co-
cultivo in vitro. Para tanto foram realizados trés experimentos descritos em dois artigos.
No artigo I, CLs pertencentes a fase média (10-12 dias, n=5) foram coletados e
processados em laboratério. As LCs foram cultivadas por 07 dias em atmosfera umida a
5% de CO,, com ou sem a adicdo de 10% de soro fetal bovino (SFB), com os
respectivos tratamentos: CONTROLE; CONA (10 pg/mL); LH (100 pg/mL);
CONALH; LHPGF2a (10 ng/mL); CONALHPGF2a. Amostras de meio de cultivo
foram coletadas nos D1 e D7 para posterior dosagem de P4. Valores com P<0,05 foram
considerados diferentes estatisticamente. O cultivo de LCs na presenca de CONA
diminuiu a capacidade secretdria de P4 das LCs e este efeito foi revertido pela adi¢io de
LH no meio de cultivo no D1, mas ndo no D7. A agdo supressora da CONA foi mais
evidente no cultivo que ndao empregaram o SFB. No artigo II, No Exp. 1, foram
utilizados CLs pertencentes a fase média (10-12 dias, n=4). No laboratério os CLs
foram processados e as LCs foram cultivadas por 07 dias em atmosfera umida a 5% de
CO,. As LCs receberam os respectivos tratamentos com ou sem LH: Controle; PGF2a
(10 ng/mL); PGF2a (100 ng/mL); PGF2a (354,5 ng/mL). As amostras que receberam
LH apresentaram maior produgdo de P4, e a administracio de diferentes doses de
PGF2a ndo mostrou alteracdo na secre¢do de P4. No Exp. 2, foram utilizados CLs
pertencentes a fase média (10-12 dias, n=4). No laboratério os CLs foram processados e
as LCs, células luteinicas endoteliais (ECs) e células imunes (ICs) foram isoladas e co-
cultivadas por 07 dias em atmosfera umida a 5% de CO,. Os grupos foram divididos
com ou sem PGF2a em: Controle: LC no fundo da placa; Controle: EC no fundo da
placa; Co-cultivo: LC+EC+IC no fundo da placa; LC (fundo da placa) + EC+IC
(interior do inserto); EC (fundo da placa) + LC+IC (interior do inserto). Nao foi
observado variacdo na producdo de P4, quando adicionado PGF2a no cultivo e co-
cultivo das células do CL. Em ambos os experimentos, amostras de meio de cultivo
foram coletadas nos D1 e D7 para posterior dosagem de P4. Valores com P<0,05 foram

considerados diferentes estatisticamente. Conclui-se que o cultivo e co-cultivo in vitro
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das células do CL bovino sdo ferramentas alternativas para o estudo da fung¢ao luteinica,
contudo hi a necessidade de maiores ajustes metodologicos a fim de se mimetizar

processos fisiologicos relacionados a esteroidogénese e a lutedlise.

Palavras-chave: corpo liteo, cultivo celular, concanavalina-A, prostaglandina F2a,

progesterona.
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DESTRO, F. C. Progesterone production by the steroidogenic luteal cells cultured
and co-cultured in vitro in cattle. Botucatu, 2014 Thesis (doctoral degree) — School of
Veterinary Medicine and Animal Science, Botucatu, Sao Paulo State University.
ABSTRACT

The general objective of this study was to characterize the production of progesterone
(P4) by the cells of the bovine corpus luteum (CL) subjected to different culture and co-
culture media in vitro. To this end, three experiments described in two articles were
conducted. Article I: CLs belonging to the middle phase (10-12 days, n=5) were
collected and processed in the laboratory. The luteal cells (LCs) were cultured for 07
days in a humid atmosphere of 5% CO,, with or without the addition of 10% fetal
bovine serum (FBS), with their respective treatments: CONTROL; CONA
(concanavalin-A) (10 pg/mL); LH (100 pg/mL); CONALH; LHPGF2a (10 ng/mL);
CONALHPGF20. Samples of culture medium were collected on D1 and D7 for further
P4 measurement. P values <0.05 were considered statistically different. Culture of LCs
in the presence of CONA decreases the ability of LC to secrete P4, and this effect was
reversed by addition of LH in the culture medium in D1, but not in D7. The suppressive
action was more evident in CONA cultures without FBS. In Article II, Experiment 1,
CLs of middle phase of the estrous cycle (10-12 days, n = 4) were used. In the
laboratory, the CLs were processed and the LCs were cultured for 07 days in a
humidified atmosphere of 5% CO,. The LCs received the respective treatments with or
without LH (100 pg/mL): Control; PGF2a (10 ng/mL); PGF2a (100 ng/mL); PGF2a
(354,5 ng/mL). The samples that received LH produced more P4, and the administration
of different doses of PGF2a showed no change in P4 secretion. In Experiment 2, CLs
of middle phase of the estrous cycle (10-12 days, n = 4) were used. In the laboratory,
the CLs were processed and the LCs, luteal endothelial cells (ECs) and immune cells
(ICs) were isolated and co-cultured for 07 days in a humidified atmosphere of 5% CO,.
The groups were divided with or without PGF2a: Control: LC on bottom of the plate;
Control: EC on bottom of the plate; Co-culture: LC + EC + IC on bottom of the plate;
LC (bottom of the plate) + EC + IC (inside the insert); EC (bottom of the plate) + LC +
IC (inside the insert). It was not observed variation in the production of P4, when added
PGF2a in culture and co-culture of cells from CL. In both experiments, samples of
culture medium were collected on D1 and D7 for further P4 measurement. P values
<0.05 were considered statistically different. We conclude that the in vitro culture and

co-culture of bovine CL cells are alternative tools for the study of luteal function, but
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there is a need for further methodological adjustments in order to mimic physiological

processes related to steroidogenesis and luteolysis.

Keywords: corpus luteum, cell culture, concanavalin-A, prostaglandin F2q,

progesterone.
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INTRODUCAO

A espécie bovina (Bos taurus) foi domesticada e selecionada, constituindo
importante fonte de proteina animal para a populacdo humana. Com o crescimento
populacional hi a necessidade de maximizar a eficiéncia dos processos produtivos para
que as demandas por alimento da sociedade moderna sejam supridas.

A pecudria bovina é um dos setores mais importantes do agronegdécio brasileiro
e consequentemente da economia nacional. O Brasil possui o maior rebanho comercial
do mundo, é o maior exportador de carne bovina, segundo maior produtor de carne e
sexto maior produtor de leite (MAPA, 2014). A cadeia produtiva da carne movimenta
R$ 167,5 bilhdes por ano, gerando aproximadamente sete milhdes de empregos
(NEVES, 2012). Em 2013 o pais produziu 9,6 milhdes toneladas de carne bovina, dos
quais cerca de 7,6 milhdes toneladas foram destinadas ao mercado interno (MAPA,
2014).

O ciclo estral bovino tem uma duracdo média de 21 dias, classificado em duas
fases, uma marcada pela alta concentragdo de estradiol (E2; Fase folicular) e outra de
progesterona (P4; Fase luteinica). Durante a fase luteinica ocorre a formacao,
desenvolvimento e regressdao do corpo liteo (CL), glandula transitéria responséavel pela
producdo de P4 (HAFEZ; HAFEZ, 2004).

O hormonio luteinizante (LH) produzido pela adeno-hip6fise € importante para o
desenvolvimento e fun¢do do CL, na maioria dos mamiferos, embora a hormonio do
crescimento, prolactina, e o E2 também tenham seu papel em diversas espécies. O CL é
composto por uma populacdo celular bem heterogénea, que interage e secretam fatores
pardcrino/autocrinos € hormonios (NISWENDER et al., 2000b). Dentre as principais
células estdo as células luteinicas esteroidogénicas (LCs), compostas pelas células
luteinicas pequenas (Small luteal cells, SL.C), parecem ser origindria das células da teca
e respondem ao LH com o aumento da secrecdo de P4. O segundo tipo celular presente
no CL sdo as células luteinicas grandes (Large luteal cells, LLC), parecem ter origem
das células da granulosa e contém receptores de PGF2a, capazes de mediar as acdes
luteoliticas. E por fim o CL contém numerosas células ndo-esteroidogénicas, como
fibroblastos, células luteinicas endoteliais (ECs) e células imunes (ICs; MARTIN;

FERREIRA, 2009; PATE; KEYES, 2001; WILTBANK et al., 2012).
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Por volta de 17 dias ap6s a ovulagdo e na auséncia da fertilizacdo ocorrerd a
lutedlise, fenomeno caracterizado pela liberacao pulsatil de prostaglandina F2a (PGF2a)
de origem uterina (ACOSTA; MIYAMOTO, 2004). A acdo da PGF2a de origem
uterina parece ser amplificada também pela sua producdo intraluteinica pelas LCs
(TSAL; WILTBANK, 1997). Esses fendmenos provocam a interrup¢io da producdo de
P4 e a apoptose dos diversos tipos celulares presentes nessa glandula (DUFFY;
STOUFFER, 2001).

Devido a importancia do CL para a regulacdo do ciclo estral e manutencdo da
gestacdo, os estudos da sua funcdo e componentes celulares sdo fundamentais para a
melhor compreensdao dos processos envolvidos no ciclo reprodutivo. Entretanto, o
estudo in vivo da funcdo luteinica necessita de grandes investimentos logisticos e
econOmicos. Nesse contexto, o cultivo de células e fragmentos de CL tém se mostrado
uma possibilidade alternativa para o estudo da funcio glandular. Contudo, o cultivo in
vitro das células do CL ainda apresenta uma série de desafios a serem estudados e
elucidados, de modo a permitir a criacdo de modelos de estudo da luteogénese, bem
como da lutedlise. Esse trabalho tem como objetivo caracterizar a producdo de P4 pelas

células do CL bovino submetidas a diferentes meios de cultivo e co-cultivo in vitro.

Objetivo geral:
Caracterizar a produgdo de P4 pelas células do CL bovino submetidas a

diferentes meios de cultivo e co-cultivo in vitro.

Hipoéteses:
e O tempo de cultivo interfere na concentracdo de P4;
e A adicdo de 10% soro fetal bovino (SFB) e LH no meio de cultivo incrementa a
producdo de P4 pelas LCs cultivadas in vitro;
e A concanavalina-A (CONA) tem efeito direto na producdo de P4 pelas LCs
cultivadas in vitro;
e A PGF2a interfere na producdo de P4 pelas LCs cultivadas e co-cultivadas in

vitro.
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Consideracoes finais
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CONSIDERACOES FINAIS

De modo geral, acreditamos que a CONA possui acdo direta nas LCs,
comprometendo a producdo de P4 a partir da formagdo de um complexo LDL/CONA
que inviabiliza a internalizacdo da glicoproteina, substrato importante para a produgdo
de P4 pelas LCs. Contudo, essa agdo é revertida, quando o LH é adicionado ao meio de
cultivo.

A utiliza¢do de PGF2a no cultivo e co-cultivo in vitro das células do CL nao
apresentou variacdo no padrdo de producao de P4. Acreditamos que as células do CL
quando cultivadas in vitro tenham seu comportamento alterado, comprometendo a real
sinalizacdo autdcrina e pardcrina dessas células.

Mais estudos sdo necessdrios para compreender as interagdes entre a CONA e as
LCs na espécie bovina, bem como o esclarecimento das a¢des da PGF2a in vitro, com a
utilizacdo de ferramentas alternativas como a expressdo de genes relacionados aos
receptores de LH, HDL e LDL, PGF2a e a ac¢do das enzimas envolvidas na
esteroidogénese da célula luteinica, a fim de se esclarecer as duvidas nio esclarecidas

no nosso trabalho.





