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RESUMO

Disserta¢ao de Mestrado
Programa de P6s-Graduagdo em Medicina Veterinaria

Universidade Federal de Santa Maria

ANGIOTENSINA 11 NO MECANISMO INICIAL DE OVULACAO,
ATRAVES DOS RECEPTORES AT,, EM BOVINOS

Autor: Rogério Ferreira
Orientador: Joao Francisco Coelho de Oliveira

Data e Local da Defesa: Santa Maria, 10 de fevereiro de 2006.

O presente trabalho teve por objetivo averiguar o papel da angiotensina Il (Ang I1) no
mecanismo de ovulagdo em bovinos, utilizando um modelo “in vivo” através da inje¢do de
inibidores da Angll em foliculos pré-ovulatorios. Os animais foram pré-sincronizados e
quando os foliculos atingiram um diametro minimo de 12mm, receberam os tratamentos e
foram desafiados com uma aplica¢do IM de andlogo de GnRH. A aplica¢do intrafolicular de
100uM de saralasina bloqueou a ovulagdo somente quando realizada antes do inicio do cio,
ou seja, antes do pico de LH (14,3% e 83,3% das vacas ovularam nos grupos saralasina e
controle, respectivamente; P<0,05). Baseado nesses resultados, foi delineado um segundo
experimento para determinar o momento em que a Ang Il desempenha papel critico na
ovulag¢do. Quando a saralasina foi aplicada 0 e 6 horas apos a aplicagdo do andlogo do
GnRH, houve um bloqueio da ovulagao (16,7% e 42,9%, para os grupos 0 e 6 horas,
respectivamente), mas ndo quando esta foi aplicada 12 horas apos a aplicagdo de GnRH
(100%,; P<0,001). Para determinar qual receptor estd envolvido no mecanismo de ovulagdo
induzido por Ang II, foi realizada uma aplica¢do intrafolicular de losartan (inibidor dos
receptores AT, de Ang II), PDI123,319 (inibidor AT,), losartan+PD123,319 ou solugdo
fisiologica em foliculos pré-ovulatorios desafiados com GnRH. A ovulagdo foi inibida pela
aplica¢do de PDI123,319 e losartan+PD123,319 (50% e 33,3%, respectivamente), mas ndo

pela aplicagdo de losartan ou solugdo fisiologica (100% em ambos os grupos). Os resultados



apresentados demonstram que a Ang Il desempenha um papel fundamental na regulagdo da

ovulagdo em bovinos via receptores AT,.

Palavras-chaves: saralasina, losartan, PD123,319, injecdo intrafolicular, bovinos,

receptores AT,.



ABSTRACT
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THE ROLE OF ANGIOTENSIN Il ON EARLY MECHANISM OF
BOVINE OVULATION VIA AT, RECEPTOR SUBTYPE

Autor: Rogério Ferreira
Orientador: Joao Francisco Coelho de Oliveira

Data e Local da Defesa: Santa Maria, 10 de fevereiro de 2006.

The aim of this work was to investigate the role of angiotensin Il (Ang Il) in the
mechanism of ovulation in the bovine, using an “in vivo” model, through the injection of the
Ang Il receptor antagonists in mature follicles. The animals were pre-synchronized and when
the follicles reached a minimum diameter of 12mm, they received the treatments and were
challenged with an IM application of GnRH-analogous. The intrafolicular application of 100
UM of saralasin blocked the ovulation only before estrous, therefore, before the LH surge
(14.3% e 83.3% cows ovulated in the saralasin and control group, respectively; P<0.05).
Based in these results, a second experiment was carried out to determine the moment in which
Ang Il plays critical role in the ovulation. Saralasin blocked ovulation only when applied at 0
and 6 hours (16.7 e 42.9% in the 0 and 6 hours groups, respectively) but not at 12 hours
(100%) after GnRh-analogous treatment (P<0.001). To determine which Ang II receptor is
involved in the LH-induced ovulation, an intrafolicular application of losartan (AT-Ang 11
receptor-antagonist), PDI123,319 (AT, antagonist), losartan+PDI123,319 or saline was
performed at the moment in which the cows were challenged with GnRH-analogous. The
ovulation was inhibited by PD123,319 and losartan+PD123,319 application (50.0 e 33.3%
on ovulation rate, respectively), but not by the application of losartan or saline solution
(100% in both the groups). The results demonstrated that Ang II plays a basic role in the

early mechanism of bovine ovulation via AT receptor subtype.



Key words: saralasin, losartan, PD123,319, intrafollicular injection, bovine, AT, receptor.
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1. INTRODUCAO

A ovulagdo em bovinos ¢ controlada por uma complexa e dinamica interagdo de
fatores, incluindo mecanismos enddcrinos e vasoativos, mensageiros celulares, proteases,
quinases e enzimas ativadoras (ESPEY, 1980). Até o presente momento, sdo conhecidos
muitos eventos envolvidos no processo de sintese dos mediadores inflamatoérios e proteases,
indispensaveis para que ocorra a ovulacdo. No entanto, os mecanismos que controlam e
desencadeiam esses eventos ainda nao estdo bem esclarecidos.

A angiotensina II (Ang II) estd envolvida em uma série de eventos que controlam e
desencadeiam as fun¢des reprodutivas fisiologicas das fémeas. No entanto, os estudos sobre a
atividade desse peptideo nessas fungdes tém se concentrado principalmente em coelhos,
camundongos e¢ humanos. Hoje se sabe que, na espécie bovina, a Ang Il aumenta suas
concentragdes no fluido folicular apdés o pico de LH (ACOSTA et al.,, 2000), existem
receptores para esse peptideo nas células foliculares (BRUNSWIG-SPICKENHEIER &
MUKHOPADHYAY, 1992; ACOSTA et al., 1999), ¢ que esta envolvida na esteroidogénese
(ACOSTA et al., 1999) e na maturacdo nuclear de oocitos (GIOMETTI et al., 2005).
Entretanto, o envolvimento do sistema renina-angiotensina na ovulacdo em bovinos nio ¢
conhecido até o presente momento. O objetivo do presente trabalho foi estudar, através de um
modelo in vivo, o envolvimento da Ang II no processo de ovulacio em bovinos. Foram
delineados experimentos para verificar se Ang II ¢ indispensavel para a ovulagdo, em que
momento 1sso ocorre € quais receptores estdo envolvidos na ovulagdo induzida por esse
peptideo. Para isso, foi adaptado um sistema de injecdo intrafolicular, o qual permite
manipular o ambiente folicular, propiciando um melhor entendimento da ovulagdo nos

bovinos.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Ovulacéo

A ovulagdo nos mamiferos ¢ semelhante a um processo inflamatoério e culmina com a
ruptura do estigma ovulatério e liberagdo do odcito. A cascata da ovulacdao ¢ iniciada no
momento que o tecido folicular ¢ estimulado pelo pico pré-ovulatério de LH ou,
experimentalmente, por eCG e hCG (MCFARLAND et al., 1989), FSH (SCHENKEN et al.,
1984; ARMSTRONG & OPAVSKY, 1988; GALWAY et al., 1990) ou GnRH (EKHOLM et
al., 1981; DAVIS et al., 1986). Esse evento envolve um complexo processo metabolico
regenerativo e degenerativo simultaneo, envolvendo proteases, colagenases e fatores
vasoativos como prostaglandinas (PG) e leucotrienos (ESPEY, 1980). Embora o processo de
luteinizagdo ndo dependa da ovulagdo, o processo ovulatorio parece ser parte integrante dos
primeiros estagios da luteinizacdo. Portanto, a ovulagdo e luteinizagdo sdo dependentes dos
eventos nas células da granulosa e da teca interna, levando a ruptura do foliculo, a qual
também depende da ativagdo de fibroblastos no tecido conjuntivo das células da teca (ESPEY
& LIPNER, 1994).

A parede folicular ¢ constituida de uma matriz rica em coldgeno, onde, geralmente,
ocorre a agdo de enzimas proteoliticas que atuam no tecido conjuntivo no momento da
ovulagdo. O ativador do plasminogénio parece ser responsavel por mecanismos celulares e
pelo remodelamento da matriz extracelular (CAMPBELL et al., 1987). Do remodelamento da
matriz extracelular participam varias proteases atuando em cascata, incluindo
metaloproteinases e o ativador do plasminogénio. Ativadores do plasminogénio sdo serinas
que convertem o plasminogénio zimogeno extracelular em plasmina, uma protease ativa que
degrada componentes da matriz extracelular (BLASI et al., 1987).

A ovulagdo somente ocorre em foliculos pré-ovulatorios com concentragdes
adequadas de receptores para LH. RAJANIEMI et al. (1974), usando '*’I-hCG, revelaram que
a maioria dos receptores estdo localizados na membrana plasmatica das células da teca interna
de ovarios de ratas, enquanto que as células da granulosa apresentaram-se livres da marcagao
do is6topo. No entanto, outros estudos mostraram que apesar de haver uma grande densidade
de receptores nas células da teca, s6 ocorre a quebra da membrana basal quando as células da
granulosa possuem receptores para LH (AMSTERDAM et al., 1975; UILENBROEK &
RICHARDS, 1979; RICHARDS, 1980). Alguns trabalhos evidenciaram a expressdo de
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receptores para LH nas células da granulosa apenas em foliculos com diametro superior a
I11mm (EVANS & FORTUNE, 1997). No entanto, outros autores verificaram a expressao de
receptores para LH nas células da granulosa em todos os tamanhos de foliculos antrais. No
mesmo trabalho, os autores observaram que ocorrem splicing’s alternativos formando cépias
abortivas de mRNA, ndo levando a formagao da proteina (ROBERT et al., 2003).

A acdo do LH na luteinizagdo e na esteroidogénese ¢ mediada pelo AMP ciclico
(AMPc). Este segundo mensageiro aumenta em dez vezes apds exposi¢ao do foliculo ao LH
(GOFF & MAIJOR, 1975; SELSTAM et al., 1976; WEISS et al., 1976). As células da teca
interna sdo a principal fonte de AMPc, no entanto as células da granulosa possuem resposta
similar ao estimulo do LH (WEISS et al., 1976; RICHARDS et al., 1986). O AMPc atua
diretamente em proteinas quinase para induzir a expressao do citocromo P450 de clivagem da
cadeia lateral do colesterol (P450s.), enzima marca-passo que faz a conversao do colesterol
em pregnolona (RICHARDS et al., 1986).

Quando ocorre a ligacao do LH a seus receptores ligados a proteina G, ha um estimulo
da adenil ciclase e um aumento nas concentragdes de AMPc (MCFARLAND et al., 1989). A
fosforilacdo dos receptores e de suas proteinas G associada com o aumento intracelular de
AMPc estimulam a ativagdo de fosfolipases, as quais amplificam o sinal intracelular por
hidrolise de fosfolipidios de membrana, que servem como segundos mensageiros
(ITSKOVITZ et al., 1987; DAUD et al., 1990; ESPEY, 1992). A fosfolipase C e a fosfolipase
A, sdo as principais fosfolipases que participam dos eventos bioquimicos da ovulagdo. A
fosfolipase C hidrolisa o fosfatidil inositolbifosfato gerando inositol trifosfato (IP3) e
diacilglicerol (DAG), os quais sdo responsaveis pela liberacdo do Ca” do reticulo
endoplasmatico e ativagdo da proteina quinase C (LEUNG & STEELE, 1992; ESPEY, 1992).
O estimulo da sintese de progesterona por LH e AMPc ¢é provavelmente afetado pela
concentragio intracelular de Ca”~ (VELDHUIS & KLASE, 1982), mas seu papel na
esteroidogénese nao foi estabelecido. O DAG pode ser clivado pela DAG lipase, gerando
acido araquidonico, principal substrato para a sintese de prostaglandinas (ESPEY, 1992). J4 a
fosfolipase A, ¢ capaz de atuar em cerca de 75% dos fosfolipidios de membrana da maioria
das células dos mamiferos para gerar dcido araquidonico (ESPEY, 1992).

O processo de sinalizacao induzido pelo pico de LH promove uma intensa atividade de
transcri¢ao e tradug@o nas células da teca e da granulosa. O aumento da sintese protéica esta
associado com o aumento na formag¢do de mRNA, o qual inicia uma hora apoés o estimulo do
LH e persiste até poucas horas antes da ruptura (BARROS & AUSTIN, 1968; REEL &

GORSKI, 1968). A sintese de mRNA e proteinas parece ser mais intensa nas células da teca
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interna que nas da granulosa. Alguns estudos tém demonstrado que os mRNA’s produzidos
pelas células foliculares sao de enzimas responsaveis pela formagao dos esterdides ovarianos
(HEDIN et al., 1987; OONK et al, 1989), calicreina, ativador do plasminogénio
(O'CONNELL et al., 1987; GALWAY et al., 1990), colagenases (REICH et al., 1991) e
inibidores de metaloproteinases (CURRY, JR. ET AL., 1990).

2.1.1. Prostaglandinas

A ac¢do das PGs no processo de ovulacdio foi inicialmente descrita por
LABHSETWAR (1971/1972), e extensivamente estudada durante as ultimas décadas. As PGs
( principalmente a PGE,) induzem a vasodilatacdo tecidual e altera¢des na regido apical do
foliculo pré-ovulatério (KITAI et al., 1985; YOSHIMURA et al., 1988). A aplicagdo
intravenosa de indometacina, um potente antiinflamatorio ndo esteroide, durante o processo
ovulatério determina uma diminuicdo dos niveis de PGF,, e PGE, bloqueando, com isso, a
ovulacdo (ESPEY et al., 1986). YOSHIMURA et al. (1993), através da aplicagdo de
saralasina (antagonista competitivo da Ang II), provocaram a inibi¢ao da producao de PGs
por hCG e conseqilientemente a ovulagdo.

A primeira etapa da biossintese ocorre com a hidrdlise dos 4acidos graxos e
fosfolipidios da membrana celular por meio da fosfolipase A, (PLA;). O acido araquidonico
(AA) ¢ o precursor mais importante dos eicosanodides, sendo que a transformacdo deste
composto pode ocorrer através de trés diferentes vias, que implicam cada uma delas a
dependéncia das seguintes enzimas: cicloxigenase, lipoxigenase e epoxigenase (STRYER,
1996; HINZ & BRUNE, 2002). A PLA; pertence a superfamilia das enzimas envolvidas no
mecanismo celular de liberacdo de PGF,, e catalisa a hidrolise dos fosfolipidios, gerando
acidos graxos livres e lisofosfolipideos. A PLA; controla a liberagdo de PG sendo, neste caso,
dependente da presenca de sais de calcio no espaco intracelular (BALSINDE et al., 2002). A
via cicloxigenase foi a primeira rota do metabolismo do AA a ser descoberta e tem envolvida
a enzima denominada prostaglandina endoperoxido sintetase (PG sintetase) também chamada
de cicloxigenase. Essa enzima catalisa a endoperoxidacdo do AA em intermedidrios muito
instaveis, as prostaglandinas endoperoxidos PGG; e PGH,. Por isomerizagdo, rapidamente,

sdo formadas algumas prostaglandinas como PGD,, PDE, e PGF,, (STRYER, 1996).
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2.2. Angiotensina

A Ang II ¢ bem conhecida na regulacao da pressdao sanguinea ¢ manutencao da
osmolaridade através do sistema renina-angiotensina (RAS). A atividade de Ang II tem sido
relatada em diversos sistemas extra-renais, incluindo o cérebro (GANONG, 1984), o coragao
(LINDPAINTNER et al., 1987), as glandulas salivares (WILSON et al., 1977), veias
(CEDARD et al., 1989) e testiculos (PANDEY & INAGAMI, 1986). No ovério, a atividade
de Ang II tem sido descrita em algumas espécies com diferentes acdes. Em coelhas, sua
atividade esté relacionada a maturagdo do odcito, ovulagdo e esteroidogénese (YOSHIMURA
et al., 1992; 1993; TANAKA et al., 1995; FERAL et al., 1995; HAYASHI et al., 2000). Em
bovinos a atividade de Ang II esta relacionada com o crescimento folicular (NIELSEN et al.,
1994) e com a reversdo da inibi¢do nuclear in vivo causada por células foliculares e meios
condicionados (GIOMETTI et al., 2005). Além disso, a Ang Il parece ser um peptideo
vasoativo importante no processo de ovulacdo, formagao do corpo luteo e lutedlise (ACOSTA

& MIYAMOTO, 2004).

2.2.1. Sistema renina-angiotensina

O precursor do RAS ¢ o angiotensinogénio, o qual ¢ clivado pela renina formando a
angiotensina 1. Esta por sua vez sofre a acdo da enzima conversora de angiotensina (ECA)
transformando-a em Ang II. A ativac¢ao da renina se da pela clivagem de um segmento de 43
aminodcidos da pro-renina (DO et al., 1987) e parece ocorrer somente nos rins, uma vez que
ndo ¢ detectada em animais com nefrectomia bilateral (SEALEY et al., 1977). A pro-renina ¢
produzida e secretada principalmente pelos rins, no entanto existem fontes extra-renais de
pro-renina, uma vez que ¢ detectada em machos e fémeas com nefrectomia bilateral
(SEALEY et al., 1977). As concentragdes de pré-renina no fluido folicular sdo 100 vezes
superiores aquelas encontradas na circulacdo (SEALEY et al., 1986; GLORIOSO et al.,
1986), e parece ser proporcional ao numero de foliculos pré-ovulatérios (ITSKOVITZ et al.,
1987). Em mulheres, a concentragao plasmatica de pro-renina aumenta durante os trés dias de
elevagdo do LH, permanecendo elevada durante a fase luteal e diminui concomitantemente
com a redugdo dos niveis de progesterona (SEALEY et al., 1985). A secre¢do ovariana de
pro-renina ¢ regulada por gonadotrofinas, observando-se um pico nas concentragdes de pro-

renina 8 horas apds o pico pré-ovulatorio de LH (SEALEY et al., 1987). Como a pro-renina
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ndo tem uma atividade catalitica conhecida no plasma, o significado dessa produgdo ovariana
ainda nao esté claro (YOSHIMURA, 1997).

Estudos sobre a possivel producdo ovariana de renina sdo bastante controversos.
Niveis plasmaticos de renina ndo aumentam apos o pico de LH, nem aumentam apos
administracdo de hCG quando as concentracdes de pro-renina atingem os niveis mais altos
(ITSKOVITZ et al., 1987). Em um estudo com uma mulher nefrectomizada bilateralmente,
ndo foram detectados niveis plasmaticos de renina, no entanto os niveis de pro-renina
aumentaram antes da elevagdo de progesterona, concomitantemente com o aumento nos
niveis de LH e estradiol (BLANKESTIJIN et al., 1990). A renina esta elevada apenas no meio
da fase luteal em mulheres com o ciclo menstrual normal. Estes achados sugerem que a pro-
renina ¢ secretada em resposta ao LH ou hCG, enquanto a renina ¢ secretada pelos rins em
resposta a progesterona luteal (YOSHIMURA, 1997). Formas incompletas de pro-renina
produzidas por acdo de peptidases t€ém mostrado desempenhar uma atividade “semelhante a
renina” (SHINAGAWA et al., 1992). Mulheres com ciclo menstrual normal apresentam
niveis de atividade semelhante a renina no fluido folicular superior a plasmatica, sugerindo
uma producdo local dessa proteina. Em ovarios de coelhas perfundidos in vitro, a atividade
semelhante a renina aumenta 2 a 4 horas ap6s a exposi¢do ao hCG (YOSHIMURA et al.,
1994), sugerindo que as gonadotrofinas desempenham um papel importante na regulagao da
atividade de renina. KIM et al. (1987a) detectaram a presenga de RNA mensageiro (mRNA)
de renina em ovarios de ratas, sugerindo uma produc¢ado local dessa proteina. O tratamento de
ratas imaturas com FSH aumentou em trés vezes a expressdao de mRNA para renina (KIM et
al., 1987b). BRUNSWIG-SPICKENHEIER & MUKHOPADHYAY (1990), em cultura de
c¢lulas da teca livre de soro, mostraram que o LH estimula a produg@o de renina e pro-renina
por um mecanismo dependente de AMP ciclico.

O angiotensinogénio ¢ expresso no figado e em varios tecidos incluindo o ovério.
Durante a exposicdo a dexametasona ou 17a-etinilestradiol, ocorre um aumento nos niveis de
mRNA para o angiotensinogénio no figado, sugerindo uma possivel regulagdo pelo ovario
(OHKUBO et al., 1986). THOMAS & SERNIA (1990) detectaram, através de
imunohistoquimica, marcacao para o angiotensinogénio nas células da granulosa em foliculos
antrais e em inicio de atresia, enquanto que sua marcagdo nao foi visualizada nas células da
granulosa de foliculos primordiais e primarios. Estes dados sugerem uma possivel relacao de
gonadotrofinas com a secre¢ao de angiotensinogénio, podendo a sintese de estrégeno induzida
por gonadotrofina atuar como fator estimulante da sintese hepatica de angiotensinogénio

(KRAKOFF & EISENFELD, 1977).
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A ECA apresenta diferentes niveis de atividade em diferentes locais, sendo que no
ovario sua atividade ¢ moderada (VAN SANDE et al., 1985). No ovario de ratas, a ECA foi
identificada em veias do epitélio germinativo ao redor do corpo liuteo e em células da
granulosa de alguns foliculos (SPETH & HUSAIN, 1988). Em células endoteliais, a regulacao
da ECA ¢ controlada pelo acimulo de AMPc (KRULEWITZ & FANBURG, 1986),
sugerindo que essa enzima possa ser controlada por gonadotrofinas. No entanto, a ECA nao
apresenta um modelo ciclico de variagdo durante o ciclo estral (DAUD et al., 1990).
NIELSEN et al. (2002), demonstraram atividade da ECA no fluido folicular de ovarios
bovinos, no entanto essa atividade nao diferiu em foliculos na fase lutea, pré-ovulatorios, de
vacas prenhes ou ovarios cisticos, tendo, apenas, uma correlagdo positiva com os niveis
séricos de progesterona. Em tecidos extra-renais existem outras enzimas que podem ser
responsaveis pela producao de Ang II. HUSAIN et al. (1987) obtiveram, in vitro, Ang II a
partir do angiotensinogénio, utilizando como enzima catalisadora o ativador do
plasminogénio.

Diversos fatores evidenciam a produc¢do de Ang II pelo ovério. Animais tratados com
hCG apresentam maior concentracdo de Ang II no fluido folicular quando comparado as
concentragdes plasmaticas, sugerindo uma produgdo local desse peptideo (YOSHIMURA et
al., 1994). HUSSAIN et al. (1987) detectaram, no ovario, elevados niveis de Ang Il em
animais com nefrectomia bilateral. Apos a liberacdo pré-ovulatoria de gonadotrofinas ocorre
aumento nas concentragdes de Ang II no tecido ovariano. YOSHIMURA et al. (1994)
verificaram um aumento no grau de secre¢do de Ang II no liquido folicular em ovarios de
coelhas perfundidos in vitro com hCG. Este aumento parece estar relacionado com a elevagao
da atividade intrafolicular de renina. Trabalhos mostram elevagdo nos niveis de renina apos
exposi¢do a gonadotrofinas em mulheres (DAUD et al., 1988) e em ovdarios de coelhas
perfundidos in vitro (YOSHIMURA et al., 1994). Foliculos contendo o6citos em estadio de
vesicula germinativa possuem menores niveis de pro-renina que aqueles contendo oocitos
maturos (ITSKOVITZ et al., 1987). Em bovinos, apds o pico de LH, ocorre um aumento nas
concentragdes de Ang II no fluido folicular (ACOSTA et al., 2000). Nessa mesma espécie, 0s
niveis de pro-renina aumentam quando as células da teca sdo estimuladas in vitro pelo LH. No
entanto, células da granulosa inibem essa produ¢do impedindo que o foliculo entre em atresia

(MUKHOPADHYAY et al., 1991).
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2.2.2. Receptores da angiotensina Il

Os receptores de Ang II foram descritos em diferentes tipos celulares, de acordo com a
espécie. Segundo suas caracteristicas bioquimicas e farmacologicas foram classificados como
receptores do tipo 1 (AT;) e tipo 2 (AT,) (BIRABEAU et al., 1984; CHIU et al., 1989;
BRUNSWIG-SPICKENHEIER & MUKHOPADHYAY, 1992). O receptor AT, ¢
responsavel pela maioria dos efeitos conhecidos da Ang II, como vasoconstri¢ao, secre¢ao de
aldosterona e do hormonio anti-diurético ¢ indugdo da sede (MURPHY et al., 1991; SASAKI
et al., 1991). O receptor AT, ¢ descrito na participagdo de efeitos opostos ao AT,
principalmente induzindo a apoptose (YAMADA et al., 2001) e mediando as fungdes
reprodutivas (BOTTARI et al., 1992; TAKAHASI et al., 1994).

As descri¢des sobre a localizacdo de receptores de Ang Il no ovario tém distingao de
acordo com a espécie estudada. Esses receptores foram encontrados em ovéarios de ratas
principalmente nas células da granulosa (HUSAIN et al., 1987; AGUILERA et al., 1989).
Trabalhando com foliculos pré-ovulatérios de coelhas tratadas com eCG, FERAL et al. (1996)
observaram receptores para Ang II tanto em células da teca quanto nas da granulosa. Outros
autores descreveram receptores para Ang II principalmente nas células da granulosa em
ovarios de macacas (AGUILERA et al., 1989) e de bovinos (BRUNSWIG-SPICKENHEIER
& MUKHOPADHYAY, 1992). Ja SCHAUSER et al. (2001), encontraram
predominantemente receptores AT, nas células da teca externa de foliculos bovinos, enquanto
que nas c¢lulas da teca interna a ligagdo foi menos intensa e nas células da granulosa estes nao
foram encontrados. ACOSTA et al. (1999) determinaram a expressao, tanto de AT, quanto de
AT, nas células da teca em bovinos, observando aumento na expressao relativa de AT, apos
o aumento nas concentragdes foliculares de estradiol, enquanto que a expressdo relativa de
AT, permaneceu constante.

Os receptores AT, sdo bloqueados por bifenil-imidazéis, como o losartan (CASTREN
& SAAVEDRA, 1989; CHANG & LOTTI, 1991; WEXLER et al., 1992; CHANG et al.,
1995). Ja os receptores AT, sdo bloqueados por tetrahidroimidapiridinas, como por exemplo o
PD123,177 e o PD123,319 (BUMPUS et al., 1991). Em ovarios de coelhas perfundidos na
presenga de PD123,319, ocorre inibi¢do da esteroidogénese pelo bloqueio na agdo da Ang II
(YOSHIMURA et al., 1996). No entanto, quando estes sdao perfundidos na presenca de CV-
11974, um inibidor seletivo para AT, ndo ocorre alteracdo na produgao de estrogenos (KUJI
et al., 1996). A saralasina ¢ um potente inibidor da Ang II, atuando em todos os subtipos

conhecidos de receptores. Diversos trabalhos tém utilizado a saralasina com o intuito de
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promover bloqueio na acao da Ang Il no que tange a maturagdo de oocitos (GIOMETTI et al.,
2005) e a ovulagao, tanto in vitro (YOSHIMURA et al., 1992; 1993; PETERSON et al., 1993)
como in vivo (PELLICER et al., 1988).

Os receptores AT; e AT, tém uma homologia de apenas 34% (ELTON et al., 1992;
KAMBAYASHI et al.,, 1993). Isso indica uma diferenga no processo evolutivo desses
receptores nas diferentes espécies, o que explica o fato de receptores estimulados pelo mesmo
peptideo desempenharem papéis tdo diferentes (YOSHIDA et al., 1992). O receptor AT,
pertence a familia de receptores acoplados a proteina G com sete dominios transmembrana.
Em roedores foram identificadas duas isoformas desse receptor, AT;5 ¢ AT;g, mapeados em
ratos nos cromossomos 17 e 2, ¢ em camundongos nos cromossomos 13 e 3, respectivamente
(ELTON et al., 1992; YE & HEALY, 1992). O receptor AT, também pertence a familia dos
receptores acoplados a proteina G com sete dominios transmembrana. O gene no receptor AT,
esta presente no cromossomo X € o transcrito de seu gene possui trés exons, no entanto a
regido que codifica a proteina esta presente somente no terceiro exon (KAMBAYASHI et al.,
1993). O mecanismo de sinalizagdo intracelular dos receptores AT, foi largamente estudado e
inclui a cascata classica dos receptores associados a proteina G. Essa cascata, através da
ativacao da fosfolipase C, estimula a proteina quinase C e o fosfatidilinositol, promovendo
aumento nas concentracoes intracelulares de céalcio (BLUME et al., 1999). Alguns autores tém
evidenciado outras rotas de sinaliza¢do intracelular de AT;, incluindo a MAP quinase
(mitogen-activated protein kinases), a JAK/STAT (MARRERO et al., 1995) e a ativagdo da
Jun quinase (JNK) (BLUME et al., 1999). Apesar dos receptores AT, fazerem parte da familia
dos receptores com sete dominios trans-membrana acoplados a proteina G, suas
caracteristicas funcionais mostram que sua sinalizacdo intracelular ndo tem nenhuma relagao
com os membros desta familia (KAMBAYASHI et al., 1993; MUKOYAMA et al., 1993).
Parece que a sinalizagdo dos receptores AT, ndo promove aumento nas concentragdes
intracelulares de Ca™ ¢ AMPc e a adicdo de agonistas ndo induz a internalizacdo dos
receptores (CSIKOS et al., 1998). O papel da sinalizagio por AT, parece ser a ativacio de
fosforilases, as quais inibem as cascatas de fosforilagdo intracelular (BOTTARI et al., 1992).
O receptor AT, € capaz de inibir a ativagdo da MAP quinase. As fosfatases serina e treonina,
as quais sao ativadas pelo estimulo de Ang II via receptores AT,, sdo capazes de inativar a
MAP quinase seguido por um estimulo dos receptores AT;. A interagdo do receptor AT, com
outros receptores tem dificultado a elucidagdo de suas rotas de transdugdo, gerando muitos
resultados contraditorios. Alguns trabalhos tém mostrado que o receptor AT, interfere no

mecanismo de transdu¢do de outros receptores, alterando sua cascata de sinalizagao
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intracelular, como por exemplo, os receptores para fatores de crescimento (BEDECS et al.,

1997; MATSUBARA, 1998; STROTH et al., 2000).

2.2.3. Papel da angiotensina na ovulacao

Virios trabalhos demonstram que o RAS desempenha um importante papel no
processo de ovulagdo. PELLICER et al. (1988) bloquearam a ovulagdo induzida por
gonadotrofinas em ratas imaturas tratadas com hCG e eCG, através da aplicacdo intra-
peritonial de saralasina. No entanto DAUD et al. (1989) ndo encontraram evidéncias que a
Ang II estivesse envolvida no processo de ovulagdo. Diversos trabalhos com ovarios
perfundidos in vitro t€m evidenciado a importidncia da Ang II no processo de ovulagdo
induzido por gonadotrofinas (PETERSON et al., 1993; KUIJI et al., 1996) e na indugao da
ovulagdo por Ang II na auséncia de gonadotrofinas (KUO et al., 1991; YOSHIMURA et al.,
1992). A presenga de receptores nas células foliculares e o aumento nas concentragdes de Ang
II no fluido folicular ap6és a exposi¢do a gonadotrofinas sugerem uma atividade do RAS no
processo de ovulagdo. No entanto, DAUD et al. (1989) revelaram auséncia de receptores para
Ang II em foliculos pré-ovulatérios e, portanto, o bloqueio da Ang II ndo determinou
diminui¢do na ovulag¢do induzida por gonadotrofinas. Algumas evidéncias sugerem que as
PGs estejam envolvidas na regulagdo da ovulagdo pela Ang II. Em ovéarios de coelhas
perfundidos in vitro, a Ang Il estimula a producdo de PGE, e PGF,, na auséncia de
gonadotrofinas (YOSHIMURA et al., 1993). YOSHIMURA et al. (1993) inibiram a produgdo
de PG induzida por Ang II através da administragdo de indometacina (um potente
antiinflamatério ndo esterdide) e, consequentemente a ovulacdo. No mesmo estudo foi
apontada correlag@o positiva entre a produ¢@o de PG e a eficiéncia na ovulacdo. Estes achados
sugerem que a Ang II induz a ovulagdo por estimulo a produgdo de PGs, evidenciando que o
RAS pode ser um componente essencial na regulacdo de eventos ovarianos, sendo o promotor
chave para os eventos pré-ovulatorios (YOSHIMURA, 1997).

SCHAUSER et al. (2001) observaram um aumento de receptores AT, em foliculos
pré-ovulatorios. Estes dados sugerem que a agdo da Ang II no processo de ovulagdo seja
mediada pelos receptores AT,. O bloqueio dos receptores AT, utilizando PD123,319, inibiu a
ovulagdo induzida por hCG em ovérios de coelhas perfundidos in vitro (KUJI et al., 1996).
No entanto, no mesmo trabalho, a inibi¢do dos receptores AT; pelo CV-11974 ndo afetou a

ovulacdo induzida por gonadotrofinas. YOSHIMURA et al. (1996) observaram que a inibi¢ao
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dos receptores AT, bloqueou a ovulagdo in vitro induzida por Ang Il e também a sintese de
PG induzida pela administracdo de hCG. Porém, em ratas, foi necessaria a utilizagdo de
saralasina ou de PD123,319 e losartan (antagonista AT;) em conjunto para bloquear a
ovulagdo (MIKUNI et al., 1998). Entretanto, em outro estudo com ratas, o uso de PD123,319
diminuiu, mas ndo inibiu totalmente, o nimero de ovulagdes nesta espécie (MITSUBE et al.,
2003). Esses resultados indicam que o processo ovulatorio, pelo menos em ratas, ¢ mediado
pelos dois receptores (AT, e AT,) de forma cooperativa ou compensatdria e que a inibi¢ao de

ambos ndo ¢ suficiente para bloquear totalmente a ovulagao.

2.2.4. Efeito da angiotensina na maturagdo nuclear do o6cito

Em ovérios de coelhas perfundidos in vitro, a Ang II estimula a maturagao nuclear do
odcito na auséncia de gonadotrofinas, e a adi¢do de saralasina ao meio promove o bloqueio da
maturagdo nuclear induzida por hCG (YOSHIMURA et al., 1992). No entanto, KUO et al.
(1991), utilizando o mesmo sistema do trabalho anterior, ndo verificaram nenhuma evidéncia
que a Ang II tenha uma participagao essencial na maturagao nuclear de odcitos. Ja a inibigao
da ECA pelo captopril bloqueia a maturag@o nuclear de ovécitos ovulados e odcitos presentes
em foliculos estimulados pelo hCG (YOSHIMURA et al.,, 1994). Recentemente, foi
demonstrado que a Ang Il ¢ capaz de reverter o efeito inibitério causado pelas células
foliculares sobre a maturagdo nuclear de oodcitos bovinos (GIOMETTI et al., 2005).

A Ang II parece induzir a maturacdo nuclear de odcitos via receptores AT,. Em
ovarios de coelhas perfundidos in vitro, o bloqueio dos receptores AT, pelo PD123,319
impediu o reinicio da meiose induzido por Ang II (YOSHIMURA et al., 1996). Da mesma
forma, KUJI et al. (1996) verificaram que a administragdo de PD123,319 bloqueou a
maturagdo nuclear induzida por gonadotrofinas em ovarios de coelhas perfundidos in vitro. A
inibi¢do da maturacdo do oocito causada pelas células foliculares ¢ realizada, principalmente,
pelas células da teca (RICHARD & SIRARD, 1996). Somado a isso, o aumento de receptores
AT, nas células da teca de foliculos pré-ovulatérios bovinos (SCHAUSER et al., 2001) e o
fato de que a Ang II s6 atua na maturacdo nuclear quando as células da teca estdo presentes
(GIOMETTI et al., 2005) evidenciam que Ang II atua nas células da teca através dos

receptores AT, induzindo a maturagao nuclear de odcitos bovinos.
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2.2.5. Efeito da angiotensina na esteroidogénese

No cortex adrenal, a Ang Il promove a sintese de aldosterona através da conversao do
colesterol em pregnolona (KRAMER et al., 1980). A Ang Il promove a associacdo do
colesterol com o citocromo P450., enzima responsavel pela clivagem da cadeia lateral do
colesterol, gerando a pregnolona. O aumento nas concentracdes de estradiol parece ser devido
ao aumento dos niveis de androgenos, uma vez que a atividade de aromatase parece nao ser
influenciada pela presenga de Ang II (PUCELL et al., 1988). Experimentos in vitro mostram
que a Ang II tem um efeito positivo na producdo de estrogeno, mas nao na produgdo de
progesterona (YOSHIMURA et al., 1993; YOSHIMURA et al., 1996). Associado a isso, a
administracao de saralasina bloqueia o aumento nas concentragdes de estrogeno induzido por
hCG (YOSHIMURA et al., 1993). Utilizando um sistema in vitro de microdialise em bovinos,
ACOSTA et al. (1999) demonstraram que a infusdo de Ang Il promoveu um aumento nas
concentragdes de estrogeno e progesterona.

BUMPUS et al. (1988) propuseram, em foliculos de ratas, um modelo para um
mecanismo autdcrino/paracrino de acdo da Ang II, j4 que a renina estd presente na teca
interna e a formacao de Ang II se localiza também nessas células. Como os niveis de Ang II
estdo elevados nas células da teca, a Ang II pode agir de forma autocrina, elevando a
producdo de androgenos. Os andrégenos, a renina ¢ Ang II podem, entdo, se difundir pela
membrana basal para as células da granulosa, acelerando a aromatizagdo dos andrégenos em
estrogenos e, assim, aumentando os niveis destes no liquido folicular e na circulacdo. Um
estudo com suinos demonstrou que a Ang Il pode interferir no processo de esteroidogénese
nas células da granulosa, ja que ha uma reducao dos niveis de progesterona dependente da
concentragdo de gonadotrofinas, induzido pela Ang II. Nesta espécie, a Ang II atua na
esteroidogénese através das células da granulosa, ativando a proteina quinase C (LI et al.,
1995).

Assim como na ovulacao, a esteroidogénese parece estar associada aos receptores AT,
KUIJI et al. (1996) observaram que o bloqueio dos receptores AT, pelo PD123,319, em
ovarios perfundidos in vitro, determinou uma diminui¢do nas concentragdes de estrogeno,
enquanto que as concentragdes de progesterona ndo foram alteradas. No mesmo trabalho, a
administracao do bloqueador especifico dos receptores AT, CV-11974, ao meio de perfusao,
ndo causou nenhuma alteracdo nos esterdides progesterona e estrogeno. Da mesma forma
YOSHIMURA et al. (1996) observaram uma diminui¢do na producao de estrogeno induzida
por Ang II apds administragao, in vitro, de PD123,319.
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RESUMO

O presente trabalho teve por objetivo averiguar o papel da angiotensina Il (Ang
IT) no mecanismo de ovulagdo em bovinos, utilizando um modelo in vivo através da
injecdo de inibidores da Angll em foliculos pré-ovulatorios. Os animais foram pré-
sincronizados ¢ quando os foliculos atingiram um diametro minimo de 12 mm,
receberam os tratamentos e foram desafiados com uma aplicagcdo IM de analogo de
GnRH. A aplicagdo intrafolicular de 100 pM de saralasina bloqueou a ovulagdo
somente quando realizada antes do inicio do cio, ou seja, antes do pico de LH (14,3% ¢
83,3% das vacas ovularam nos grupos saralasina e controle, respectivamente; n=13; P <
0,05). Baseado nesses resultados, foi delineado um segundo experimento para
determinar o momento em que a Ang II desempenha papel critico na ovulagdo. Quando
a saralasina foi aplicada 0 (n=6) e 6 (n=7) horas ap0s a aplicacdo do andlogo do GnRH,
houve um bloqueio da ovulagdo (16,7% e 42,9%, para os grupos 0 e 6 horas,
respectivamente), mas ndo quando esta foi aplicada 12 horas (n=7) apds a aplicacdo de
GnRH (100%; P < 0,001). Para determinar qual receptor esta envolvido no mecanismo
de ovulacao induzido por Ang II, foi realizada uma aplicacao intrafolicular de losartan
(inibidor dos receptores AT, de Ang II; n=6), PD123,319 (inibidor AT,; n=6),
losartan+PD123,319 (n=6) ou solugdo fisioldgica (n=6) em foliculos pré-ovulatérios
desafiados com GnRH. A ovulagdo foi inibida pela aplicagdo de PD123,319 e
losartan+PD123,319 (50% e 33,3%, respectivamente), mas ndo pela aplicagdo de
losartan ou solugao fisiologica (100% em ambos os grupos). Os resultados apresentados
demonstram que a Ang II desempenha um papel fundamental na regula¢dao da ovulagdo

em bovinos via receptores AT,.

Palavras-chave: saralasina, losartan, PD123,319, injegdo intrafolicular, bovinos,

receptores AT),.
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ABSTRACT

The aim of this work was to investigate the role of angiotensin II (Ang II) in the
mechanism of ovulation in the bovine, using an in vivo model, through the injection of
the Ang II receptor antagonists in mature follicles. The animals were pre- synchronized
and when the follicles reached a minimum diameter of 12 mm, they received the
treatments and were challenged with an IM application of GnRH-analogous. The
intrafolicular application of 100 pM of saralasin blocked the ovulation only before
estrous; therefore, before the LH surge (14.3% e 83.3% cows ovulated in the saralasin
and control group, respectively; n=13; P < 0.05). Based in these results, a second
experiment was carried out to determine the moment in which Ang II plays critical role
in the ovulation. Saralasin blocked ovulation only when applied at 0 and 6 hours (16.7,
n=6 ¢ 42.9%, n=7, in the 0 and 6 hours groups, respectively) but not at 12 hours (100%;
n=7) after GnRh-analogous treatment (P < 0.001). To determine which Ang II receptor
is involved in the LH-induced ovulation, an intrafolicular application of losartan (AT;-
Ang Il  receptor-antagonist, n=6), PDI123,319 (AT, antagonist, n=6),
losartan+PD123,319 (n=6) or saline (n=6) was performed at the moment in which the
cows were challenged with GnRH-analogous. The ovulation was inhibited by
PD123,319 and losartan+PD123,319 application (50.0 and 33.3% on ovulation rate,
respectively), but not by the application of losartan or saline solution (100% in both the
groups). The results demonstrated that Ang II plays a basic role in the early mechanism

of bovine ovulation via AT, receptor subtype.

Key words: saralasin, losartan, PD123,319, intrafollicular injection, bovine, AT,

receptor.
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INTRODUCAO

A ovulagdo nos mamiferos assemelha-se a um processo inflamatério e culmina
com a ruptura do estigma ovulatorio e liberagdo do odcito. A cascata da ovulagdo inicia
no momento que o tecido folicular ¢ estimulado pelo pico pré-ovulatorio de LH ou,
experimentalmente, por eCG e hCG [1], FSH [2-4] ou GnRH [5;6]. Esse evento envolve
um complexo processo metabdlico regenerativo e degenerativo simultaneo, envolvendo

proteases, colagenases e fatores vasoativos como prostaglandinas (PG) e leucotrienos
[7].

A angiotensina II (Ang II) ¢ um hormdnio ativo do sistema renina-angiotensina
que tem uma agdo bastante conhecida no que tange a vasoconstricdo arterial,
angiogénese e sintese de aldosterona. No entanto, a producao de Ang II pelo ovério [8-
10], associado a presenga de receptores nas células foliculares em diversas espécies
[8;11-15] sugerem que a Ang Il também desempenha um papel na regulagao da funcao
ovariana. A presenc¢a de receptores para a Ang II ja foi descrita nas células da teca e da
granulosa em ratas e coelhas [15] ¢ nas células da teca em vacas e macacas [12].
Baseado em suas diferengas farmacologicas e funcionais, os receptores de Ang II sdo
classificados em dois tipos: AT, responsavel pela maioria dos efeitos conhecidos da
Ang II como vasoconstri¢ao arterial, angiogénese ¢ secre¢ao de aldosterona; e AT,,
relacionado com efeitos opostos ao AT}, principalmente induzindo apoptose e mediando

fungdes reprodutivas [16;17].

No ovério, a atividade de Ang II tem sido descrita em algumas espécies ¢ em
diferentes agdes. Em coelhas, sua atividade foi relacionada a maturagdo do odcito,

ovulacdo e esteroidogénese [18-22]. Em bovinos, a atividade de Ang II esta relacionada
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com o crescimento folicular [23], com a reversdo da inibi¢do nuclear in vivo causada
por células foliculares em meios condicionados [24] e com a esteroidogénese [10].
Acosta et al. [10], através da técnica de microdidlise, demonstraram que a Ang II,
juntamente com outros peptideos, tem também um papel vascular na ovulagdo e na
regressao ¢ formacao do corpo luteo em bovinos. No entanto, outros autores tém
demonstrado que além do papel vascular, a Ang II tem papel indispensavel na ovulagao

através da produ¢do de PG induzida por gonadotrofinas [21;25].

Algumas evidéncias sugerem que o sistema renina-angiotensina tem um papel
importante no processo de ovulagdo em bovinos. Estudos in vitro demonstraram que a
Ang II atua como um intermediario na ovulagdo induzida por gonadotrofinas em
coelhas [21;26] e ratas [27]. Em bovinos, a presenca de receptores para Ang Il nas
células foliculares [11;13;14], ¢ o aumento nas concentragdes de Ang II no fluido
folicular apos a liberacdo pré-ovulatoria de gonadotrofinas [10], sugerem uma atividade
bioldgica desse peptideo também nessa espécie. Recentemente, nosso grupo demonstrou
que a Ang II participa da maturagdo nuclear de odcitos bovinos [24], evento sincrono,
porém independente da ovulagdo, e que também ¢é desencadeado pelo pico pré-
ovulatério de LH. No presente trabalho, foi adaptado um sistema de inje¢do
intrafolicular com o propoésito de manipular o ambiente folicular, permitindo entender
melhor os eventos que desencadeiam a ovulagdo nos bovinos. O objetivo foi estudar o
envolvimento da Ang II no processo de ovulagdo em bovinos, determinando o momento
e os receptores envolvidos no processo de ovulagdo induzido por Ang II, utilizando um
modelo “in vivo” através da injecdo de inibidores dos receptores de Angll em foliculos

pré-ovulatorios.
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MATERIAL E METODOS

Animais e modelo experimental

Cento e¢ duas vacas Hereford, ciclando, ndo amamentando, com condi¢ao
corporal 3 e 4 (escala de 1 a 5; LOWMAN, 1976), foram pré-sincronizadas com
CIDR® por 9 dias (1,9 g de progesterona; Pharmacia Brasil; sendo o dia da insercdo do
pessario definido como dia 0), benzoato de estradiol (5mg, IM, no dia 0; Genix),
cloprostenol sdédico (125 pg na submucosa vulvar, no dia 6) e eCG (gonadotrofina
corionica eqiiina, 400 UI, IM, no dia 6, Intervet). Apds a remog¢ao dos pessarios, o
crescimento folicular foi monitorado por ultra-sonografia transvaginal didria, por um
unico operador, utilizando um transdutor setorial de 7,5 MHz e um aparelho de ultra-
som Pie-Medical-Scanner 200. Foram incluidas no estudo somente vacas que atingiram
o diametro folicular minimo de 12 mm apds a remog¢ao dos pessarios. No momento que
os foliculos atingiram 12 mm foi realizada uma injecao intrafolicular de inibidores dos
receptores de Ang II, permitindo estudar a fungao desse peptideo e de seus receptores na
ovulacdo. A injecdo intrafolicular foi realizada utilizando-se um sistema adaptado de
Kot et al. [28] com um sistema de duas agulhas, uma externa com calibre de 20G e
outra interna com 25 G. No momento da injecdo intrafolicular, foi visualizado na
imagem do ultra-som a entrada do liquido injetado formando um turbilhdo no antro
folicular. Duas horas apds a realiza¢do da injecdo intrafolicular, foi realizada uma nova
afericdo do didmetro folicular. As vacas que, durante esse periodo, tiveram uma

diminui¢ao no didmetro folicular superior a 2 mm foram excluidas do experimento.

Apds a aplicagdo dos tratamentos, realizou-se um exame ultra-sonografico a
cada 24 horas, com o objetivo de monitorar o foliculo dominante até¢ a ovula¢ao ou

atresia. A ovulacdo foi caracterizada quando se observou o desaparecimento do foliculo
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tratado entre duas avaliagdes e, posteriormente, a formacao de um corpo luteo. A
auséncia de ovulacao por um periodo de 48 horas, associada com diminui¢do gradativa

do diametro do foliculo, foi caracterizada como atresia folicular.

Experimento 1

Vinte e cinco vacas distribuidas em duas replicagdes, cujo foliculo dominante
atingiu um didmetro minimo de 12 mm, receberam GnRH (100 pg de acetato de
gonadorelina, IM) e uma injecdo intrafolicular de 100 uM de saralasina (potente
inibidor da Ang II; grupo saralasina; Sigma) ou solugdo fisioldgica (grupo controle). A
quantidade injetada foi determinada de acordo com o volume de fluido folicular de
forma a obter-se uma concentracao final, dentro do foliculo, de 10 uM de saralasina. O
volume de fluido folicular foi estimado pela equacdo de regressdo linear V=-
685,1+120,6D (P = 0,0001), determinada em um pré-experimento; onde V corresponde

ao volume folicular estimado e D ao didmetro do foliculo a ser injetado.

Experimento 2

Com o objetivo de verificar o momento em que a Ang II participa do mecanismo
de ovulagdo, vinte e cinco vacas Hereford distribuidas em trés replicagdes, em
condi¢des similares as do experimento anterior, foram tratadas com GnRH (100 pg de
acetato de gonadorelina, IM) e aleatoriamente distribuidas para receber uma inje¢ao
intrafolicular de 100 uM de saralasina 0 (grupo 0 h), 6 (grupo 6 h) ou 12 horas (grupo
12 h) apés o GnRH. O volume de saralasina injetado foi de acordo com o descrito no

experimento anterior.
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Experimento 3

Trinta e uma vacas distribuidas em 3 replicacdoes, com didmetro folicular
minimo de 12 mm, foram tratadas com GnRH (100 pg de acetato de gonadorelina, IM)
e aleatoriamente distribuidas de acordo com um delineamento fatorial 2x2. Foram
formados quatro grupos experimentais, recebendo uma inje¢ao intrafolicular de 100 uM
de losartan (grupo LO; inibidor especifico dos receptores AT, de Ang II), 100 uM de
PD123,319 (grupo PD; inibidor dos receptores AT,; Sigma), 100 uM de PD123,319 +
100 uM de losartan (grupo PD+LO) ou solugdo fisioldgica (grupo controle). O volume
injetado foi baseado no volume de fluido folicular (estimado conforme experimento 1)

para se obter uma concentracdo final de 10 uM de ambos os inibidores.

Anadlise estatistica

Para validag¢ao dos resultados nos trés experimentos, realizou-se uma analise de
variancia do didmetro folicular no momento do tratamento, utilizando-se como fatores
as variaveis de classe tratamento, ovulagdo ¢ a interagdo tratamento VS. ovulacdo. A
comparagdo da percentagem de ovulagdo nos diferentes tratamentos foi realizada em
modelo estatistico para dados categoricos, utilizando o PROC CATMOD (Categorical
Data Analysis Procedures) e a diferenca entre grupos foi comparada por meio de
contrastes. Todas as andlises foram realizadas utilizando o programa estatistico SAS

(1998), adotando-se como nivel de significancia 5%.

RESULTADOS

Experimento 1

Nove vacas (9/25) foram diagnosticadas em estro no momento que atingiram o

diametro folicular minimo. Como a percentagem de ovulacdo se manifestou de maneira
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distinta nos dois grupos, conforme a manifestagdao prévia de cio (P = 0,07), os dados
foram analisados separadamente. Naqueles animais em que a aplicagdo dos tratamentos
foi realizada sem manifestacdo de estro (antes do pico pré-ovulatério de LH), foi
verificada uma percentagem de ovulagdo de 14% (1/7) e 83% (5/6), respectivamente
para os grupos saralasina e controle (y*> = 4,89; 1 GL; P < 0,05; Fig. 1). Quando a
aplicacao dos tratamentos foi realizada em animais que estavam em cio, a percentagem
de ovulagdo foi de 67% (4/6) para o grupo saralasina e 100% (3/3) para o controle, nao

havendo diferencga estatistica entre os mesmos (¥*> = 0,08; 1 GL; P > 0,05; Fig. 1).

Em trés vacas (3/25; 12%) a técnica de injecdo intrafolicular ndo foi realizada
com sucesso, ocorrendo uma diminui¢do superior a 2 mm no diametro folicular nas
primeiras duas horas apds inje¢do intrafolicular. O tamanho folicular médio no
momento em que foi realizada a aplicacdo dos tratamentos nao diferiu estatisticamente
entre os grupos (P > 0,05), sendo de 13,0 £ 0,39 mm (média + erro padrao da média) e
13,7 £ 0,82 mm para os grupos saralasina e controle, respectivamente. Da mesma
forma, nao foi verificada diferenca estatistica (P > 0,05) do tamanho folicular, no
momento de aplicacdo dos tratamentos, entre as vacas que nao ovularam (12,7 + 0,32

mm) e as que ovularam (13,7 + 0,63 mm).

Experimento 2

A ovulagdo foi influenciada pelo momento de aplicagdo da saralasina (y*> =
10,76; 2 GL; P = 0,001), sendo maior para o grupo 12 h (100%, 7/7), quando
comparado com os grupos 0 h (16,7%; > = 19,6; 1 GL; P < 0,0001; 1/6) e 6 h (42,9%;
v = 61,8; 1 GL; P < 0,0001; 3/7); nao havendo diferenca estatistica entre os dois
ultimos (x> = 0,98; 1 GL; P > 0,05; Fig. 2). Em cinco vacas a técnica de inje¢ao

intrafolicular ndo foi realizada com sucesso caracterizado com uma diminui¢do no
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diametro folicular superior a 2 mm. Esses animais foram excluidos da analise estatistica.
O tamanho folicular médio + e.p.m. no momento da injecdo intrafolicular foi similar
para os grupos Oh (12,8 = 0,41 mm), 6 h (13,9 £ 0,60 mm) e 12h (14,3 £ 0,57 mm);
assim como semelhante para as vacas que ovularam (14,2 + 0,48 mm) e ndo ovularam

(13,1 + 0,37 mm), nao havendo diferenga estatistica (P > 0,05).

Experimento 3

A taxa de ovulagdo foi influenciada pela aplicagdo de PD123,319 (P < 0,0001),
mas ndo pelo tratamento com losartan (P > 0,05; Fig. 3). Nao houve interagdo entre os
grupos LO e PD (P > 0,05) na taxa de ovulacdo. Em quatro vacas ocorreu uma
diminui¢do superior a 2 mm nas duas horas seguintes a inje¢ao intrafolicular e os dados
foram excluidos da analise estatistica. O tamanho folicular médio (média + e.p.m.) no
momento de aplicagdo dos tratamentos para os grupo LO, PD, PD+LO e controle foi,
respectivamente, 13,1 + 0,20 mm, 13,0 £ 0,30 mm, 12,8 = 0,29 mm e 13,0 £ 0,13 mm,
ndo havendo diferenca estatistica entre os grupos (P > 0,05). Da mesma forma, nao
houve diferenca estatistica (P > 0,05) no tamanho folicular no momento da inje¢ao
intrafolicular entre as vacas que ovularam (13,1 = 0,12 mm) e as que nido ovularam

(12,7 £ 0,24 mm).

DISCUSSAO

O modelo in vivo utilizado nos experimentos permitiu demonstrar, pela primeira
vez, que a Ang II é indispensavel para que ocorra o evento da ovulagdo em bovinos.
Acosta et al. [10], através da técnica de microdialise, evidenciaram que a Ang II,
juntamente com outros peptideos, tem um papel angiogénico durante o processo de
ovulagdo. No entanto, a sua fungdo na ativa¢do da cascata nao foi demonstrada como na

proposta deste estudo.
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O diametro folicular minimo para a aplicagdo dos tratamentos (12mm) foi
baseado na alta taxa de ovulagdo de foliculos acima de 12mm quando aplicado GnRH,
conforme estudos de Sartori et al. [29]. A alta taxa de ovulacao nos animais dos grupos
controle (14/15 animais; 93%) demonstra que a lesdo ocasionada pela técnica de injecdo
intrafolicular ndo prejudicou o desenvolvimento final do foliculo e ovulacdo, assim
como ja tinha sido demonstrado por outros autores [28;30]. A técnica de injecdo
intrafolicular foi um método eficiente para determinar o envolvimento da Ang II no
mecanismo de ovulagdo em bovinos. Em outro estudo [31], para demonstrar essa fung¢ao
fisiolégica em coelhas, foi utilizada uma inje¢@o intraperitonial, procedimento este
inviavel em bovinos. A taxa de sucesso da técnica de injecdo intrafolicular foi de 81%

(66/81 animais), sendo superior as anteriormente descritas por Kot et al. [28].

Apbs o pico pré-ovulatério de LH, as concentragdes de Ang II aumentam no
fluido folicular [10], concomitante com o inicio da cascata de ovulagdo. A inibi¢do da
Ang II pela saralasina foi capaz de inibir a ovulagdo em 6 de 7 (P = 0,02) animais que
ndo estavam em estro, ou seja, antes do pico de LH (Fig 1). Nos animais em que foi
observado inicio do estro antes da aplicagdo dos tratamentos, a saralasina foi capaz de

inibir a ovulagdo em apenas duas vacas (2/6 vacas).

Com base nesses resultados, foi delineado o experimento 2 para determinar o
momento em que a Ang II ¢ indispensavel na cascata de ovulagdo. A aplicagdo
intrafolicular de saralasina 12 horas ap6s a aplicagdo de GnRH nio teve efeito sobre a
ovulacdo, uma vez que foi observado uma taxa de ovulagao de 100%, como era de se
esperar em foliculos com diametro superior a 12 mm quando tratados com GnRH [29].
No entanto, a aplica¢do de saralasina nas 6h ap6és o GnRH causou um bloqueio parcial
da ovulacdo. Yoshimura et al. [21], utilizando ovéarios de coelhas perfundidos in vitro,

induziu a ovulagdo com Ang II na auséncia de gonadotrofinas. Isso demonstra que a
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Ang II participa como intermedidrio da ovulag¢ao induzida por gonadotrofinas no inicio
da cascata de ovulagdao. Embora as concentragdes de Ang II permanecam elevadas
durante todo o processo de ovulagdo [10], estes resultados demonstram (Fig. 2) que esse
peptideo ¢ indispensavel apenas nos momentos iniciais do processo de ovulagdo. Em
ovarios de coelhas perfundidos in vitro, as concentragdes de Ang II no fluido folicular
aumentam quatro horas apds a exposi¢do a gonadotrofinas, provavelmente devido ao
aumento intrafolicular na atividade semelhante a renina [9]. Esses achados suportam os
resultados obtidos neste ensaio, em que foi observado um bloqueio parcial da ovulagao
quando a Ang II foi inibida 6 horas apos a administragdo de GnRH, mostrando o

momento em que esse peptideo desempenha seu papel no processo ovulatorio.

A saralasina, peptideo analogo da Ang II, ¢ um potente antagonista que bloqueia
todos os subtipos de receptores conhecidos para a Ang II. Para este estudo, foi utilizada
uma concentracdo de saralasina de 10 pM, uma vez que esse peptideo inibe, em
concentragdo dependente, a ligagdo especifica da Ang II a seus receptores, causando
uma completa inibi¢do da ligagdo em concentragdes superiores a 1 pM [25]. O efeito
toxico da saralasina nas células foliculares pode ser descartado, uma vez que este
peptideo tem sido largamente utilizado para bloquear o efeito do sistema renina-
angiotensina ou estudar a a¢do da Ang II, tendo demonstrado uma alta especificidade
pelos receptores da Ang II. A alta taxa de ovulagdo dos animais do grupo saralasina que
receberam o tratamento ap6s o inicio do estro, também descarta a possibilidade de um

efeito toxico da saralasina nas células foliculares.

Neste estudo, a presenca de PD123,319 (inibidor especifico de AT,), no fluido
folicular, inibiu a ovulagdo independente da presencga do inibidor AT, losartan (Fig. 3).
O PD123,319 ¢ um antagonista ndo peptidico dos receptores AT,, com baixa afinidade

aos receptores ATj, que causa uma completa inibigao da ligagdo especifica de Ang Il a
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uma concentracao de 100 uM [25]. Yoshimura et al. [15], utilizando ovarios de coelhas
perfundidos in vitro, bloqueou a ovulagdo através da administragdo de PD123,319, o
que nao aconteceu pela administragdo do CV-11974, inibidor especifico AT;. O losartan
¢ um antagonista nao peptidico dos receptores AT; de Ang Il com baixa afinidade aos
receptores AT, [16;17] e com grande utilizagdo terapéutica para controle da pressao
sanguinea. Schauser et al [14] observaram um aumento na expressao de receptores AT,
em foliculos pré-ovulatdrios bovinos, sugerindo uma atividade dos receptores AT, no
processo de ovulacdo induzido por Ang II. Isto evidencia que a Ang II participa da

ovulagdo em bovinos via receptores AT,

Pellicer et al. [31] demonstrou que a aplicagdo intraperitonial de saralasina
bloqueou a ovulagdo de ratas imaturas tratadas com eCG ¢ hCG. No entanto, em um
estudo semelhante, Daud et al. [32] apontou auséncia de receptores para Ang II em
foliculos pré-ovulatérios e com isso a aplicagdo intraperitonial de saralasina nao teve
efeito na taxa de ovulacdo. Ja Yoshimura et al. [22], através da aplicacdo de saralasina,
inibiram a producdo de PGs e a conseqiiente ovulagdo induzida por hCG em ovarios de
coelhas perfundidos in vitro. Portanto, existe na literatura resultados bastante
contraditorios quanto a localizagdo de receptores para Ang II nas células foliculares de
diferentes espécies e a sua importancia no mecanismo de ovulagdo. No entanto, este
ensaio in vivo demonstra que a Ang II ¢ indispensavel para que ocorra a ovulagdo em

bovinos.

Concluindo, verificou-se que a Ang II ¢ indispensavel para a ovulagio em
bovinos, uma vez que a inibigdo desse peptideo por uma injecdo intrafolicular de
saralasina determinou o bloqueio da ovulagdo. Portanto com base nos resultados
apresentados, este ensaio in vivo demonstrou que a Ang Il tem um papel fundamental

nos momentos iniciais da ovulacao atuando como um fator chave na ativa¢do da cascata
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de ovulagdo induzida por gonadotrofinas. E possivel concluir também, que a Ang II

participa desses eventos, na espécie bovina, através dos receptores AT,.
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Fig.1—  Efeito da injegdo intrafolicular de saralasina (Grupo SARALASINA, n =
13) ou solucao fisiologica (Grupo CONTROLE, n = 9) na taxa de ovulacao
de vacas com foliculos maiores que 12 mm desafiados com andlogo do
GnRH (100 pg de gonadorelina) de acordo com a manifestagdo de estro no
momento da aplicagdo dos tratamentos. O asterisco indica diferenga
significativa entre os tratamentos (P = 0,02).
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Efeito da inje¢do intrafolicular de 100 uM de saralasina em diferentes horas
apos a aplicagdo de analogo do GnRH (100 pg de gonadorelina) na taxa de
ovulagdo de foliculos tratados com didmetro > 12 mm (n = 20). Letras
diferentes indicam diferenca significativa entre os tratamentos (P > 0,001).
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Fig. 3—  Efeito da injegdo intrafolicular de inibidores especificos dos receptores de

Ang II na taxa de ovulacdo de foliculos tratados com didmetro superior a 12
mm e desafiados com uma aplicagdo IM de andlogo do GnRH (100 pg de
gonadorelina). LO, 10 uM de losartan (inibidor especifico de AT;; n = 6);
PD, 10 uM de PD123,319 (inibidor especifico de AT,; n = 6); PD+LO, 10
uM de losartan + 10 uM de PD123,319 (n = 6); SALINA, salina a 9% (n =
6). Letras diferentes indicam diferenga significativa entre os tratamentos (P
<0,05).
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