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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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REVISAO DE LITERATURA

Ovulacao

Em bovinos, a ovulagdo ocorre aproximadamente 24 horas apds o pico do
hormoénio luteinizante (LH) e induz uma cascata de eventos que culminam com a
ruptura do foliculo e liberacio do odcito (BRANNSTROM; ENSKOG, 2002;
DIELEMAN et al., 1983). Em resposta a onda de LH, o foliculo pré-ovulatério produz
mediadores inflamatérios, que podem aumentar a permeabilidade vascular, o fluxo
sanguineo local e a migracdo das células imunes (ICs) para dentro do foliculo pré-
ovulatério (BRANNSTROM; ENSKOG, 2002).

As prostaglandinas (PGs) desempenham papel fundamental no momento da
ovulacdo (KASIMANICKAM et al., 2009; MURDOCH; DAILEY; INSKEEP, 1981).
A concentragdo folicular de PGE2 e PGF2a aumenta conforme a onda de LH, mas
apenas a PGF2a permanece elevada até a ovulacdo, enquanto o aumento da PGE2 ¢
transitério (CAVENDER; MURDOCH, 1988; DUFFY; STOUFFER, 2001;
MURDOCH et al., 1986; SIROIS; DORE, 1997).

As PGs parecem ter propriedades leucotdticas, induzindo a migracdao das
células imunes (ICs; FORD-HUTCHINSON et al., 1977, SHIRASUNA et al., 2012;
TILL et al., 1979). Apds a onda de LH, os neutréfilos sdo as primeiras ICs identificadas
no foliculo pré-ovulatério (BRANNSTROM; NORMAN, 1993; CAVENDER;
MURDOCH, 1988; PATE et al., 2010). Os macréfagos sao encontrados nas células da
granulosa no estdgio avancado de atresia folicular, e acredita-se que usem suas
habilidades fagociticas para remover debris celulares durante a apoptose dessas células
(GAYTAN et al., 1998; PATE et al., 2010; PETROVSKA; DIMITROV; MICHAEL,
1996; TAKAYA et al., 1997).

Composic¢ao celular do corpo liteo

O corpo luteo (CL) é um dos tecidos de crescimento mais rapidos do corpo,
comparével a de tumores de crescimento acelerado (BASERGA et al., 1988; MANN,
2009; REYNOLDS et al., 1994). O CL é composto por uma populacio heterogénea de
células, incluindo as células lutefnicas esteroidogénicas (LCs) e as células luteinicas
nao-esteroidogénicas, tais como ICs, células luteinicas endoteliais (ECs) e fibroblastos

(MARTIN; FERREIRA, 2009; PATE; KEYES, 2001; WILTBANK et al., 2012).
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Estudos in vitro identificaram populacdes de LCs que diferem quanto a
morfologia, capacidade esteroidogénica, responsividade a hormoénios e ao tamanho,
classificadas em células luteinicas pequenas (SLC, small luteal cells) e células luteinicas
grandes (LLC, large luteal cells; FIELDS; FIELDS, 1996; GRAZUL-BILSKA et al.,
2001; KOOS; HANSEL, 1981; MARTIN; FERREIRA, 2009; O’SHEA; RODGERS;
D’OCCHIO, 1989; URSELY; LEYMARIE, 1979). O’SHEA et al. (1989)
demonstraram que as SLC compreendem apenas 20% do volume do CL, e 25% do
numero total de células, ao passo que as LLC representam aproximadamente 40% do
volume total do CL, mas apenas 10% do ntimero total de células.

As SLCs possuem diametro médio de 17,2 uM, tem origem das células da teca
interna, secretam baixas concentracdes de P4 e sdo responsivas ao LH. As LLCs
possuem didmetro médio de 38,4 uM, sdo origindrias das células da granulosa,
produzem altas quantidades de progesterona (P4) e ndo sdo responsivas a estimulacdo
com LH (ALILA; HANSEL, 1984; MARTIN; FERREIRA, 2009; NISWENDER et al.,
2000; O’SHEA; RODGERS; D’OCCHIO, 1989).

As SLCs possuem formato estrelado e nucleo excéntrico de formato irregular
com o nucleoplasma densamente corado, reticulo endoplasmdtico liso abundante,
reticulo endoplasmatico rugoso, numerosas mitocondrias com crista tubular, complexo
de Golgi e granulos de lipideos (HANSEL et al., 1987; KOOS; HANSEL, 1981;
MARTIN; FERREIRA, 2009; MILVAE; HINCKLEY; CARLSON, 1996; O’SHEA;
RODGERS; D’OCCHIO, 1989). As LLCs sdao as células esteroidogénicas mais
proeminentes, sdo esféricas, possuem nicleo grande circular centralizado com nucléolo
distinto e cromatina dispersa, complexo de Golgi, agrupamentos isolados de reticulo
endoplasmatico rugoso, reticulo endoplasmdtico liso em abundancia, presenca de
mitocOndrias esféricas densamente agrupadas, indicativo de sua grande contribui¢do
esteroidogénica e presenca de granulos densos de varios tamanhos. Tais granulos de
secrecdo sao indicativos de células enddcrinas (FIELDS; FIELDS, 1996; MARTIN;
FERREIRA, 2009; MILVAE; HINCKLEY; CARLSON, 1996).

O crescimento de novos vasos € essencial para a formacdo e funcionamento do
CL e, embora, essa glandula seja um tecido transitorio, apresenta-se como um dos
tecidos mais vascularizados do corpo (DAVIS; RUEDA; SPANEL-BOROWSKI, 2003;
STOCCO; TELLERIA; GIBORI, 2007). As ECs estao alinhadas aos capilares,
eritrocitos e vdrios leucdcitos incluindo eosinéfilos, linfécitos-T e macréfagos

(ADASHI, 1990; MIYAMOTO et al., 2005). Essas células sao conhecidas como
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secretoras de fatores ou mensageiros quimicos que podem estar envolvidas nos
processos luteotréficos e luteoliticos (BYRNE; BOUCHIER-HAYES; HARMEY,
2005; GIRSH; GREBER; MEIDAN, 1995; MILVAE; HINCKLEY; CARLSON, 1996).
As ECs correspondem aproximadamente a 14% do volume e 53% do total de células do
CL bovino (DAVIS; RUEDA; SPANEL-BOROWSKI, 2003; MILVAE; HINCKLEY;
CARLSON, 1996; O’SHEA; RODGERS; D’OCCHIO, 1989).

As citocinas sdo peptideos de baixa massa molecular responsdvel pela adesao,
ativacdo, e recrutamento de leucdcitos. Os leucdcitos influenciam a atresia folicular, a
ovulacdo e a fun¢do luteinica (LIPTAK et al., 2005; TOWNSON; LIPTAK, 2003).
Adicionalmente, os macréfagos sdo importantes por sua atividade fagocitdria e por
participar na resposta imune envolvida na regressao luteinica (PATE; KEYES, 2001;
PATE, 1994; PATE et al., 2010; PETROFF; PETROFF; PATE, 2001). Os fibroblastos
possuem didmetro de aproximadamente 15 pM, compreendem 10% de todas as células
e 6% do volume total do CL bovino (O’SHEA; RODGERS; D’OCCHIO, 1989;
SKARZYNSKI; FERREIRA-DIAS; OKUDA, 2008; STOCCO; TELLERIA; GIBORI,
2007). Os fibroblastos sdo classicamente associados aos componentes estruturais de um

tecido e produzem glicosaminoglicanas, colageno e também citocinas (PATE, 1994).

Desenvolvimento do corpo liteo

O CL formado a partir das células remanescentes do foliculo ovulado
(MAALOUEF et al., 2014; ROTHCHILD, 2013). Desenvolve e atinge a maturidade
estrutural e funcional durante o periodo luteinico, e na auséncia de gestacio, ocorre a
regressao da glandula (SPEROFF, 1988). A principal funcdo do CL € a secrecdo de P4,
imprescindivel para a manutencdo da gestacdo nos mamiferos (GINTHER et al., 2007,
2009; RODGERS; MITCHELL; SIMPSON, 1988). Se a gestacdo nao ocorrer, a
concentracgdo circulante de P4 diminui devido a regressdao do CL (MCCRACKEN et al.,
1972; SKARZYNSKI; FERREIRA-DIAS; OKUDA, 2008). Isto permite a liberacao do
LH pela adeno-hipdfise, crescimento do foliculo ovariano, com consequente aumento
das concentragdes plasmaticas de estradiol (E2) e inicio de um novo ciclo. Em resposta
ao aumento nos niveis de E2 e aumento da amplitude de LH, as células da granulosa e
da teca sdo submetidas a rdpidas mudangas morfolégicas e bioquimicas, que permitem a
transformagdo em LCs (ALILA; HANSEL, 1984; O’'SHEA; WRIGHT; DAVIS, 1987;
REKAWIECKI et al., 2008).
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CORNER (1919) propos pela primeira vez o conceito de que células
esteroidogénicas sdo derivadas das células da granulosa e da teca. HANSEL; SEIFART,
(1967) mostraram que SLC sdo derivadas das células da teca. ALILA; HANSEL,
(1984) usaram anticorpos expressos especificamente nas células da granulosa e da teca
durante o periodo de diferenciacdo, o que lhes permitiu provar a hipdtese proposta por
CORNER (1919). Além disso, o estudo demonstrou que SLC tém a capacidade de
proliferar e diferenciar-se em LLC nos estidgios mais tardios do ciclo (ALILA;
HANSEL, 1984). MEIDAN et al. (1990) também observaram em um estudo in vitro a
similaridade entre as células da granulosa e da teca quando sofreram luteinizacdo, em

termos de morfologia e producdo de P4.

Producao de progesterona no corpo liteo

O desenvolvimento e funcionalidade do CL sdo dependentes do LH nos animais
domésticos (SCHAMS; BERISHA, 2004). Estudos de KALTENBACH et al. (1968) e
DENAMUR; KANN, (1973) demostraram que as concentragcdes de P4 caem
drasticamente durante a fase ldtea, em ovelhas apds a remocdo da hipofise. A
concentracdo plasmdtica de P4 também foi reduzida, como consequéncia da supressdao
dos pulsos de LH, apds a administracio de antagonista de hormoénio liberador de
gonadotrofina (GnRH) em vacas nos dias 2 e 12 do ciclo estral (PETERS et al., 1994).
Embora o LH seja um importantissimo estimulo para a produgdo de P4, quase 80% da
P4 € sintetizado pelas LLC (CHEGINI et al., 1991; HARRISON; KENNY;
NISWENDER, 1987; NISWENDER et al., 2013).

As SLC expressam grande quantidade de receptores para LH em sua membrana
e respondem de forma efetiva ao LH in vitro (ALILA et al., 1988; NISWENDER et al.,
2000; URSELY; LEYMARIE, 1979). O LH estimula a via adenosina monofosfato
ciclico/proteina quinase A (AMPc/PKA), aumentando as concentragdes de AMPc e a
secrecdo de P4 pelas SLC (HOYER; FITZ; NISWENDER, 1984; NISWENDER et al.,
2000; WEST et al., 2001). As LLC ndo respondem a ligacdo do LH ao seu receptor na
membrana celular e a produ¢do de P4 nao é diretamente ativada pela AMPc e PKA
(HOYER; NISWENDER, 1986; NISWENDER et al., 2000). DIAZ et al. (2002)
concluiram que as SLC sdo estimuladas para sintetizar P4 através da via AMPc/PKA,
enquanto LLLC ndo necessitam da estimulacdo hormonal do LH devido a grande

quantidade AMPc/PKA ja existente na célula.
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As lipoproteinas de baixa (LDL) ou de alta densidade (HDL) produzidas pelo
figado sdo as principais fontes de colesterol para a sintese de P4 pelas LCs
(GRUMMER; CARROLL, 1988; NISWENDER, 2002; REKAWIECKI et al., 2008).
As LCs cultivadas in vitro utilizam LDL e HDL para a producdo de P4 (PATE;
CONDON, 1982). A adicao de lipoproteinas nas LCs em cultivo provoca o aumento da
producdo de P4 (PATE; CONDON, 1982; WILTBANK et al., 1990).

A constatacdo de que a HDL estimula a producdo de P4 mais que a LDL pode
nido ser tdo surpreendente quando se considera que o HDL € a lipoproteina mais
abundante no plasma sanguineo na espécie bovina e é rica em ésteres de colesterol
(GRUMMER; CARROLL, 1988). As LCs contém receptores para LDL/HDL, e esses
sdo responsdveis pela endocitose dessas lipoproteinas (DIAZ et al., 2002). O receptor
para LDL liga-se a duas proteinas, a apolipoproteina B e apolipoproteina E (ARGOV;
SKLAN, 2004; OSUGA et al., 1998).

Ap6s a internalizagdo das lipoproteinas, o colesterol € clivado no interior do
lisossomo (MAXFIELD; WUSTNER, 2002), e transportado do exterior para o interior
da membrana mitocondrial (GRUSENMEYER; PATE, 1992; NISWENDER, 2002;
PRIVALLE; CRIVELLO; JEFCOATE, 1983; REKAWIECKI et al., 2008). As
principais proteinas envolvidas no transporte de colesterol para a membrana
mitocondrial interna sdo a proteina reguladora aguda da esteroidogénese (StAR;
(BERTAN et al., 2006; MILLER, 2007; STOCCO; CLARK, 1996; STOCCO, 2001) e o
receptor periférico tipo benzodiazepinico (PBR; MISHRA; PALAI, 2014;
PAPADOPOULOS; BROWN, 1995; WEST et al., 2001). WEST et al. (2001)
propuseram que a StAR transfere o colesterol para o PBR, o que facilita a transferéncia
para o interior da membrana mitocondrial.

Uma vez que o colesterol € transportado para a membrana mitocondrial
interna pela StAR, o colesterol é convertido em pregnenolona através da enzima
citocromo P450 side chain cleavage (P450scc; HANUKOGLU, 1992; NISHIMURA et
al., 2006; NISWENDER, 2002; STOCCO, 2001), a enzima P450scc catalisa o primeiro
passo da sintese de P4 em uma reacdo de duas hidroxilacdes e clivagem da cadeia
lateral do colesterol (HANUKOGLU, 1992). A conversao da pregnenolona em P4 pela
enzima 3f-hidroxiesteroide desidrogenase (33-HSD) ocorre no reticulo endoplasmaético
liso (Figura 1; CHRISTENSON; DEVOTO, 2003; LAUBER et al., 1993;
NISWENDER, 2002).
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Figura 1. Esquema representativo das etapas da via esteroidogénica em uma célula
luteinica esteroidogénica. A ativacdo da PKA aumenta a atividade da colesterol esterase
(1), o transporte de colesterol no citoplasma (2), e o transporte de colesterol do
citoplasma para a membrana mitocondrial interna (3). A ativagdo da PKC diminui o
transporte de colesterol no citoplasma (4) e do citoplasma para a membrana
mitocondrial interna (5). Adaptado de Niswender et al. (2000)

O LH estimula a secrecdo de P4 in vivo (NISWENDER et al., 2013) e in vitro
(DEL VECCHIO et al., 1994; HANSEL; SNOOK, 1970; PATE; CONDON, 1984).
Relatos anteriores demonstraram que a suplementacao com LH prolongou a vida do CL
(HANSEL; SEIFART, 1967; HANSEL; SNOOK, 1970). A liberacdo pulsatil de LH,
também € necessdria para o desenvolvimento do CL nos animais domésticos
(PATWARDHAN; LANTHIER, 1980; WEBLEY et al., 1991) e primatas (PETERS et
al., 1994). Além do LH, outros fatores sdo responsaveis por regular a esteroidogénese
luteinica e aumentar a producdo de P4. As catecolaminas estimulam a produgdo de P4,
com o auxilio de receptores B-adrenérgicos encontrados na membrana celular do CL
(BATTISTA; CONDON, 1986; BATTISTA et al., 1987, CONDON; BLACK, 1976;
PERKINS et al., 1985).

A noradrenalina estimula a secrec@o de ocitocina pelo ovario e de P4 pelo CL
bovino (JAROSZEWSKI; KOTWICA, 1994; KOTWICA; SKARZYNSKI, 1993;
KOTWICA et al., 1991). O efeito da noradrenalina sobre a producdo de P4 e ocitocina
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no CL estd associado ao aumento da atividade de enzimas 33-HSD e da P450scc,
necessdrias para a sintese destes dois hormonios (BOGACKI; KOTWICA, 1999;
MISZKIEL; KOTWICA, 2001). A noradrenalina aumenta também a disponibilidade de
colesterol para a sintese de P4 (WILTBANK et al., 1990).

O neuropeptideo-Y e polipeptideo intestinal vasoativo também influenciam a
producdo de P4 e ocitocina in vitro (MIYAMOTO et al., 1993). O hormonio do
crescimento (GH) e o fator de crescimento semelhante a insulina (IGF) também
aumentam a producdo de P4 (CONSTANTINO; KEYES; KOSTYO, 1991; DEVOTO
et al, 1995; LIEBERMANN; SCHAMS, 1994). MILVAE; HANSEL (1980)
propuseram que varias PGs poderiam estimular a sintese de P4. A adicdo das PGI2 e
PGE2 aumentou a producdo da P4 pelas LCs cultivadas in vitro (MILVAE; HANSEL,
1980).

A PGF2a ¢ responsavel pela diminui¢do da sintese de P4 pelas LCs em bovinos,
ovinos, suinos, seres humanos, ratos/coelhos pseudogestantes e gestantes in vivo
(NISWENDER; NETT, 1994; SKARZYNSKI, 2001; TREVISOL et al., 2011). No
entanto, ha certa dificuldade em demonstrar os efeitos luteoliticos da PGF2a sobre a
secrecdao de P4 pelas LCs cultivadas in vitro, ja que hé a necessidade de condigdes de
cultivo apropriadas. Muitos autores obeservaram a estimulacdo da secre¢do de P4 apds a
adi¢do de PGF2a em cultivo de LCs pertencentes a fase média do ciclo (BAH et al.,
2006; KORZEKWA et al., 2008, 2004; OKUDA et al., 1998; SHIRASUNA et al.,
2004). A acdo luteolitica da PGF2a tem participagdo da proteina quinase C (PKC) e
dos fons de cdlcio (Ca**) como segundos mensageiros no interior das LCs (MILVAE;
HINCKLEY; CARLSON, 1996; WILTBANK; OTTOBRE, 2003). Portanto, a acdo da
PGF2a deve causar a inibicdo da secre¢do de P4 nas LCs (MIYAMOTO et al., 2005;
NISWENDER et al., 2000; SEN et al., 2005). Contudo, OKUDA et al. (1998)
demonstraram que a PKC pode servir de mediador de possiveis acdes luteotréficas da
PGF2a no cultivo in vitro de LCs pertencentes a fase média. A possivel razdo para tais
efeitos estdo nos diferentes sistemas de cultivo utilizados e, consequentemente,
diferencas no contato célula-a-célula, juncdes comunicantes e comunicacao entre as
SLC e LLC e os demais tipos celulares presentes no CL (BAH et al., 2006;
KORZEKWA et al., 2004; MIYAMOTO et al., 2005; OKUDA et al., 1998a; SEN et al.,
2005; SHIBAYA et al., 2005; SHIRASUNA et al., 2010).

Para diferenciar o sistema de cultivo em monocamada utilizado por OKUDA et

al. (1998); SEN et al. (2005) e TSAI, WILTBANK (1997) realizaram seus
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experimentos com suspensao de LCs, incubando e estimulando as LCs por um periodo
menor. No sistema de cultivo em suspensdo as LCs mantém o contato célula-célula
conservando a morfologia original, assim o citoesqueleto celular mantem sua
funcionalidade e uma variedade de componentes celulares, que implicam em uma
variedade de processos celulares, tais como a motilidade celular, migracdo celular,
distribuicao espacial das organelas celulares e comunica¢do intracelular (SHIBAYA et
al., 2005). KORZEKWA et al. (2008) demostraram que o sistema de cultivo que garante
um agregado tridimensional, permite o contato célula-célula, possibilitando condicdes
mais fisioldgicas para a funcdo celular do que o sistema in vitro de monocamada
(SHIBAYA et al., 2005).

A PGF2a pode diminuir a sintese de P4 a partir de diversos mecanismos
intracelulares, incluindo a downregulation dos receptores de LH, a diminuicdo da
absorcdo de colesterol pelas células, do transporte de colesterol no interior da célula
e/ou das membranas mitocondriais e da atividade das enzimas esteroidogénicas
necessdrias para a sintese de P4 (FITZ et al., 1993; NISWENDER et al., 2013; PITZEL,;
JARRY; WUTTKE, 1992; WILTBANK et al., 1990).

Regressao do corpo lateo

A lutedlise € caracterizada pela regressao estrutural e funcional do CL, que
ocorre no final da fase lutea na auséncia de gestagdo. O processo de regressdo luteinica
¢ dividido em regressao funcional, que ocorre quando as LCs perdem a capacidade de
produzir P4 (Revisado por NISWENDER et al., 2000), e regressdo estrutural, que
envolve a apoptose das células esteroidogénicas e involucdo do tecido luteinico

(Revisado por PATE, 1994).

Morte funcional do corpo liteo

A PGF2a sintetizada pelas células do endométrio, € transportada ao ovario por
uma via de transferéncia de contracorrente da veia uterina para a artéria ovariana,
ignorando a circulagdo sisttmica (GINTHER et al., 1974; LEE et al., 2010;
NISWENDER et al., 2013). A PGF2a produzida no corno uterino entra na artéria
ovariana pela veia utero-ovariana e chega ao CL ipslateral ao corno que a produziu.

Esse percurso destinado ao transporte da PGF2a, sem a passagem pela circulagdo
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periférica, impede que PGF2a seja imediatamente metabolizada pelos pulmdes (PIPER;
VANE; WYLLIE, 1970).

A regressdo funcional € diretamente estimulada pela ativacdo da PGF2a via
receptor de membrana expressos principalmente nas LLC por toda a vida do CL
(ALILA et al., 1988; CHEGINI et al., 1991; WILTBANK et al., 1995). Os receptores de
PGF2a acoplam-se a proteina G e se ligam a receptores de alta afinidade, induzindo a
ativacdo da fosfolipase C (BERRIDGE; IRVINE, 1984; MIWA et al., 1990;
SAKAMOTO et al., 2002; STOCCO; TELLERIA; GIBORI, 2007). A Fosfolipase C
catalisa a hidrolise de fosfatidilinositol 4,5-bifosfato em inositol 1,4,5- trifosfato (IP3) e
1,2-diacilglicerol (DAG; BERRIDGE; IRVINE, 1984; DAVIS et al., 1988). O aumento
nas concentracdes citoplasmaticas de IP3 resulta na liberacdo de Ca®* livre do reticulo
endoplasmatico liso para o citoplasma (BERRIDGE; IRVINE, 1984; REKAWIECKI et
al., 2008). O aumento do Ca** livre e DAG, localizados na membrana plasmadtica,
estimula a atividade catalitica do Ca** dependente da PKC (Figura 2; AROSH et al.,
2004; NISHIZUKA, 1986). Acredita-se que a PKC estd envolvida nas acdes anti-
esteroidogénicas da PGF2o nas LLCs, resultando em modificagdes das proteinas
celulares envolvidas na esteroidogénese, disponibilidade do colesterol, expressdo e
ativacdo de proteinas envolvidas na apoptose e manutencdo da matriz extracelular
(LUM; MALIK, 1996; REKAWIECKI et al., 2008; SCHWARTZMAN; CIDLOWSKI,
1993; STOCCO; TELLERIA; GIBORI, 2007)



33

oV

Y /
@) ) —
(Morte celular)

Progesterona EI

\\ Colesterol //
a (lipoproteinas)

Figura 2. Modelo representativo das vias envolvidas nas fungdes e regulacdo da célula
luteinica grande (LLC). LH, hormdnio luteinizante; PGF2a, prostaglandina F2a; PG,
proteina G causando a estimulacdo da FLC, fosfolipase; que cliva o IP3, trifosfato
inositol; que induz a liberacdo do célcio, Ca**. O aumento do DAG, diacilglicerol; da
via PIP3, fosfatidilinositol (3,4,5)-trifosfato com Ca’" estimula a fosforilagdao de fatores
associados com a ativagdo da PKC, proteina quinase C. Adaptado de Niswender et al.
(2000).

A PKC inibe a produgdo de P4 pelas LCs (ALILA et al., 1990; HOUMARD et
al., 1991). MCGUIRE; JUENGEL; NISWENDER, (1994) demonstraram
farmacologicamente que a ativacdao da PKC in vivo causou a diminui¢do da secrecdo de
P4, sem causar a morte das LCs. Além disso, o Ca’" intracelular parece suprimir a
esteroidogénese induzida pelo LH e pode ser responsdvel pela inducdo da morte celular
(ALILA et al., 1990; NISWENDER et al., 2006; WILTBANK; KNICKERBOCKER;
NISWENDER, 1989).

Os pulsos de ocitocina estimulam uma pequena liberacdo de PGF2a do
endométrio que ird desencadear a liberagdo de ocitocina do CL. As LLC sdo a fonte de
ocitocina luteinica nas ovelhas (RODGERS et al., 1983) e nas vacas (FIELDS et al.,
1992). A ocitocina liberada do CL amplifica a liberagdo de PGF2a pelo ttero no inicio
da lutedlise e diminui a medida que progride a lutedlise (MCCRACKEN; CUSTER;
LAMSA, 1999). A ocitocina é mais abundante no meio do ciclo do CL. Nos dias 17 e



34

19 do ciclo estral, apenas 5% da LLC contém ocitocina (FIELDS et al., 1992). Vdrios
estudos tém demonstrado que a imunizagdo contra ocitocina prolonga o ciclo estral

(COOKE; HOMEIDA, 1984; SCHAMS; PROKOPP; BARTH, 1983).

Regressao estrutural do corpo liteo

Um dos fatores que contribuem para a regressdo do CL € a variacdo do fluxo
sanguineo luteinico, o tratamento com PGF2q, inicialmente aumenta o fluxo sanguineo
luteinico, e logo apds diminui (ACOSTA et al., 2002; MIYAMOTO et al., 2005;
SHIRASUNA et al.,, 2008). O declinio no fluxo sanguineo causado pelo
enfraquecimento e bloqueio dos vasos com debris celulares, resulta na perda de
nutrientes e fatores de crescimento necessarios para o suporte luteotrofico (GAYTAN et
al., 1999). A perda da vascularidade luteinica prejudica a viabilidade do CL e € um
componente necessario para o desencadeamento da lutedlise. As ECs sdo as primeiras
afetadas pela PGF2a, seguida pelas LCs e os fibroblastos (SAWYER et al., 1990).

Durante a lutedlise, o CL perde a capacidade esteroidogénica devido a apoptose
das células mediada via FAS (JUENGEL et al., 1993; SAWYER et al., 1990;
TANIGUCHI; YOKOMIZO; OKUDA, 2002). A regulacido da FAS nas LCs € induzida
por citocinas pro-inflamatérias como o TNF-a, IFNG-y e IL1- (BENYO; PATE, 1992;
FAIRCHILD; PATE, 1991; OKUDA; SAKUMOTO, 2003; TOWNSON; PATE, 1996).
TANIGUCHI; YOKOMIZO; OKUDA, (2002) demonstraram que o IFN-y e a
combinag@o do TNF-a e IFN-y aumentam a expressao do RNAm da FAS em cultivo de

LCs JUENGEL et al., 1993; RUEDA et al., 1997).

Células imunes e o corpo liteo

Diversos estudos tem mostrado a presenca das ICs na regressdao do CL (PATE;
JOHNSON-LARSON; OTTOBRE, 2012; PATE et al., 2010; PENNY et al., 1999;
TOWNSON; O’CONNOR; PRU, 2002). As LCs expressam moléculas de
histocompatibilidade maior (MHC) classe I e classe II (FAIRCHILD; PATE, 1989;
KENNY et al, 1991; PARK et al., 2004; PATE; KEYES, 2001). As moléculas de MHC
I sdo expressas em todas as células nucleadas, enquanto que as moléculas de MHC
classe II sdo expressas apenas nas células apresentadoras de antigenos (BENYO et al.,
1991). Foi demonstrado que a expressdo de moléculas de MHC I é abundante no inicio
da vida do CL, ja as MHC II sdo mais expressas na fase média, cerca de 80% de

moléculas MHC II foram detectados na LLC (BENYO et al., 1991). Além disso, a
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expressdao de MHC II aumenta também durante a fase tardia do CL e apds a agdo da
PGF2a nas SLC. Estes dados fornecem evidéncias de que as LCs sdo capazes de
processar peptideos e funcionar de forma semelhante as células apresentadoras de
antigenos (BENYO et al., 1991). Apds a perda de fungdo, as LCs sofrem involugdo,
com a acdo das ICs (PATE; JOHNSON-LARSON; OTTOBRE, 2012; POOLE; PATE,
2012).

Os macréfagos, responsdveis pela fagocitose, aumentam em nimero durante a
regressdo luteinica (PAAVOLA, 1979; PATE; KEYES, 2001; SHIRASUNA et al.,
2013). A proteina quimiotdtica de mondcitos 1 (MCP-1) € expressa nas ECs e ¢
responsdvel por controlar a infiltragdo de macréfagos no CL durante lutedlise
(TOWNSON; O’CONNOR; PRU, 2002; TSAL WILTBANK, 1997).

Os neutréfilos desempenham papel fundamental durante o processo
inflamatorio, podem contribuir para a citotoxicidade através da producdo de o6xido
nitrico e de radicais superéxido (MCCORMICK; SIBER; MAURELLI, 1998).
PETROFF; PETROFF; PATE, 2001, demonstraram que os linfécitos T sdo ativados
apos ligagdo as moléculas de MHC expressas nas LCs. A PGF2a afeta as LCs e regula
positivamente a sua capacidade de induzir a proliferagdo das células T (CANNON;

PATE, 2006; NDIAYE et al., 2012; POOLE; PATE, 2012).

Cultivo e co-cultivo in vitro de células do corpo liteo

O cultivo celular tem sido utilizado para o estudo das LCs com objetivos e
metodologias variadas ao longo dos anos. Os métodos de cultivo variam entre
laboratérios e dependem de cada ensaio em especifico, do tempo de cultivo, do tipo de
célula a ser cultivado isoladamente ou em combinacdo (co-cultivo), e dos parametros a
serem avaliados (expressao génica, expressao proteica, producao hormonal, producdo de
fatores angiogénicos, viabilidade celular, entre outros; BATISTA, 2011; DEL
VECCHIO; THIBODEAUX; HANSEL, 1995; PATE, 1993; ROBINSON et al., 2008).

Os métodos de obtengdo do CL para posterior cultivo em laboratério variam
entre a remocao cirdrgica de um fragmento (biépsia) por acesso transvaginal guiado por
ultrassonografia transretal (CANNON; PATE, 2006; DEL VECCHIO et al., 1994), a
obtencdo dos ovérios por ovariectomia (SHIRASUNA et al., 2010, 2012), enucleacdo
do CL por via transvaginal (CANNON; PATE, 2006; FAIRCHILD; PATE, 1989;
TOWNSON; PATE, 1996) ou ainda a aquisicdo em abatedouros proximos, proveniente
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de fémeas abatidas no local (BATISTA, 2011; KAMADA; IKUMO, 1997;
NISHIMURA et al., 2006; SHIBAYA et al., 2005).

O cultivo de células obtida a partir da dissocia¢do enzimética do tecido luteinico
parece ser o método mais utilizado pelas diversas equipes de pesquisa, por permitir
ensaios de curta (CANNON; PATE, 2006; GRAZUL-BILSKA et al.,, 1996;
KORZEKWA et al., 2008, 2004; THIBODEAUX et al., 1994) e longa duragdo
(ARIKAN; RODWAY, 2000; FRIDEN et al., 1999; PATE; CONDON, 1982, 1984).
Quanto aos métodos de isolamento celular, existe uma grande variedade de métodos
disponiveis. Assim, podemos encontrar na literatura ensaios com populacdes de células
heterogéneas produzidas com a simples digestdo enzimdtica do tecido, que podem
conter, ndo s6 células LCs, mas também ECs e ICs (ARIKAN; RODWAY, 2000;
GRAZUL-BILSKA et al., 1996; KORZEKWA et al., 2008; SHIRASUNA et al., 2012;
SKARZYNSKI; FERREIRA-DIAS; OKUDA, 2008; TALBOTT et al., 2014).

Ainda sd3o utilizadas populacdes celulares obtidas a partir de vérias técnicas de
separacdo, como a centrifugacdo em gradientes de Percoll® que separa as células pela
sua densidade (BATISTA, 2011; FRIDEN et al., 1999), a citometria de fluxo (DEL
VECCHIO et al., 1994), a sedimentacdo por gravidade (ALILA et al., 1988), a adesdo a
esferas magnéticas cobertas com anticorpos para antigenos da superficie celular, muito
utilizadas para a separacdo de ECs ou ICs (KOHEN et al., 1999; KORZEKWA et al.,
2008; SHIBAYA et al., 2005; SHIRASUNA et al., 2012).

Os sistemas de co-cultivo vem sendo muito empregado para o estudo das
interagdes entre as populacdes celulares (KORZEKWA et al., 2008, 2004; KUMAGAI
et al.,, 2014; LIPTAK et al.,, 2005; TALBOTT et al., 2014). Recentemente, esses
sistemas sdo foco de grande interesse para o estudo de sintéticos bioldgicos e
engenharia de complexos sistemas multicelulares (GOERS; FREEMONT; POLIZZI,
2014).

A nivel basico, o co-cultivo celular possibilita a interagdo entre dois ou mais
tipos de células com certo grau de contato entre elas. Entre as principais indicagdes para
uso do co-cultivo estdo o estudo interagdes naturais e processos fisioldgicos entre as
populacdes celulares, possibilitando a criacdo de modelos experimentais e ambientes
biomimético de sistemas naturais, tais como tecidos artificiais (KOTWICA;

SKARZYNSKI, 1993; SCHALLENBERGER et al., 1984; SHIBAYA et al., 2005).
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Concanavalina — A

A concanavalina A (CONA) é uma lectina (proteina ligadora de carboidratos)
extraida originalmente do "jack-bean" (ou feijdo-de-porco, Canavalia ensiformis), é
membro da familia das lectinas leguminosas (SHARON; LIS, 2004). A CONA se liga
especificamente a certas estruturas encontradas em
diversos agucares, glicoproteinas e glicolipideos (LIENER, 2012). A CONA ¢
um mitégeno de plantas e é conhecido pela sua habilidade em estimular subgrupos de
células T de camundongo (ERHARDT et al., 2007; SASS et al., 2002). A CONA foi a
primeira lectina a ser disponibilizada comercialmente, sendo amplamente usada
em biologia e bioquimica para caracterizar glicoproteinas e outras entidades dotadas de
acucares na superficie de diversas células (SCHIEFER et al., 1975). Ela também ¢é
usada para estudar a regulacdo de diversas ICs (CHERRY et al., 2008; DWYER;
JOHNSON, 1981a; FERNANDEZ-RIEJOS et al., 2010; SAKAGUCHI et al., 2001).

O estudo das lectinas comecou no século XIX com a descoberta de que extratos
de certas plantas além de serem téxicos para homens e animais poderiam também
aglutinar eritrécitos. Devido as lectinas possuirem habilidade de se ligar a mono e
oligossacarideos, cada ligacdo pode resultar em efeitos bioldgicos variados
(MACHUKA et al., 1999; SHARON; LIS, 2004). Alguns destes efeitos servem como
base para a aplicacdo de lectinas na investigacdo de problemas quimicos e bioldgicos,
como por exemplo, a estimulacdo mitogénica de linfécitos e a inibicdo do crescimento
de células tumorais (LIS; SHARON, 1986; SHARON; LIS, 2004).

Dentre as diversas atividades bioldgicas atribuidas as lectinas, destacam-se a
identificacdo de grupos sanguineos, a caracterizacdo de microorganismos, a estimulacao
mitogénica de células imunes, a deteccdo e o isolamento de carboidratos em superficie
celular (BEUTH et al.,, 1995). Estas moléculas estdo envolvidas nos processos de
reconhecimento e das interacdes celulares, atividades essenciais na proliferacio,
diferenciac¢ao, inibicao por contato e morte celular, assim como na formacado de 6rgaos,
migracdo celular, defesa imunoldgica, metéstases, iniciacdo de infecgcdes e simbiose
(BEUTH et al.,, 1995; HOLMSKOV et al.,, 1994; LIS; SHARON, 1986; MODY;
MACDONALD, 1995; SHARON; LIS, 1989, 2004). As lectinas mitog€nicas possuem
a capacidade de aumentar a sintese de DNA e de induzir a transformacao bléstica de
populacdes especificas de linfécitos (BARBOSA et al., 2001). A estimulacdo de
leucécitos na presenca das lectinas pode resultar na produgdo de diversas citocinas,

como as interleucinas (IL-2, IL-3, IL-5, IL-6), fator estimulador de coldnia
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granulécitos-macréfagos (GM-CSF) e INF-y (COLTRI et al., 2008; GILLESPIE, 2007;
LOUIS et al., 2000; NICOLETTT et al., 2000). A funcdo das lectinas enddgenas na
interacdo célula-célula e célula-matriz sdo fundamentais na proliferacdo, diferenciacdo e
migracdo celular (SELL, 2008). O processo ¢ mediado pelas interagdes entre as
glicoproteinas de superficie celular, as moléculas de adesdo e seus receptores (SELL,
2008).

As lectinas por se ligarem a sacarideos especifico sdo comumente utilizadas para
caracterizar a solubilidade da membrana, caracterizar a ligacdo de lipoproteinas (LIS;
SHARON, 1973; VAUHKONEN et al., 1985) e explorar a topografia da superficie
dessas células (WISE; GREEN, 1978). A LDL tem habilidade de inibir a acdo
hemaglutinante da CONA, isso indica que h4d uma interacao entre as lipoproteinas e as
lectinas (HARMONY; CORDES, 1975; VAUHKONEN et al., 1985). A LDL reage
diretamente com a CONA formando um complexo (HARMONY; CORDES, 1975). A
galactose tem influéncia na formacdo desse complexo, sugerindo que a ligacdo a
sacarideos, ativa o sitio da CONA que participa da reagdo com a LDL, ja que o receptor
de LDL contém residuo de carboidrato (HARMONY; CORDES, 1975).

H4 uma gama de trabalhos correlacionando as interagdes da CONA com as ICs
(DWYER; JOHNSON, 1981; GANTNER et al., 1995; INAFUKU et al., 2013;
POWELL; LEON, 1970; RITT et al., 2015). No entanto, existem pouquissimos estudos
relacionados a aplicagcdo das lecitinas com as células do CL. LIPTAK et al. (2005) e
TALBOTT et al. (2014) observaram a queda da produgdo de P4 quando adicionado
CONA, no entanto em co-cultivo de LCs com ICs. Segundo esses autores o motivo da
diminui¢do da secre¢do da P4 se deu pelas citocinas pro-inflamatdrias derivadas das
ICs, como o IFN-y e TNF-a, prejudicando a esteroidogénese das LCs. Provavelmente
esse complexo CONA/lipoproteinas inviabiliza a ligacio com o receptor para
lipoproteinas presente na membrana das LCs, e previne a endocitose dessas moléculas,
precursoras na producdo de P4. Outra possivel acdo do complexo CONA/lipoproteinas
seria a internalizacdo desse complexo, porém com o comprometimento da agdo dos
ésteres e enzimas citoplasmaéticas, relacionadas a disponibilidade do colesterol para a

producdo de P4.
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CAPITULO I

EFEITOS DA CONCANAVALINA-A NA PRODUCAO DE PROGESTERONA
NO CULTIVO IN VITRO DE CELULAS LUTEINICAS ESTEROIDOGENICAS
EM BOVINOS

Este artigo serd submetido em formato de short communication ao periédico
Reproduction in Domestic Animal e encontra-se de acordo com as normas de
submissao exigidas. Contudo, estd sendo utilizada a lingua portuguesa e as figuras estio

entre os paragrafos dos resultados apenas para facilitar a leitura e discussdo da tese.
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Short Communication

Efeitos da concanavalina-A na producido de progesterona no cultivo in vitro de

células luteinicas esteroidogénicas em bovinos

FC Destro’, I Martin?, FC Landim e Alvarengal, JL Pate’, JCP Ferreira

'Departamento de Reproducdo Animal e Radiologia Veterindria, FMVZ — UNESP,
Botucatu, Sdo Paulo, Brasil; >Universidade de Uberaba (Uniube), Uberaba, Minas
Gerais, Brasil; 3Departamento de Ciéncia Animal, Universidade Estadual da Pensilvania

(Penn State University), University Park, Pensilvania, Estados Unidos.

O objetivo deste trabalho foi avaliar os efeitos da concanavalina-A (CONA) na
producdo de progesterona (P4) no cultivo in vitro de células luteinicas esteroidogénicas
(LCs) bovinas. Corpos liteos (CLs) pertencentes a fase média (10-12 dias; n=5) foram
coletados e processados em laboratorio. As LCs foram cultivadas por 07 dias em
atmosfera umida a 5% de CO,, com ou sem a adi¢do 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. As células foram
contadas no D7 de cultivo. Valores com P<0,05 foram considerados diferentes
estatisticamente. O cultivo de LCs na presenca de CONA diminuiu a capacidade
secretoria de P4 das LCs e este efeito foi revertido pela adicao de LH no meio de cultivo
no DI, mas ndo no D7. A a¢do supressora da CONA foi mais evidente no cultivo que
nao empregaram o SFB. O numero de células ndo variou entre os tratamentos

empregados.

O CL € um 6rgao transitdrio responsavel pela secre¢do de P4, essencial para o
estabelecimento e manutengdo da gestacdo na espécie bovina. Caso a gestacdo nao seja
estabelecida, o CL regride com rapida perda da secrecio de P4, seguido pelo
rompimento dos vasos sanguineos e da morte das LCs (Maalouf et al., 2014;
McCracken et al., 1981; Nett et al., 1976).

Devido sua importancia, a esteroidogénese luteinica bovina € foco de extensos

estudos in vivo e in vitro. A maioria dos estudos in vitro envolve incubagdes de curta
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duracdo de pequenos fragmentos de tecidos ou LCs dissociadas. Embora de uso
limitado nos estudos de longa duracdo, os sistemas de cultivo in vitro das LCs excluem
a influéncia hormonal endégena, presente nos estudos in vivo (Pate e Condon, 1982), e
se constituem em poderosa ferramenta para investigagdes de curto prazo da funcio
luteinica (Pate, 1993).

A CONA, lectina derivada do “Jack bean” (feijao-de-porco - Canavalia
ensiformis) capaz de interagir com diversas moléculas contendo manose, €
frequentemente empregada em estudos relacionados a funcdo das células imunes dos
mamiferos, sendo capaz de induzir a proliferacio de células T supressoras. Outra
caracteristica da CONA € a sua capacidade de se ligar com a lipoproteina de baixa
densidade (LDL) formando um complexo (Harmony e Cordes, 1975).

Liptak et al. (2005) e Talbott et al. (2014) observaram a queda da producao
luteinica de P4 quando a CONA foi adicionada a um sistema de co-cultivo in vitro de
LCs e células imunes (ICs) e atribuiram esse efeito a provadvel acdo antiesteroidogénica
das citocinas pré-inflamatérias derivadas das ICs (IFN-y, TNF-a, IL-8). Contudo,
devido a sua capacidade de se ligar ao LDL, a acdo anti-esteroidogénica da CONA pode
também estar relacionada ao impedimento da ligacdo das lipoproteinas com o seu
receptor nas LCs, prevenindo a endocitose dessas moléculas, precursoras do colesterol,
substrato para a producdo de P4. O objetivo deste trabalho foi avaliar os efeitos da
CONA na produgdo de P4 no cultivo in vitro exclusivo de LCs bovinas.

Todos os procedimentos com o uso de animais foram realizados de acordo
com os protocolos aprovados pelo Comité de ética da Universidade Estadual da
Pensilvania (Penn State University). Foram utilizadas vacas da raca holandesa, preto e
branco, ndo lactantes, com idade entre 04 e 08 anos, com ciclo estral regular. Os CLs
pertencentes a fase média (10-12 dias apds a ovulag@o) foram coletados por enucleagdo
transvaginal. Uma vez removido, o CL foi imediatamente colocado em meio de cultivo
Ham’s F-12 (Gibco, Invitrogen Corporation) contendo 20 ug/mL de gentamicina
(Gentamicin Reagent Solution; Invitrogen Corporation), acondicionado em caixa de
transposte com gelo e transportado até o laboratério para posterior processamento. A
dissociacdo do tecido luteinico foi realizada de acordo com o método descrito por Pate,
(1993).

Ap6s a remocao do tecido conectivo, o CL foi dividido em quatro partes, cortado
e adicionado em meio de cultivo Ham’s F-12 suplementado com 0.5% de albumina

sérica bovina (BSA, Sigma, A9056), 20 pg/mL de gentamicina e 2000 U/g tissue
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colagenase tipo I (Worthington Biochemical Corporation, LS004196). O contetddo foi
transferido para um becker com agitador magnético e incubado por 60 minutos em
banho-maria a 37°C, com agitagdo em baixa velocidade. Durante a incubacdo, as células
foram vigorosamente aspiradas com uma pipeta a cada 10 minutos para facilitar a
dissociacdo tecidual. O sobrenadante contendo LCs foi centrifugado (208xg por 10
minutos). O pellet foi ressuspendido em 10 mL de meio Ham’s F-12 contendo
gentamicina e mantidos em caixa com gelo. Os fragmentos de tecido ndo digeridos
foram incubados em solucdo de colagenase por mais 60 minutos. Apds a 2° hora de
dissociacdo as células foram lavadas por trés vezes em centrifugacdes repetidas para
remog¢do do BSA e da colagenase. Seguindo a dissociacdo, as LCs foram ressuspendidas
em meio de cultivo Ham’s F-12, o ndmero de células foi determinado usando
hemocitometro.

As placas de cultivo foram pré-incubadas com meio de cultivo suplementadas
com 10% de SFB (Gibco®, Life Technologies, 12483-020) por no minimo 30 minutos, e
depois lavadas com meio Ham’s F-12 contendo 20 pg/mL de gentamicina. A
concentragdo celular foi 2x10° células/mL, distribuidas em placa de cultivo de 24 pogos
(ImL/pogo) por sete dias. A viabilidade celular foi determinada pela coloracao Azul de
Trypan. Foram realizados um total de cinco replicatas (n=5 CLs), durante todo o
experimento. As LCs foram incubadas em meio de cultivo Ham’s F-12 com SFB ou
sem SFB (SFB-free), suplementadas com ITS Premix™ (5 pg/mL insulina, 5 pg/mL
transferrina, 5 ng/mL selénio; Corning, Ref.354351) e 20 pg/mL de gentamicina a 38°C
em atmosfera imida (5% CO; e 95% de ar) e submetido aos seguintes tratamentos:
controle: meio de cultivo SFB-free; CONA: meio de cultivo SFB-free + CONA (10
pg/mL); LH: meio de cultivo SFB-free + Hormonio luteinizante (LH-100 pg/mL);
CONALH: meio de cultivo SFB-free + CONA (10 pg/mL) + LH (100 pg/mL);
LHPGF2a: meio de cultivo SFB-free + LH (100 pg/mL) + PGF2a (10 ng/mL);
CONALHPGF2a: meio de cultivo SFB-free + CONA (10 pg/mL) + LH (100 pg/mL) +
PGF2a (10 ng/mL); controle/SFB: meio de cultivo 10% SFB; CONA/SFB: Meio de
cultivo 10% SFB + CONA (10 pg/mL); LH/SFB: meio de cultivo 10% SFB + LH (100
pg/mL); CONALH/SFB: meio de cultivo 10% SFB + CONA (10 pug/mL) + LH (100
pg/mL); LHPGF2o/SFB: meio de cultivo 10% SFB + LH (100 pg/mL) + PGF2a (10
ng/mL); CONALHPGF20/SFB: meio de cultivo 10% SFB + CONA (10 pg/mL) + LH
(100 pg/mL) + PGF2a (10 ng/mL);
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Ap6s 24 horas, o meio de cultivo foi coletado e estocado a -20°C para
determinar a concentracdo de P4. Em seguida, foi adicionado 100% de meio de cultivo
fresco de acordo com os respectivos tratamentos. O mesmo procedimento foi repetido a
cada 48 horas até completar sete dias de cultivo. A concentracdo de P4 foi mensurada
no meio nos D1 e D7 de cultivo utilizando a técnica de enzimaimunoensaio direto (EIA)
como descrito previamente por Prakash et al. (1987). A HRP-P4 foi usada em uma
concentracao final de 1:75.000. A curva padrao variou entre 0,39 e 100 ng/mL e a dose
efetiva para 50% de inibicdo do ensaio (ED 50) foi de 4.5 ng/mL. A absorbancia foi
mensurada pelo leitor (VICTOR3, Perkin Elmer. Co) e as concentragdes de P4
apresentadas em ng/mL. O coeficiente de variacdo (CV) intra e inter-ensaio foram 5,5%
e 8,5%, respectivamente. Foram contados dois campos por pogo e os resultados foram
expressos como média das células contadas/campo.

A andlise estatistica dos efeitos do experimento, tratamentos e concentragdo de
P4 no meio de cultivo, foram analisadas utilizando Two-way ANOV A seguido por teste
de multiplas comparacdes (Teste de Tukey ANOVA; Graphpad Prism). Os resultados
foram expressos em média=SEM. Foram consideradas com significancia estatistica
quando P<0,05.

A concentragdo média de P4 no meio de cultivo no D1 (558,0 ng/mL) foi maior

que no D7 (25,4 ng/mL; P<0,05). Considerando que a P4 dosada no D1 ¢ referente a
producdo de 24 horas e que a do D7 corresponde a producao de 48 horas, os resultados
sinalizam uma perda importante da capacidade esteroidogénica luteinica ao longo do
cultivo, fendmeno bem documentado em outros estudos in vitro de LCs obtidas de CL
de 10-12 dias (Del Vecchio et al., 1995; Pate e Condon, 1982).

A semelhanca do observado em outros estudos, a concentragdo de P4 no meio
de cultivo dos tratamentos que receberam 10% SFB foi maior que a observada nos
tratamentos SFB-free (Tabela 1; Pate e Condon, 1982, 1989; Pate e Nephew, 1988;
Pate, 1993). Devido a grande diversidade de substratos metabdlicos presentes no SFB,
principalmente lipoproteinas (LDL e HDL), a capacidade esteroidogénica maxima das
LCs bovinas mantidas in vitro € obtida quando adicionado SFB ao meio de cultivo. As
LCs cultivadas em meio SFB-free, apesar de possuirem inicialmente uma quantidade
considerdvel de colesterol intracelular (goticulas lipidicas citoplasméticas), vao
progressivamente perdendo essa reserva, devido a falta dos substratos presentes no SFB
e, consequentemente, diminuindo sua produ¢do de P4 (Pate e Condon, 1982, 1989; Pate

e Nephew, 1988; Pate, 1993). Pate e Condon (1982), ao adicionarem LDL e HDL ao
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meio de cultivo, observaram o incremento na producdo da P4, sugerindo que esses sao
os fatores principais presente no SFB que influenciam aumentando a eficiéncia da

esteroidogénese.

Tabela 1. Concentragdo média de progesterona no meio de cultivo com as LCs no D1 e
D7 para amostras com 10% SFB e SFB-free.

Meio de cultivo

10% SFB 10% SFB-free
Dia 1 831,1° 319,6°
Dia 7 44,07 6,8

Letras diferentes na mesma linha indicam diferenca estatistica (P<0,05).

Foi observado efeito de tratamento na producdo de P4 no DI (Figura 1;
P<0,05). Nos cultivos realizados na auséncia de SFB, verificou-se maior secre¢ao de P4
quando as LCs foram cultivadas na presenca de CONA+LH. Nos cultivos com a
presenca de SFB os tratamentos Controle/SFB e CONA/SFB resultaram em menor
producdo de P4. O efeito depressor da CONA na secre¢do de P4 foi revertido quando
adicionado LH ao meio, independente da presenga de PGF2a, contudo, as
concentracdes de P4 foram maiores quando as células foram cultivadas com LH sem a
presenca da CONA.

O incremento da esteroidogénese no tratamento LH/SFB provavelmente
relaciona-se a maior disponibilidade das lipoproteinas oriundas do SFB (Nishimura et
al., 2006) e aos efeitos atribuidos ao LH que relacionam-se ao aumento da
disponibilidade do colesterol intracelular, via aumento da atividade da colesterol
esterase, e aumento da eficiéncia do transporte do colesterol para o interior das
mitocondrias (Niswender et al., 2000).

Liptak et al. (2005) também observaram o efeito depressor da CONA sobre a
secrecdo de P4 em LCs cultivadas in vitro. Contudo, como nesse estudo foi empregado
um sistema de co-cultivo das LCs com ICs, em que as ICs haviam sido pré-
sensibilizadas pela CONA ou que a CONA foi adicionada ao meio de co-cultivo,
concluiu-se que a presenca de CONA ou de ICs ativadas pela CONA, diminuem a
secrecdo de P4 e atribuiu-se esse efeito as citocinas inflamatérias (IFN-y, TNF-a)

oriundas das ICs ativadas pela CONA. Talbott et al. (2014) também notaram a
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diminui¢do da producdo de P4 em co-cultivo de LCs e ICs na presenga CONA, e
verificaram que esse efeito estava associado ao aumento da expressdo gé€nica da citocina
inflamatoéria IL-8. Esses achados reforcam também as afirmacdes de outras equipes que
citocinas derivadas das ICs inibem a producdo luteinica de P4 (Benyo e Pate, 1992;
Fairchild e Pate, 1989).

No entanto, como em nosso estudo foram empregadas exclusivamente LCs, os
efeitos depressores observados ndo estdo relacionados as ICs e provavelmente
relacionam-se a acdo direta da CONA sobre as LCs, confirmando a nossa hipétese. O
LDL, importante substrato para a produc¢do de colesterol intracelular possui em sua
estrutura a apolipoproteina B, constituido em 4 - 9% de carboidratos, entre estes a
manose que sabidamente possui afinidade pela CONA (Vauhkonen et al., 1985). Essa
caracteristica permite que a CONA ligue-se a LDL formando um complexo (Harmony e
Cordes, 1975), o que provavelmente invibializa a ligacdo ao seu receptor na membrana
nas LCs, impedindo sua internalizacdo, e consequentemente o aporte de colesterol.
Contudo, pouco se sabe da interagdo da CONA com a HDL, um importante substrato

para a producao de colesterol.
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Figura 1. Média e erro padrdao da média das concentragcdes de progesterona no meio de

cultivo no DI de células luteinicas esteroidogénicas cultivadas sem SFB (SFB-free;
painel esquerdo/barras cinza) ou cultivadas com 10% SFB (painel direito/barras preta).
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Diferentes letras em cada barra indicam diferenca estatistica (P<0,05). *Indica diferenca
estatistica quando adicionado 10% SFB (P<0,05).

A producdo de P4 no D7 também mostrou efeito de tratamento, sendo que,
independente da adi¢do ou ndo de SFB, as menores concentracdes foram observadas na
presenca da CONA (Figura 2; P<0,05). Os efeitos depressores foram mais evidentes no
cultivo SFB-free e provavelmente estio relacionados a afinidade da CONA com a LDL
(Harmony e Cordes, 1975). Diferente do observado no D1 para os cultivos realizados na
presenca de SFB, a adi¢do do LH no meio ndo aumentou a producdo de P4, que se
manteve a niveis semelhantes ao do controle. Esse efeito também ja foi relatado por
Jones et al. (1992) e esta relacionado a reducdo da capacidade estimulatéria do LH
devido a diminui¢do do ndmero de seus receptores presentes na membrana celular.
Também de modo diferente o LH ndo foi capaz de reverter os efeitos supressores da
CONA sobre a produgdo de P4, independente da presenca ou ndo de SFB. A auséncia
da acdo do LH provavelmente relaciona-se ao fato deste agir intracelularmente
otimizando a disponibilidade e o transporte do colesterol, sem contudo interferir nos
mecanismos de internalizacao de seus precursores (LDL/HDL) que estariam seriamente

deprimidos pela acdo da CONA.
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Figura 2. Média e erro padrdo da média das concentracdes de progesterona no meio de
cultivo no D7 de células luteinicas esteroidogénicas cultivadas sem SFB (SFB-free;
painel esquerdo/barras cinza) ou cultivadas com 10% SFB (painel direito/barras preta).
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Diferentes letras em cada barra indicam diferenca estatistica (P<0,05). *Indica diferenca
estatistica quando adicionado 10% SFB (P<0,05).

O nimero de células no D7 ndo mostrou efeito do tratamento (P>0,05); porém,
quando adicionado 10% SFB o nimero foi maior (P<0,05; Figura 3), demonstrando que
os tratamentos que o empregam resultam em maior estimulo a proliferacdo celular, o
que praticamente nao é observado quando as células sao cultivadas em meio SFB-free
(Pate, 1993). Resultados semelhantes foram obtidos por Goyeneche et al. (2006) que
observaram o crescimento exponencial de LCs murinas cultivadas na presenca de SFB,
efeito que nado foi observado na auséncia do SFB. Os efeitos proliferativos do SFB no
cultivo de LCs relacionam-se a sua capacidade de inibir a apoptose conforme observado
por Goyeneche et al. (2006); HU et al. (2001; 2004); Skarzynski et al. (2007);
Villavicencio et al. (2002).
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Figura 3. Média e erro padrio da média do nimero de células luteinicas
esteroidogénicas no D7 cultivadas sem SFB (SFB-free; painel esquerdo/barras cinza) ou
cultivadas com 10% SFB (painel direito/barras preta). Diferentes letras em cada barra
indicam diferenca estatistica (P<0,05). *Indica diferenca estatistica quando adicionado
10% SFB (P<0,05).

Em resumo, o cultivo de LCs na presenca de CONA diminuiu a capacidade

secretoria de P4 das LCs e o efeito € revertido pela adicao de LH no meio de cultivo no
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D1, mas ndao no D7. A acdo supressora da CONA foi mais evidente no cultivo que nao
empregaram o SFB. Estudos futuros sdo necessérios para uma melhor compreensdo da

interacdo da CONA na producdo de P4 pelas LCs na espécie bovina.
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CAPITULO 11

EFEITOS DA PGF2a E DA INTERACAO CELULAR NA PRODUCAO DE
PROGESTERONA NO CULTIVO E CO-CULTIVO IN VITRO DE CELULAS
DO CORPO LUTEO BOVINO

Este artigo serd submetido a Revista Ciéncia Rural e encontra-se de acordo com as

normas de submissdo exigidas.
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Efeitos da PGF2a e da interacio celular na producio de progesterona no cultivo e

co-cultivo in vitro de células do corpo liteo bovino

Effects of PGF2a and cell interaction on progesterone production on in vitro
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RESUMO
O corpo liteo (CL) € uma glandula enddcrina transitéria responsdvel pela producio de
progesterona (P4), hormo6nio imprescindivel para a manutengdo da gestacdo na espécie
bovina. O objetivo desse trabalho foi avaliar o efeito da PGF2a e das interagdes
celulares na produgdo de P4 pelas células luteinicas esteroidogénicas (LCs) cultivadas
ou co-cultivadas in vitro. No Experimento I, foram utilizados CLs pertencentes a fase
média do ciclo estral (10-12 dias, n=4). No laboratério os CLs foram processados e as
LCs foram cultivadas por 7 dias em atmosfera umida a 5% de CO,. As LCs receberam
0s respectivos tratamentos com ou sem hormoénio luteinizante (LH, 100 pg/mL):
controle; PGF2a (10 ng/mL); PGF2a (100 ng/mL); PGF2a (354,5 ng/mL). 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. As amostras que receberam LH apresentaram maior producdo de P4, e
a administracdo de diferentes doses de PGF2a ndo mostrou alteracdo no padrdo de
secre¢do de P4. No Experimento II, foram utilizados CLs pertencentes a fase média do
ciclo estral (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 7 dias em atmosfera umida a 5% de CO,. As amostras foram divididas

nos respectivos grupos com ou sem PGF2a (10 ng/mL): controle: LC no fundo da placa;
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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 producao de P4, quando adicionado PGF2a no
cultivo e co-cultivo das células do CL. Pode-se concluir que hd a necessidade de uma
maior adequacdo na metodologia de cultivo e co-cultivo in vitro das células do CL
bovino, frente ao desafio com a PGF2a, a fim de se representar um modelo fisiolégico
da funcionalidade do CL in vitro na espécie bovina.

Palavras-chave: corpo liteo, progesterona, prostaglandina F2a, cultivo celular

ABSTRACT
Corpus luteum (CL) is a transient endocrine gland responsible for the production of
progesterone (P4), the hormone essential for the maintenance of pregnancy in cattle.
The aim of this study was to evaluate the effect of PGF2a and cellular interactions in the
production of P4 by steroidogenic luteal cells (LCs) cultured or co-cultured in vitro. In
experiment I, 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 7 days in a
humidified atmosphere of 5% CO2. The LCs received the respective treatments:
Control; PGF2a (10 ng/mL); PGF2a (100 ng/mL); PGF2a (354,5 ng/mL); LH (100
pg/mL); PGF2a (10 ng/mL) + LH (100 pg/mL); PGF2a (100 ng/mL) + LH (100
ug/mL); PGF2a (354,5 ng/mL) + LH (100 pg/mL). 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. The samples that received LH produced
more P4, and the administration of different doses of PGF2a showed no change in P4
secretion. In Experiment II, 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 7 days in a
humidified atmosphere of 5% CO2. The groups were divided into: Control: LC on
bottom of the plate; LC + PGF2a (10 ng / ml): LC on bottom of the plate; Control: EC
on bottom of the plate; EC + PGF2a (10 ng / mL): EC on bottom of the plate; Co-
culture: LC + EC + IC on bottom of the plate; Co-culture + PGF2a (10 ng / mL): LC +
EC + IC on bottom of the plate; LC (bottom of the plate) + EC + IC (inside the insert);
LC (bottom of the plate) + EC + IC (inside the insert) + PGF2a (10 ng / ml); EC
(bottom of the plate) + LC + IC (inside the insert); EC (bottom of the plate) + IC + LC

(interior of the insert) + PGF2a (10 ng / ml). It was not observed variation in the
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production of P4 when added PGF2a in culture and co-culture of cells from CL. It can
be concluded that there is a need for further methodological adjustments in in vitro
culture and co-culture of cells from bovine CL challenged with PGF2a, in order to
represent physiological model of the CL functionality in cattle.

Keywords: corpus luteum, cell culture, concanavalin-A, F2a prostaglandin,

progesterone

INTRODUCAO

O CL € uma glandula enddcrina transitéria formada pela ruptura do foliculo
ovulatério, cuja fung¢do primordial € a producdo de P4, responsdvel pela preparacido do
endométrio para implantacdo embriondria e manutencdo da gestacdo na espécie bovina
(MILVAE; HINCKLEY; CARLSON, 1996; MILVAE, 2000). O CL apresenta periodos
regulares de formacdo, desenvolvimento e regressdo marcados por intensas
remodelagdes teciduais, caracterizadas pela proliferacdo, migracdo, diferenciacdo e
morte celular. O CL possui populagdes heterogéneas de células com caracteristicas
morfofuncionais e bioquimicas distintas, classificadas como células esteroidogénicas e
nao-esteroidogénicas (Revisado por MARTIN; FERREIRA, 2009).

O hormonio luteinizante (LH) tem grande impacto sobre a vida util do CL e da
secrecdo de P4 ( KARSCH et al., 1971). Trabalhos demonstraram que o LH promove o
crescimento luteinico e estimula a producdo de P4 in vivo (NISWENDER et al., 1976) e
in vitro (ARMSTRONG; BLACK, 1966; HANSEL; SNOOK, 1970). Na auséncia de
um embrido vidvel, ocorre a liberagdo de multiplos pulsos de PGF2a, acarretando na
regressao do CL (MCCRACKEN; CUSTER; LAMSA, 1999). As células imunes (ICs)
estdo presentes no CL no momento da lutedlise, e sdo mediadoras da regressao
estrutural, podendo também contribuir para a redugdo da capacidade esteroidogénica
(NDIAYE et al., 2012; PATE; KEYES, 2001; PATE et al., 2010).

A PGF2a e seus andlogos farmacolégicos agem in vivo, como agentes
luteoliticos (ATLI et al., 2012; KORZEKWA et al., 2008; NISWENDER et al., 2000;
TREVISOL et al., 2015). Entretanto, em cultivo in vitro de fragmentos de tecido
luteinico e de LCs, a PGF2a provocou aumento na producdo de P4, (BAH et al., 2006;
KORZEKWA et al., 2008, 2004; MIYAMOTO et al., 1993; OKUDA et al., 1998;
SHIRASUNA et al., 2004). Em contraste, O’GRADY et al., (1972) demonstraram que a
PGF2a foi capaz de inibir a producdo basal de P4 no cultivo in vitro de fragmentos de

tecido luteinico de coelhos e ratos. WRIGHT et al. (1980) e FLETCHER e
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NISWENDER (1982) notaram que a PGF2a nio teve efeito na producdo de P4 quando
adicionada no cultivo in vitro de LCs de fragmentos de CL.

As técnicas de cultivo e co-cultivo in vitro sao ferramentas alternativas, e vém
sendo empregadas no estudo da funcionalidade das células do CL, com objetivos e
metodologias variadas ao longo dos anos (CANNON; PATE, 2006; KIM et al., 2006;
KORZEKWA et al., 2008, 2004; NDIAYE et al., 2012; PATE; CONDON, 1982, 1989;
PATE; NEPHEW, 1988; SHIBAYA et al., 2005; WILTBANK et al.,, 1990). Os
métodos de cultivo variam entre laboratérios e dependem de cada ensaio em especifico,
do tempo de cultivo, do tipo de células a ser cultivado, e dos parametros a serem
avaliados (BATISTA, 2011).

Devido a importancia do CL, os estudos da sua fun¢do e componentes celulares
sdo fundamentais para a melhor compreensdo dos processos envolvidos no ciclo
reprodutivo. Contudo, os estudos in vivo necessitam de grandes investimentos logisticos
e econOmicos. Nesse contexto, o cultivo celular ttm se mostrado uma possibilidade
alternativa para o estudo da func¢ao celular, da luteogénese e da lutedlise.

No presente estudo, nds determinamos a influéncia direta da PGF2a na secre¢do
de P4 em diferentes condi¢Oes experimentais, cultivo e co-cultivo de células do CL
bovino. O Objetivo do Experimento I, foi determinar o efeito diferentes doses de PGF2a
na producdo de P4 no cultivo homogéneo de LCs. O objetivo do Experimento II, foi
avaliar o efeito das interagdes celulares e da PGF2a no co-cultivo de LCs, ECs e ICs na

producdo de P4.

MATERIAL E METODOS

Experimento 1. Efeito de diferentes doses de PGF2a na secrecao de progesterona

pelas células luteinicas esteroidogénicas bovina

Coleta de corpo liteo

Todos os procedimentos com o uso de animais foram realizados de acordo com
os protocolos aprovados pelo Comité de ética da Universidade Estadual da Pensilvania
(Penn State University). Foram utilizadas vacas da raca holandesa, preto e branco, nao
lactantes, com idade entre 4 e 8 anos, com ciclo estral regular. Os CLs pertencentes a

fase média (10-12 dias apds a ovulacdo) foram coletados por enucleagdo transvaginal.
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Imediatamente ap6s a remocgao, o CL foi acondicionado em meio de cultivo Ham’s F-12
(Gibco, Invitrogen Corporation) contendo 20 ug/mL de gentamicina (Gentamicin
Reagent Solution; Invitrogen Corporation) e levados até o laboratério em caixa de

transporte contendo gelo para posterior processamento.

Cultivo de células luteinicas esteroidogénicas

A dissociac@o do tecido luteinico e o cultivo das LCs foram realizados como
descritos previamente por PATE (1993). Apds a remog¢do do tecido conectivo, os CLs
foram divididos em quatro partes, cortados em tamanhos pequenos e adicionados em
meio de cultivo Ham’s F-12 suplementado com 0,5% de albumina sérica bovina (BSA,
Sigma, A9056), 20 pg/mL de gentamicina, e 2000 U/g de colagenase tipo 1
(Worthington Biochemical Corporation, LS004196) para digestdo enzimatica. O
conteido foi transferido para um becker com agitador magnético e incubado por 60
minutos em banho-maria a 37°C, com agitacdo em baixa velocidade. Durante os
primeiros 60 minutos de incubagdo, as células foram vigorosamente aspiradas a cada 10
minutos com o auxilio de uma pipeta, para facilitar a dissociac¢@o tecidual. Passada a 1*
hora de digestdo enzimadtica, o sobrenadante contendo LCs foi centrifugado (208 g/10
minutos) e acondicionados em uma caixa com gelo. O pellet foi ressuspendido em 10
mL de meio de cultivo Ham’s F-12 contendo gentamicina. Os fragmentos de tecidos
nao digeridos na primeira digestdo, foram novamente incubados em solucdo com
colagenase por mais 60 minutos a 37°C. Terminada a 2" hora de dissociag@o, a solu¢@o
contendo células foi lavada trés vezes com centrifugacdes repetidas (2.5, 1.1 e 0.2 g por
10 minutos), com meio de cultivo Ham’s F-12 contendo gentamicina. As LCs foram
ajustadas a uma concentracdo de 2x10° células/mL. As placas de cultivo foram pré-
incubadas com meio de cultivo suplementado com 10% de soro fetal bovino por no
minimo 30 minutos, depois foram lavadas com meio Ham’s F-12 contendo gentamicina.
Todos os estudos in vitro foram realizados em sistema de cultivo livre de soro fetal
bovino, desenvolvido e validado no Laboratério de Cultivo celular, Departamento de
Ciéncia Animal, Universidade Estadual da Pensilvania. As LCs foram incubadas em
meio de cultivo Ham’s F-12 e 20 pug/mL de gentamicina, suplementadas com ITS™
Premix (insulina 5 mg/mL; transferrina 5 mg/mL; selénio 5 ng/mL; Corning,
Ref.354351). As células foram cultivadas por 7 dias. No dia zero (D0) as células foram
incubadas com os respectivos tratamentos. Passado 24 horas, o meio de cultivo foi

removido e armazenado para posterior dosagem de P4. O mesmo procedimento foi
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repetido nos dias 3 (D3) e dias 5 (D5). Cada placa de cultivo foi considerada replicata e
os procedimentos foram repetidos por quatro vezes (n=4 corpos liteos).
Simultaneamente, as células receberam nos DO, D1, D3 e D5 de cultivo os
respectivos tratamentos com diferentes doses de PGF2a (Sigma Aldrich®, P5069):
Controle; PGF2a (10 ng/mL); PGF2a (100 ng/mL); PGF2a (354,5 ng/mL); LH (100
ug/mL); PGF2a (10 ng/mL) + LH (100 pg/mL); PGF2a (100 ng/mL) + LH (100
ug/mL); PGF2a (354,5 ng/mL) + LH (100 pg/mL).
As células foram incubadas a 38°C em atmosfera imida contendo 5% de CO2 e
95% de ar. Amostras de meio de cultivo foram coletadas nos D1 e D7 e armazenadas a

-20°C até a dosagem de P4.

Experimento II. Co-cultivo de células luteinicas esteroidogénicas, células luteinicas
endoteliais e células imunes. Efeitos da PGF2a e das interacées celulares na

produciao de P4.

Isolamento das células luteinicas esteroidogénicas

As LCs foram isoladas enzimaticamente como descrito previamente no
Experimento I. O sobrenadante obtido durante o isolamento das LCs foi utilizado para
coleta de ECs e ICs. As LCs foram suspensas em meio de cultivo a uma concentracdao

de 2x10° células/mL.

Isolamento das células luteinicas endoteliais

As ECs foram isoladas a partir do sobrenadante durante o isolamento das LCs.
Para o isolamento das ECs o sobrenadante foi centrifugado trés vezes por 10 minutos
(300 g a 4°C). No intervalo de cada centrifugacdo, as células foram filtradas em filtros
medindo 15 uM e 10 uM, respectivamente. Foi adicionado delicadamente 4 mL de
Ficoll (GE®, 17-1440-02) em 3 mL da solucdo contendo células que em seguida foi
centrifugada por 30 minutos (675 g em temperatura ambiente). Apds a centrifugacdo
apenas a camada média foi coletada e novamente centrifugada trés vezes por 10
minutos (300 g a 4°C). O pellet formado foi ressuspendido em meio de cultivo Ham’s

F-12 e 20 pg/mL de gentamicina a uma concentragio de 0,6x10° células/mL.

Isolamento das células do sistema imune
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As ICs foram isoladas a partir do sobrenadante durante o isolamento das LCs.
Para o isolamento das ICs o sobrenadante foi centrifugado trés vezes por 10 minutos
(300 g a 4°C). O pellet foi ressuspendido em meio Ham’s F-12 contendo 20 pg/mL de
gentamicina, incubadas por 30 minutos a 4°C, com anticorpo primdrio CD45+ (mouse
anti-bovine, clone CACTBS51A, IgG2a, WSU# BOV2039). Apés a incubacdo, as células
foram centrifugadas trés vezes por 10 minutos (300 G a 4°C). Para isolamento das ICs
foi utilizado microbeads (Goat anti-mouse IgG2a+b microbeads, Miltenyi Biotech) e
incubadas por 30 minutos a 4°C. Apds a 2° incubacdo, as células foram filtradas em
filtro de 30 uM (Miltenyi Biotech) e separadas a partir da fracdo positiva com o auxilio
do aparelho AutoMACS® Pro separator (Miltenyl Biotec). A concentracdo de ICs
utilizada foi de O,2x105 células/mL.

Co-cutivo das células luteinicas esteroidogénicas, células luteinicas endoteliais e
células do sistema imune

O experimento foi conduzido em placa de cultivo de 24 pocos (Corning®,
CLS3524). Previamente a incubacdo, as placas de cultivo foram pré-incubadas com
meio suplementado com 10% de soro fetal bovino por no minimo 30 minutos, depois
foi lavado com meio Ham’s F-12 contendo 20pg/mL de gentamicina. O experimento foi
desenvolvido em sistema de cultivo livre de soro fetal bovino.

As células foram co-cultivadas na propor¢do 1:1 de meio de cultivo Ham's F-12
e meio de cultivo EGM-2 Bullet Kit (CC 3162; 1/1), 20 pg/mL de gentamicina,
suplementadas com ITS™ Premix. As células foram co-cultivadas por 7 dias. No dia
zero (DO0) as células foram incubadas com os respectivos tratamentos. Passadas 24
horas, o meio de cultivo foi removido e armazenado, para posterior dosagem de P4. Em
seguida, meio de cultivo fresco foi adicionado. O mesmo procedimento foi repetido nos
D3 e DS5. Cada placa de cultivo foi considerada replicata e os procedimentos foram
repetidos por quatro vezes (n=4 corpos liteos).

O co-cultivo foi realizado usando combinacdes dos trés tipos celulares isolados
(LC, EC, IC) com ou sem PGF2a (Sigma Aldrich®, P5069) e com ou sem insertos para
cultivo celular (BD Falcon®, 353097). As células receberam nos DO, D1, D3 e D5 de
cultivo os respectivos tratamentos:

Controle: LC no fundo da placa; LC + PGF2a (10 ng/mL): LC no fundo da placa;
Controle: EC no fundo da placa; EC + PGF2a (10 ng/mL): EC no fundo da placa;
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Co-cultivo: LC+EC+IC no fundo da placa; Co-cultivo + PGF2a (10 ng/mL):
LC+EC+IC no fundo da placa; LC (fundo da placa) + EC+IC (interior do inserto);
LC (fundo da placa) + EC+IC (interior do inserto) + PGF2a (10 ng/mL); EC (fundo
da placa) + LC +IC (interior do inserto); EC (fundo da placa) + LC +IC (interior do
inserto) + PGF2a (10 ng/mL).

As células foram incubadas a 38°C em atmosfera umida contendo 5% de CO2 e

95% de ar. Amostras de meio de cultivo foram coletadas nos D1 e D7 e armazenadas a

-20°C até a dosagem de P4.

Dosagem de progesterona

A concentrag¢do de P4 foi mensurada no meio nos D1 e D7 de cultivo utilizando
a técnica de enzimaimunoensaio direto (EIA) como descrito previamente por
(PRAKASH et al., 1987) com dilui¢do final no D1 (1:300) e no D7 (1:10). A HRP-P4
foi usada em uma concentragdo final de 1:75.000. A curva padrdo variou entre 0,39 e
100 ng/mL e a dose efetiva para 50% de inibi¢ao do ensaio (ED 50) foi de 4.5 ng/mL. A
absorbancia foi mensurada pelo leitor (VICTOR3, Perkin Elmer. Co) e as concentracdes
de P4 apresentadas em ng/mL. O coeficiente de variagdo (CV) intra e inter-ensaio foram

5,5% e 8,5%, respectivamente.

Andlise estatistica

A andlise estatistica dos efeitos do experimento, tratamentos e concentragdo de
P4 no meio de cultivo (Experimento I e II; médiatSEM), foram analisados utilizando
two-way ANOVA seguido por teste de multiplas comparacdes (Teste de Tukey
ANOVA; Graphpad Prism). Foram consideradas com significancia estatistica quando

P<0,05.

RESULTADOS

Experimento 1. Efeito de diferentes doses de PGF2a na secrecao de progesterona

pelas células luteinicas esteroidogénicas bovina

A producdo de P4 foi mais alta no D1 (493,3 ng/mL) quando comparada ao
D7 de cultivo
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(30,6 ng/mL; P<0,05). A produgdo de P4 no D1 foi referente a 24 horas de cultivo, ja
no D7 correspondeu a um acumulado de 48 horas, ou seja, a concentracdo no D7
representa o dobro da concentracgdo real.

A concentracdo de P4 no D1 e D7 nos grupos que receberam LH (100 pg/mL)

foi maior que no grupo que ndo recebeu LH (P<0,05; Tabela 1).

Tabela 1. Média e erro padrdo da concentragdo de progesterona nos D1 e D7 de cultivo
de células luteinicas esteroidogénicas para amostras com LH (100 pg/mL) e sem LH.

Meio de cultivo

Com LH Sem LH
Dia 1 588,7° 397,8°
Dia 7 36,1° 23.4°

Letras diferentes na mesma linha indicam diferencga estatistica (P<0,05).
O uso de diferentes doses de PGF2a (10 ng/mL, 100 ng/mL e 354,5 ng/mL) no inicio do

cultivo (D1) ndo causou alteragdo nas concentracdes de P4, quando comparadas as do

grupo controle (P>0,05; Figura 1).
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Figura 1. Média e erro padrao das concentracdes de progesterona no meio de cultivo no
D1 de células luteinicas esteroidogénicas cultivadas na presenca de diferentes doses de
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PGF20 na auséncia (painel esquerdo/barras cinza) ou presenga de LH (painel
direito/barras preta).

O uso de diferentes doses de PGF2a (10 ng/mL, 100 ng/mL e 354,5 ng/mL) no
D7 de cultivo também ndo causou alteracdo nas concentragdes de P4, quando

comparada ao grupo controle (P>0,05; Figura 2).
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Figura 2. Média e erro padrio das concentra¢des de progesterona no meio de cultivo no
D7 de células luteinicas esteroidogénicas cultivadas na presenca de diferentes doses de
PGF2a na auséncia (painel esquerdo/barras cinza) ou auséncia de LH (painel
direito/barras preta).

Experimento II. Co-cultivo de células luteinicas esteroidogénica (L.Cs), células
luteinicas endoteliais (ECs) e células imunes (CI). Efeitos da PGF2a e das

interacoes celulares na producao de progesterona.

A producdo de P4 foi maior no D1 (426,9 ng/mL) quando comparada ao D7 de
cultivo (253,2 ng/mL; P<0,05). A producido de P4 no D1 foi referente a 24 horas de
cultivo, ja no D7 correspondeu a um acumulado de 48 horas, ou seja, a concentracio

para o D7 representa o dobro da concentragdo real.
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Nao foi observada alteragdo (aumento ou diminui¢ao) da concentracdo de P4 no

D1 e no D7 nas amostras que receberam PGF2a (10 ng/mL; P>0,05; Tabela 2).

Tabela 2. Média e erro padrao da concentracdo de progesterona nos D1 e D7 de cultivo
para amostras tratadas com PGF2a (10 ng/mL) ou sem PGF2a.

Meio de cultivo

Com PGF22q Sem PGF2a
Dia 1 428 2% 425,6°
Dia 7 256,5° 249 8°

Letras diferentes na mesma linha indicam diferenca estatistica (P<0,05).

Nao foi observada variagdo na concentracdo de P4 entre os diferentes tipos
celulares e tratamentos empregados, com excec¢do as amostras cultivadas apenas com
EC e EC + PGF2a (P<0,05). Amostras cultivadas apenas com EC e EC + PGF2a

apresentaram concentragdes de P4 menores (Figura 3 e 4).
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Figura 3. Média e erro padrdo da concentracdo de progesterona no meio de cultivo no
D1 de cultivo e/ou co-cultivo de células do CL. Painel esquerdo/barras cinza: Auséncia
de PGF2q; Painel direito/barras preta: Presenca de PGF2a.
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Nao foi observado alteracio na concentracio de P4 no cultivo celular
homogéneo (um tipo celular) ou co-cultivo celular (trés tipos celulares), com ou sem o

uso de insertos para cultivo celular.
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Figura 4. Média e erro padrdo da concentracdo de progesterona no meio de cultivo no
D7 de cultivo e/ou co-cultivo de células do CL. Painel esquerdo/barras cinza: Auséncia
de PGF2q; Painel direito/barras preta: Presenca de PGF2a.

DISCUSSAO

Os resultados apresentados no estudo demonstram que a producido de P4 foi
maior no inicio (D1) do cultivo do que no final (D7), sinalizando uma perda importante
da capacidade esteroidogénica luteinica ao longo do cultivo fendmeno bem
documentado em outros estudos in vitro de LCs obtidas de CL da fase média (DEL
VECCHIO; THIBODEAUX; HANSEL, 1995; PATE; CONDON, 1982). Resultados
semelhantes foram observados por outras equipes, em que LCs pertencentes também a
fase média, apresentaram decréscimo na producido de P4 ao longo do cultivo (DEL
VECCHIO et al., 1995; PATE; CONDON, 1982). Segundo PATE (1993) no inicio do
cultivo as LCs contém quantidade considerdvel de granulos lipidicos no interior do
citoplasma, contudo, se ndo houver adicdo de soro fetal bovino ou de lipoproteinas no

meio, essas células perdem o estoque intracelular de colesterol e consequentemente a
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producdo de P4 diminui com o decorrer do cultivo. Assim, a capacidade esteroidogénica
in vitro dessas células, mostra-se diferentes da que observamos in vivo, visto que as
células devem se adaptar completamente a um novo ambiente, interagir ativamente com
um substrato e se manter com a configura¢do morfoldgica anormal.

O LH ¢€ imprescindivel para o desenvolvimento luteinico na espécie bovina
(NISWENDER et al., 2000). Em nosso estudo, a adi¢cdo de LH no cultivo de LCs da
fase média levou a uma maior producdo de P4. O intimo contato entre as células
luteinicas pequenas (SLC) e as células lutefnicas grandes (LLC) resultam em maior
secrecdo de P4 em resposta ao LH quando comparado ao cultivo em que ndao ha
interacdo entre esses dois tipos celulares (DEL VECCHIO et al., 1995; KAMADA;
IKUMO, 1997; KORZEKWA et al., 2008, 2004; OKUDA et al., 1998; WIESAK;
HARDIN; FOXCROFT, 1994). (REDMER et al. (1991), observaram a presenga de
juncdes do tipo gap em cultivo de LCs e descreveram a intima comunicagdo entre as
SLC e as LLC em cultivo, esses mesmos autores observaram também que a
comunicacdo entre as células foi maior quando estimuladas com LH.

Esperava-se que o tratamento com doses diferentes de PGF2a nos D1 e D7,
apresentassem alteracdes na producdo de P4, contudo esse efeito nao foi observado em
nosso estudo. Muitos autores relataram que a PGF2a e seus andlogos farmacoldgicos
provocam aumento da producdo de P4 em cultivo in vitro de LCs (BAH et al., 2006;
KORZEKWA et al., 2008, 2004; OKUDA et al., 1998; SHIRASUNA et al., 2004).
OKUDA et al. (1998) e KORZEKWA et al. (2004), trabalharam com doses distintas de
PGF2a e notaram que quanto maior a concentragdo de PGF2a utilizada, maior foi o
incremento na produgdo de P4. Em contraste, a PGF2a causou diminui¢do na secregdo
de P4 no cultivo de LCs de ovinos e bovinos, respectivamente (FITZ et al., 1984;
PATE; CONDON, 1989) ou ndo teve efeito direto sobre a secrecao de P4 no cultivo de
LCs (SKARZYNSKI; OKUDA, 1999).

A possivel razdo para os diversos efeitos da PGF2a observada nos estudos,
pode estar nos diferentes sistemas de cultivo empregados pelas equipes. Para diferenciar
do sistema de cultivo em monocamada utilizada no estudo de OKUDA et al. (1998);
TSAIL WILTBANK (1997) e SEN et al. (2005) realizaram seus experimentos com LCs
em suspensdo incubadas com agitacdo constante. Segundo SHIBAYA et al. (2005), as
LCs cultivadas em sistema de suspensao permanecem em contato, mantém a integridade
do citoesqueleto e a morfologia original durante o cultivo. Portanto, o cultivo de LCs

em monocamada pode ndo representar o real funcionamento das células. Outro



85

agravante seria a falha das células cultivadas em monocamada em secretar hormonios e
responder a substincias externas devido a auséncia da interacdo célula-célula
(SHIBAYA et al., 2005).

No nosso estudo ndao foi observado variagdo na secrecdo de P4 entre as
diferentes metodologias empregadas no experimento II, com ou sem o uso da PGF2a.
Diversas equipes observaram diferentes efeitos da estimulacdo com PGF2a na secre¢ao
de P4 no co-cultivo em monocamada das células do CL bovino. KORZEKWA et al.
(2008) observaram que a administracao de altas doses de PGF2a aumentou a secrecao
de P4 no cultivo de LC, contudo esse aumento nio foi observado no cultivos
homogéneos de EC ou IC. Um fato interessante observado por essa equipe foi a
diminui¢do acentuada da secre¢do de P4 no co-cultivo de LC, EC e IC tratadas com
PGF2a.

Os resultados apresentados por KORZEKWA et al. (2008) corroboram com
estudos anteriores, que indicam que, apesar de PGF2a ser o principal fator luteolitico in
vivo, a acdo luteolitica no CL requer a participacdo de produtos das demais células
presentes no CL, além das LCs (BECKMAN et al., 2006; DAVIS; RUEDA; SPANEL-
BOROWSKI, 2003; OKUDA, 2004; PATE, 1996; PETROFF; PETROFF; PATE, 2001;
SKARZYNSKI et al., 2003). Segundo KORZEKWA et al. (2008), para mostrar o efeito
inibitério direto ¢ o mecanismo da PGF2a sobre a producao de P4 pelas LCs, ¢
importante utilizar diferentes metodologias de cultivo que consistam nao s6 de células

esteroidogénicas, mas também de células nao-esteroidogénicas.

CONCLUSOES

A partir dos resultados encontrados nesse estudo, conclui-se que a producao de
P4 foi maior no inicio do cultivo. No Experimento I, o LH resultou no incremento da
producdo de P4, contudo a administragdo de diferentes doses de PGF2a nao alterou o
padrao de secrecdo pelas LCs. No experimento II, também nao foi observado varia¢io
na produgdo de P4, quando adicionado PGF2a. As diferentes técnicas de cultivo e co-
cultivo empregadas nao foram capazes de representar um modelo fisiolégico da
funcionalidade do CL in vitro. Portanto, ha a necessidade de um ndmero maior de

estudos, a fim de esclarecer a agdo da PGF2a na produgdo de P4 in vitro.
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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.
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