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RESUMO
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PEPTIDEOS NATRIURETICOS E ANGIOTENSINA-(1-7) DURANTE O
PROCESSO DE OVULACAO EM BOVINOS
AUTOR: JOABEL TONELLOTTO DOS SANTOS
ORIENTADOR: PAULO BAYARD DIAS GONCALVES
Data e Local da Defesa: Santa Maria, 20 de Fevereiro de 2015.

A ovulacéo € controlada por uma complexa e dinamica interacdo de fatores, incluindo
mecanismos endocrinos e vasoativos, mensageiros celulares e enzimas ativadoras. Fatores
produzidos localmente exercem papel essencial durante o periodo ovulatério. Alguns
peptideos como Angiotensina Il (Angll) e os Peptideos Natriuréticos (NPs) tém se destacado
na regulacdo local das funcdes reprodutivas, além de suas atividades sistémicas. Ao contrario
da Angll, a funcdo da Angiotensina-(1-7) [Ang-(1-7)] ainda ndo esta caracterizada no ovario
de espécies monovulatérias, como o bovino. No primeiro estudo foi avaliado o efeito da Ang-
(1-7) e de seu receptor (MAS) na regulacdo da ovulacdo. Para isso foi realizada a
suplementacdo com Ang-(1-7) ou bloqueio de seu receptor, em células da granulosa
cultivadas in vitro, sobre a expressao de RNAm para epirregulina (EREG — marcador inicial
do processo de ovulagdo). Utilizando um modelo in vivo, foi realizada a injecéo intrafolicular
do inibidor do receptor MAS (A-779) para avaliar a taxa de ovulacdo. Os resultados
demonstraram que a Ang-(1-7) e o inibidor A-779 quando em cultivo in vitro, ndo foram
capazes de regular a expressdo de RNAm para EREG. Da mesma forma que injecdo
intrafolicular de A-779 ndo inibiu o processo ovulatério, indicando que a Ang-(1-7) ndo
possui papel relevante no inicio da cascata ovulatéria em bovinos. No segundo estudo o
objetivo foi caracterizar a expressdao dos NPs, seus receptores e enzimas convertases durante a
ovulacdo induzida a partir de GnRH/LH em bovinos. Utilizando modelo in vivo foram
demonstrados como principais resultados a presenca de varios componentes do sistema NPs
durante a ovulagdo em bovinos, bem como um aumento na expressdo de RNAm para NPPC
(precursor do peptideo natriurético tipo C) ap6s inducdo da ovulacdo GnRH / LH em células
da granulosa. Esses resultados fornecem a primeira evidéncia que o peptideo natriurético tipo
C (NPC) e regulado positivamente pelo LH e pode estar envolvido na ovulagéo e luteinizagéo
de bovinos. O terceiro estudo foi realizado para responder como ocorre a regulagdo do RNAm
para NPPC pelo LH, se essa regulacdo é via receptor de EGF (EGF-R). Alem disso,
avaliamos se o NPC regula genes da cascata ovulatéria e se o blogueio EGF-R é capaz de
alterar a taxa de ovulagéo. Para isso foram utilizados modelos in vitro de cultivo de células da
granulosa de foliculos grandes (> 12 mm) e modelos in vivo para estudo da ovulacéo aliados a
injecédo intrafolicular com ovariectomia em momentos estratégicos e/ou dinamica folicular.
Nossos principais resultados foram: NPC néo regula a expressdo de RNAm para anfirregulina
(AREG) e EREG in vitro; RNAm para NPPC é regulado via EGF-R porém o bloqueio de
EGF-R néo foi capaz de alterar a taxa de ovulagdo em bovinos. Estes resultados sugerem que
a regulacdo e funcdo dos NPs durante a ovulacdo pode diferir entre espécies mono e
multiovulatorias.

Palavras chave: Bovinos, granulosa, A-779, Receptor MAS, NPPC, EGF-R.
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Ovulation is controlled by a complex and dynamic interaction of factors, including
endocrine and vasoactive mechanisms, cellular messengers and activating enzymes. It is well
established that locally produced factors exert pivotal roles during ovulation. Some peptides
such as angiotensin Il (Ang Il) and Natriuretic Peptides (NPs) have been prominent in local
regulation of reproductive functions of mammals, beyond its systemic activities. Unlike
angiotensin Il (Angll), the role of angiotensin-(1-7) [Ang-(1-7)] has not been characterized in
the ovary of mono-ovulatory species. In the first study, was evaluated the effect of Ang-(1-7)
and its receptor (MAS) in the regulation of the ovulatory cascade. For this we used an in vitro
model of supplementation with Ang- (1-7) or blocking its receptor on EREG mRNA
expression in granulosa cells. Using an in vivo model, the intrafollicular injection of Ang-(1-
7) antagonist (A-779 - MAS receptor inhibitor) was performed to evaluate the ovulation rate.
Results showed that the Ang- (1-7) and A-779 inhibitor when in vitro culture, were not able to
regulate to EREG mRNA expression. Likewise, the intrafollicular injection of A-779 did not
block ovulation before the expected time of LH peak, suggesting that Ang-(1-7) has no role in
the early ovulatory cascade in cattle. In the second experiment, the aim was to evaluate the
pattern of mMRNA expression in bovine granulosa cells for the Natriuretic Peptides Precursors
(NPPs), receptors (NPRs) and key enzymes of this system after GnRH-induced ovulation in
vivo. Using in vivo model main results have been shown the presence of several components
of NPs system during ovulation in cattle, as well as increased mRNA expression for NPPC
(natriuretic peptide precursor C) in granulosa cells after induction of ovulation with GnRH /
LH. These results provide the first evidence that the C-type natriuretic peptide (NPC) is
upregulated by LH and may be involved in ovulation and bovine luteinizing. Third study was
conducted to answer like LH controls the mRNA expression for NPPC if this is up-regulated
through EGF receptor (EGF-R). Moreover, we evaluated if the NPC regulates genes in
ovulatory cascade and blockade EGF-R is capable of altering ovulation rate. For this we used
an in vitro model of granulosa cell culture from large follicles (> 12 mm) and in vivo models
to study ovulation, combined with intrafollicular injection and follicular dynamics and / or
ovariectomy at strategic times. Our main results were: NPC does not regulate mRNA
expression for amphiregulin (AREG) and EREG in vitro; NPPC mRNA coding is regulated
by EGF-R but block EGF-R was not able to change the ovulation rate in bovines. These
results suggest that the regulation and function of NPs during ovulation may differ between
monovular and polyovular species.

Keywords: Bovine, granulosa, A-779, MAS receptor, NPPC, EGF-R.
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INTRODUCAO

Atualmente o agronegocio é um dos principais setores da economia brasileira, tendo
fundamental importancia para o crescimento do pais. Inserida no agronegécio temos a
bovinocultura, que busca entender e aprimorar a criagdo de bovinos, possibilitando
incrementar sua produgdo como fonte alimentar e/ou outras finalidades. O Brasil possui 0
segundo maior rebanho de bovinos, sendo este 0 maior rebanho comercial do mundo. Um dos
principais problemas do setor pecuario é a reproducéo, pois afeta diretamente a produtividade
dos rebanhos sejam eles voltados para producdo de carne ou leite. Por ser possuidor de
aproximadamente 208 milhdes de cabecas (ABIEC, 2013), o Brasil dispde desses animais
para pesquisa e demanda da utilizacdo de biotécnicas reprodutivas como: superovulacdo e
desenvolvimento de protocolos de inseminagdo artificial em tempo fixo (IATF — por
exemplo), as quais tém seu sucesso intimamente relacionado ao processo ovulatorio.

Tendo em vista esse vasto potencial, nosso grupo vem trabalhando ha mais de 10 anos
com esta espécie, tanto na pesquisa aplicada quanto basica. O modelo bovino vem sendo
utilizado na identificacdo de fatores envolvidos na selecdo folicular, maturacdo oocitéria,
ovulacdo e lutedlise sob o mesmo ambiente enddcrino, preservando a interagdo entre as
células ovarianas (FERREIRA et al., 2007b; BARRETA et al., 2008; FERREIRA et al., 2011;
SANTOS et al., 2011; GASPERIN et al., 2012; BARRETA et al., 2013; GASPERIN et al.,
2014). Embora o estudo nesta area seja de grande interesse econdémico além de uma possivel
extrapolacdo do conhecimento acerca da fisiologia para outras espécies monovulatorias, ainda
existem diversas lacunas no conhecimento de eventos como a ovulagdo. Os modelos
experimentais desenvolvidos em nosso laboratorio nos permitem obter resultados fidedignos e
representativos da fisiologia e, futuramente, para geracdo de tecnologia. O modelo de injecéo
intrafolicular aliado a dindmica folicular e & ovariectomia em momentos estratégicos, nos
permite determinar a expressdao de diferentes fatores e seus receptores momentos antes,
durante e ap6s o pico de LH, por exemplo. A associagdo do uso de modelos in vivo
confirmando resultados obtidos in vitro se torna uma importante ferramenta para elucidar
mecanismos fisiologicos de sistemas locais ovarianos em eventos reprodutivos.

A importancia de sistemas hormonais circulantes atuando no processo de ovulagao
tem sido demonstrada, entre eles o Sistema Renina-Angiotensina (RAS), que sugere uma
funcéo local ovariana deste sistema. Resultados demonstram participa¢do dos componentes do

sistema Angiotensina Il (Angll) durante o processo de ovulacdo em bovinos (FERREIRA et
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al., 2007a). No entanto, alguns trabalhos tém demonstrado que a Angll ndo é o Unico peptideo
ativo do RAS. Outros peptideos gerados a partir da Angl e Angll, como Anglll (ZINI et al.,
1996), AnglV (WRIGHT et al., 1993) e Ang-(1-7; FELIX et al., 1991), também podem
mediar as aces do RAS em diferentes sistemas, especialmente a Ang-(1-7; (COSTA et al.,
2003; SAMPAIO et al., 2007; LEAL et al.,, 2009). A presenca da Ang-(1-7) tem sido
demonstrada em ovarios de ratas e mulheres (COSTA et al., 2003; PEREIRA et al., 2009;
REIS et al., 2010). Esse mesmo grupo demonstrou ainda que as células foliculares expressam
RNAm para MAS [receptor de Ang-(1-7)] e da principal enzima que cliva angiotensina Il em
Ang-(1-7): a enzima conversora da angitensina 2 (ECA,) e que esse padrdo de expressao €
modulado nos ovarios de ratas tratadas com gonadotrofina coribnica equina (ECG;
(PEREIRA et al., 2009).

A Ang-(1-7) também foi demonstrada como um potencial regulador da
esteroidogénese folicular modulando as concentragdes de estradiol e progesterona ao longo do
ciclo estral de ratas (COSTA et al., 2003). Em bovinos, o sistema Ang-(1-7) foi demonstrado
durante o periodo de desenvolvimento folicular (BARRETA et al., 2013) e processo
ovulatorio (SANTOS et al., 2011). Apesar dos resultados apontarem uma possivel acdo e
regulacdo da Ang-(1-7) na funcdo ovariana, pouco se sabe até 0 momento em relacdo a sua
funcdo em espécies monovulares, como a bovina. Para isso, nossos objetivos no primeiro
estudo foram detectar a proteina do receptor MAS nas células da granulosa de foliculos pré-
ovulatorios, avaliar a Ang-(1-7) é um mediador necessario durante o processo ovulatorio em
bovinos e determinar o efeito do blogueio do receptor MAS sobre a taxa de ovulagdo induzida
por GnRH in vivo.

Outro sistema hormonal circulante que tém se destacado na regulagcdo local das
funcBes reprodutivas, além de suas atividades sistémicas sdo os Peptideos Natriuréticos (NPSs).
A participagdo dos NPs na maturacdo, foliculogénese e ovulagdo tem sido estudada através de
modelos animais, em sua maioria roedores. O sistema NPs consiste em trés peptideos
enddgenos com elevada homologia: atrial (NPA), do tipo B (NPB) e do tipo C (NPC) mais
trés receptores (NPR-1, 2 e 3) localizados na superficie da membrana celular (GARDNER et
al., 2007; MISONO et al., 2011; POTTER, 2011) e duas enzimas convertases: corin (YAN et
al., 2000) e furin (WU et al., 2003). Os NPs séo expressos na forma de precursores: NPPA,
NPPB e NPPC que dardo origem ao NPA, NPB e NPC, respectivamente (NAKAO et al.,
1992; POTTHAST & POTTER, 2005; POTTER et al., 2006). NPPA e NPPB tem alta
afinidade pelo NPR-1 (SUGA et al., 1992), enquanto o NPC é o principal ligante do NPR-2
(KOLLER et al., 1991), ao passo que o0 NPR-3 é responsavel pela internalizacéo e degradacéo
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dos ligantes (MAACK et al., 1987; POTTER et al., 2006). Além dos precursores e receptores
duas enzimas convertases, corin e furin sdo responsaveis pela clivagem em peptideos ativos
de NPPA (YAN et al., 2000) e NPPC (WU et al., 2003).

Durante os processos reprodutivos destaca-se a participacdo dos NPs principalmente
de NPC atuando via NPR-2. Em células da granulosa de camundongos, o0 FSH/eCG estimula
a expressao de NPC, atingindo os niveis mais elevados, in vivo, concomitantemente com o
pico pré-ovulatério do LH (KAWAMURA et al., 2011; LEE et al., 2013).Nessa mesma
especie foi demonstrado que o NPC produzido pelas células murais da granulosa, se liga ao
NPR-2 do cumulus e impede o reinicio da meiose (ZHANG et al., 2010). Camundongos
knockout para NPR-2 ndo apresentavam corpo I(teo e por citologia vaginal esses animais ndo
possuiam indicios de ciclo estral (TAMURA et al., 2004). Fatores derivados do odcito,
principalmente GMP15, GDF9 e FGF8, juntamente com o estradiol promovem a expressao e
manutencgéo da funcionalidade do NPR-2 no cumulus. (ZHANG et al., 2010; ZHANG et al.,
2011; LEE et al., 2013). Contrariamente a isso, o LH/hCG através dos EGFs reduzem a
expressao do NPC na granulosa de roedores (KAWAMURA et al., 2011; LEE et al., 2013).

Até entdo ha a caracterizacdo de alguns componentes do sistema NPs e sua regulacédo
por gonadotrofinas em ovarios de espécies multiovulatérias. Em espécies monovulares, a
regulacdo e funcdo dos NPs ainda ndo estdo claras. Por isso o estudo da regulacdo deste
sistema ao longo do periodo pré-ovulatério forneceré subsidios para melhor compreendermos
funcBes elementares como esteroidogénese e diferenciacdo, assim como a interacdo dos
mesmos com outros elementos ja conhecidos (por ex.: LH e EGF). Os objetivos do nosso
segundo e terceiro estudos foram determinar o padréo de expressdo dos precursores dos NPs,
receptores e enzimas em células da granulosa durante o processo ovulatério, bem como sua
possivel regulacdo por LH e ainda demonstrar que a expressao para NPPC é regulada através
de EGF-R em células da granulosa de bovinos. Para isso, utilizamos abordagens in vivo e in
vitro que possibilitam o estudo simultdneo de eventos transcricionais e traducionais nas

células da granulosa coletadas antes, durante ou apds a inducdo (tratamento) do pico de LH.
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RESUMO

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

Palavras-chave: angiotensina (1-7), ovulacéo, receptor MAS, ECAZ2, bovino.
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This study aimed to evaluate the effect of Ang-(1-7) and its receptor (MAS) in the
regulation of the ovulatory cascade. In the experiment I, the effect of Ang-(1-7) or d-Ala7-
Ang-(1-7) (A-779; Ang-(1-7) antagonist) on the epirregulin (EREG; initial marker of
ovulation process) MRNA expression in granulosa cells was assessed using an in vitro model
of follicular cell culture. In experiment Il, it was used an in vivo intrafollicular injection
model, in which twenty cows had their follicular waves synchronized and the ovarian
follicular size was daily monitored by ultrasound. Follicles that reached a minimum diameter
of 12 mm were injected with A-779 or saline 0.9%. At the time of the intrafollicular injection,
cows were challenged with an intramuscular application of GnRH analogue. Ang-(1-7) or the
blockade of its receptor MAS had no effect in EREG mRNA expression in granulosa cells
cultured in vitro. Likewise, the intrafollicular injection of MAS receptor inhibitor (10 M of
A-779) did not block ovulation before the expected time of LH peak (100% of the cows
ovulated after GnRH challenge in the treatment and control groups), suggesting that Ang-(1-
7) has no role in the early ovulatory cascade in cattle.

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

INTRODUCAO

Nas ultimas décadas, uma série de fatores de crescimento e peptideos regulatdrios
foram identificados como reguladores do crescimento folicular, ovulacdo e luteinizacdo
(YOSHIMURA, 1997; RICHARDS et al., 2002). Nesse sentido, alguns modelos de
sinalizacdo para o desencadeamento da ovulacéo tém sido propostos para mamiferos, a partir
do pico ovulatério de gonadotrofina (BRIDGES et al., 2006; FORTUNE et al., 2009). Os
modelos mais estudados e aceitos sdo aqueles que envolvem os fatores de crescimento
semelhantes ao EGF (Epidermal Growth Factor) como a ampirregulina (AREG) e a

epirregulina (EREG), os quais séo induzidos pelo pico de LH e estimulam a sintese de PTGS2
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(Prostaglandin-endoperoxide synthase 2), iniciando os processos de protedlise e remodelacao
tecidual (PARK et al., 2004). Apesar de varios fatores terem sido descobertos através desses
modelos, a complexa interacdo entre fatores locais e rotas intracelulares reguladas entre o pico
de gonadotrofina e o rompimento do foliculo com liberacdo do od6cito maturo capaz de ser
fecundado ainda é desconhecida. Entre os sistemas locais atuantes nesses processos, destaca-
se 0 sistema renina-angiotensina (SRA), através de seus peptideos com funcdes ja bem
estabelecidas na ovulacdo (FERREIRA et al., 2007) e maturacdo de odcitos (BARRETA et
al., 2008).

No processo de ovulacdo, entre os componentes do SRA, a angiotensina Il (Ang I1)
tem sido amplamente estudada. Em bovinos, a Ang Il é indispensavel nos momentos iniciais
da cascata ovulatoria induzida pelo LH (FERREIRA et al., 2007), além de possuir uma fungéo
vasoativa importante para a formacdo e regressao do corpo lateo (ACOSTA & MIYAMOTO,
2004). A regulacdo dos componentes do sistema Ang Il demonstra a participacdo deles
durante a ovulacdo; no entanto, a Ang Il ndo é o Unico peptideo ativo do SRA. Outros
peptideos gerados a partir da Ang | e Ang 11, como a Ang-(1-7) (FELIX et al., 1991), também
podem mediar as acGes do SRA em diferentes processos fisiologicos (COSTA et al., 2003;
SAMPAIO et al., 2007).

A Ang-(1-7) é o ligante para o receptor MAS (SANTOS et al., 2003) e suas a¢des Sao
especificamente inibidas quando o receptor MAS é blogueado com d-Ala7-Ang-(1-7),
também conhecido como A-779 (DILAURO & BURNS, 2009). A expressao de RNAm para
MAS foi verificada em varios tecidos, incluindo ovarios de roedores e bovinos (COSTA et al.,
2003; SANTOS et al., 2011) e testiculos de ratos e homens (METZGER et al., 1995; REIS et
al., 2010). No entanto, pouco se sabe sobre a possivel funcdo ou via de acdo da Ang-(1-7) na

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

Apesar de resultados apontarem uma possivel acdo e regulacdo da Ang-(1-7) na
funcdo ovariana, pouco se sabe até o momento em relacdo a sua funcdo em espécies
monovulares, como a bovina. Para tanto, testou-se a hipGtese de que a Ang-(1-7) é um
mediador necessario durante o processo ovulatério em bovinos, regulando a expressdo de
epirregulina. O objetivo deste estudo foi detectar a proteina do receptor MAS e avaliar o
efeito da Ang-(1-7) sobre a expressdao de RNAm para EREG nas células da granulosa bovina.
Além disso, o efeito do bloqueio do receptor MAS sobre a expressdo de EREG, induzida por

LH in vitro, e sobre a taxa de ovulagéo induzida por GnRH in vivo, também foi avaliado.

MATERIAL E METODOS

Experimento |

Identificacdo do receptor MAS em células da granulosa bovina

Ovérios bovinos foram obtidos imediatamente apds o abate e transportados para o

laboratdrio em solucdo salina a 30°C. A proteina total de um fragmento ovariano (contendo
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tecido cortical e medular) e células da granulosa provenientes de foliculo bovino com 15mm
de didmetro (cujo par ndo possuia corpo luteo) foram extraidas utilizando o buffer M-PER
(Thermo Scientific, USA) e quantificadas usando NanoDrop (Thermo Scientific, USA). Apds
desnaturacdo a 95°C, 25ug de cada amostra foi submetida a um gel de SDS a 10% e eletro-
transferidas para uma membrana de nitrocelulose. Apos blogueio por 2h com leite desnatado a
5% em PBS contendo 0.1% tween-20 (PBS-T), a membrana foi incubada overnight a 4°C
com anticorpo de coelho anti-MAS humano na diluicdo de 1:200 (sc-135063; Santa Cruz
Biotechnology Inc., CA, USA) em agitacdo. Apos trés lavagens (10 min cada) com PBS-T, a
membrana foi incubada com anticorpo secundario caprino anti-lgG de coelho (ab6721;
Abcam Inc., USA) na diluicdo de 1:5000 por 2h em agitacdo, seguido por trés lavagens.
Finalmente, as membranas foram incubadas com substrato Lumi-Light PLUS (Roche, USA)
por trés min e visualizadas usando o Chemidoc analyser (BioRad, CA, USA).

Cultivo de células foliculares

Foi usado um sistema de cultivo de células de foliculos >12 mm como modelo
experimental semelhante ao descrito por BRIDGES et al. (2006), com modificagdes.
Brevemente, pares de ovarios bovinos que ndo apresentavam corpo liteo foram obtidos em
abatedouro, imediatamente apds o abate, e transportados para o laboratorio em solucédo salina
a 30°C. O tempo total decorrido durante a coleta dos ovarios e o inicio do cultivo foi de cerca
de 2h. A partir de cada par de ovarios, foi feita a dissecacdo do foliculo com didmetro pré-
ovulatorio >12 mm. Os fragmentos foliculares contendo teca e granulosa foram cortados em
porcdes de aproximadamente 2-3mm?3, as quais foram cuidadosamente lavadas em meio
MEM (Sigma Aldrich, USA) suplementado com 50Ul/ml de penicilina (Sigma Aldrich, USA)
e 50ug mlt de estreptomicina (Sigma Aldrich, USA) a 37°C. Os fragmentos foram
distribuidos aleatoriamente em placas de quatro po¢cos em nimero de quatro fragmentos/poco

com 400ul de meio de cultivo em que receberam os tratamentos.
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Os fragmentos foliculares foram cultivados na presenca ou auséncia de LH (100ng mI®
1) e diferentes concentracdes de Ang-(1-7) (Sigma Aldrich, USA) e inibidor A-779 (Sigma
Aldrich, USA), constituindo os seguintes grupos: células foliculares (controle negativo);
células foliculares + LH (controle positivo); células foliculares + Ang-(1-7) 10°M:; células
foliculares +Ang-(1-7) 107M:; células foliculares Ang-(1-7) 10°M; células foliculares + LH +
A-779 10°M; células foliculares + LH + A-779 107"M; células foliculares + LH +A-779 10
M. As concentragdes utilizadas foram baseadas nas concentracdes fisioldgicas de Ang-(1-7)
encontradas por SANTOS et al. (2011). Apds 3h de cultivo, as células da granulosa foram
coletadas através de sucessivas pipetagens no meio de cultivo, fazendo com que as células se
desprendessem dos fragmentos. Na sequéncia, o meio foi centrifugado e as células da
granulosa recuperadas e congeladas a -80°C para extracdo de RNAm,

Extracdo de RNA, transcricdo reversa e qPCR

O RNA total foi extraido usando Trizol (Invitrogen, Brasil) de acordo com as
recomendacdes do fabricante. A quantificacdo de RNA e a verificacdo de contaminagdo foram
realizadas conforme SANTOS et al. (2011), utilizando o NanoDrop (Thermo Scientific,
USA). A integridade do RNA foi verificada submetendo 1pug de RNA de cada amostra, 3ul de
loading buffer (Sigma Aldrich, USA) e 2ul de &gua ultra pura a 70°C por 5min. Apos, foi
realizada eletroforese em gel de agarose 1,2% para a visualizagdo das bandas de RNA
ribossomal (RNAr). A presenca de rastros abaixo das bandas referentes as porcoes 28S e 18S
do RNAr indica degradacao.

O RNA total foi tratado com DNase (Invitrogen, Brasil) a 37°C por 30min para digerir
DNA gendmico contaminante. A reacdo de transcri¢do reversa foi realizada com 1mM oligo
(dT) primer, Omniscript (Qiagen, Mississauga, ON, Canada) RTased, dNTP’s e inibidor da

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

Experimento 1l

Animais, injecdo intrafolicular e dindmica folicular

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

As injecOes intrafoliculares foram guiadas por ultrassom (Aquila Vet, Pie Medical
Equipment BV, Holanda) equipado com uma sonda convexa de 7,5MHz. Para a aplicacdo dos
tratamentos no foliculo-alvo, foi utilizado um sistema de duas vias acoplado a uma guia de
biopsia, conforme descrito por FERREIRA et al. (2007). Apos a aplicagdo dos tratamentos,

foi realizado monitoramento ultrassonografico a cada 24h. A ovulacdo foi caracterizada
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quando se observou o desaparecimento do foliculo tratado entre duas avaliacOes e,
posteriormente, a formacao do corpo luteo.

Anélise estatistica

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

USA) e os resultados estdo representados como média + erro padrdo da média.

RESULTADOS

Experimento |

A proteina do receptor MAS (aproximadamente 30kDa; Figura 1A) foi detectada em
fragmento de ovario bovino e células da granulosa isoladas de foliculo > 12 mm (para
Western blot, o foliculo apresentou um tamanho de 15mm). A Ang-(1-7) nas doses utilizadas
ndo alterou o padrdo de expresséo de RNAm para EREG (Figura 1B) nas células da
granulosa, quando estas foram cultivadas na auséncia de LH. O A-779 também néo alterou o
padréo de expressdo de RNAmM de EREG (Figura 1C) no cultivo celular suplementado com
LH.

Experimento 11

Nove das vinte vacas foram utilizadas, sendo os outros animais descartados do estudo

por ndo apresentarem didmetro folicular esperado (> 12 mm). Os nove animais foram
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distribuidos aleatoriamente nos grupos A-779 (n= 5) e controle (n=4). Todos os animais de

ambos 0s grupos ovularam entre 24 e 48h ap06s a injecéo intrafolicular.

DISCUSSAO

Os principais achados deste estudo sdo: 1) a proteina do receptor MAS esta presente
no ovario bovino e nas células da granulosa de foliculo pré-ovulatorio; 2) no cultivo in vitro,
as doses utilizadas de Ang-(1-7) ndo foram capazes de regular positivamente a expressdo de
RNAm de EREG; 3) no cultivo in vitro, 0 A-779 nédo reduziu a expressdo de RNAm de EREG
e; 4) a injecdo intrafolicular de A-779 (10° M) ndo foi capaz de bloquear a ovulacdo em
bovinos. Esses resultados sugerem que, ao contrario da Ang Il (KUJI et al., 1996; FERREIRA
et al., 2007), a Ang-(1-7) parece ndo ser necessaria, nem essencial para desencadear o
processo de ovulagdo em bovinos.

Recentemente, este grupo de estudos demonstrou a presenca da Ang-(1-7) no liquido
folicular e expressdo de RNAmM para o receptor MAS e para as enzimas que ddo origem a
Ang-(1-7) através da clivagem de Angl e Ang Il em foliculos pré-ovulatorios bovinos
(SANTOS et al., 2011). Em humanos, a Ang-(1-7) estd presente no liquido folicular e a
presenca do seu receptor MAS foi detectada no ovario (REIS et al., 2010). Adicionalmente,
em ratos, a expressao de RNAm para o receptor MAS, em homogenatos de ovario é regulada
positivamente por eCG (PEREIRA et al., 2009). No presente estudo, usando o bovino como
modelo para experimentos in vivo, ndo foram observados efeitos sobre a ovulagéo quando o
receptor da Ang-(1-7) foi blogueado. O estimulo com Ang-(1-7) ou bloqueio de seu receptor
no cultivo in vitro de fragmentos de foliculos pré-ovulatérios ndo alterou a expressdo de
EREG, um marcador inicial na cascata da ovulacéo.

Apesar da deteccdo do produto proteico do receptor MAS nas células da granulosa

bovina, o bloqueio do receptor da Ang-(1-7) in vivo nédo foi efetivo para bloquear a ovulacéo
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em bovinos, ao contrario do que acontece com o bloqueio dos receptores para Ang Il
(FERREIRA et al., 2007). O blogueio dos receptores de Ang Il sé foi efetivo em periodos
iniciais do processo de ovulacéo, até 6h apos o desafio com GnRH (FERREIRA et al., 2007).
No entanto, um estudo recente indica que as concentracdes intrafoliculares de Ang-(1-7) so6
aumentam 24h ap6s a aplicacdo de GnRH (SANTOS et al., 2011). As doses utilizadas de
Ang-(1-7) (in vitro) e A-779 (in vivo e in vitro) foram similares ou superiores a concentracdo
fisiolégica de Ang-(1-7), encontrada no liquido folicular bovino (SANTOS et al., 2011). A
perfusdo cardiaca de Ang-(1-7) em camundongos produz efeitos vasculares complexos que
envolvem a interacdo de seu receptor e dos receptores de Ang Il, levando a liberagcdo de
prostaglandinas e 6xido nitrico (CASTRO et al., 2005). Também, em cultivo de células
endoteliais humanas, a Ang-(1-7) é capaz de estimular a liberacdo de prostaglandinas e 6xido
nitrico (SAMPAIO et al., 2007), importantes para 0 mecanismo final da ovulacdo. E possivel
gue a Ang-(1-7) atue nos instantes finais da ovulacéo relacionados com a ruptura do foliculo e
luteinizacdo, visto que neste estudo, ao contrario do que ocorre com Ang Il (PORTELA et al.,
2011), nédo foi observado efeito da Ang-(1-7) sobre EREG, importante marcador de eventos
iniciais do processo ovulatorio. Nesse sentido, cultivos in vitro com suplementacdo de
tratamentos por um maior periodo podem agregar conhecimentos sobre um possivel papel da
Ang-(1-7) nesses eventos, podendo-se utilizar uma molécula ativada pela ligagdo Ang(1l-
7)IMAS. Entretanto, deve-se considerar que a Ang-(1-7) é um peptideo derivado da clivagem
da Ang Il (FELIX et al., 1991) e pode ndo possuir uma acgdo direta no processo de ovulagéo
em bovinos, contrariando os dados obtidos em espécies de ovulacdo multipla.

VIANA et al. (2011), utilizando um modelo de perfusdo de ovarios de coelhas,
demonstraram que a Ang-(1-7) é capaz de induzir a ovulacdo e producdo de estradiol na
auséncia de gonadotrofinas. Além disso, o blogueio de seu receptor foi capaz de inibir o efeito

das gonadotrofinas na ovulacdo. Neste estudo, ndo foi possivel evidenciar um papel relevante
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da Ang-(1-7) durante os momentos iniciais da cascata da ovulacdo. No entanto, considerando
que o antagonista da Ang-(1-7) (SANTOS et al., 1994) foi injetado no inicio do processo de
ovulacgéo (simultaneamente com a aplicacdo de GnRH), ndo pode ser excluido um efeito mais

tardio.

CONCLUSAO

A Ang-(1-7) e o inibidor A-779, quando em cultivo in vitro por 3 horas, ndo sdo
capazes de regular a expressdo de EREG. A injecdo intrafolicular na concentragdo de 10°M
de A-779 ndo inibe o processo ovulatorio, indicando que a Ang-(1-7) ndo possui papel

relevante no inicio da cascata ovulatéria em bovinos.
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Figura 1 - Deteccdo proteica do receptor MAS em fragmento ovariano e células da
granulosa isoladas de foliculo pré-ovulatério (15mm) bovino (A). Note que a foto do gel foi
cortada, tendo em vista que as amostras nao relacionadas com o presente experimento foram
retiradas para melhor representacdo dos resultados. Expressao relativa de RNAm (média +
erro padrdao da média) para epirregulina (EREG) em células da granulosa tratadas com
diferentes doses de Ang-(1-7) (B) e A-779 (C). Letras diferentes representam diferenca

estatistica entre os tratamentos (P<0,05).
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1. Abstract

The aim of this study was to evaluate the pattern of mMRNA expression in bovine granulosa
cells for the Natriuretic Peptides Precursors (NPPs), receptors (NPRs) and key enzymes of
this system after GnRH-induced ovulation in vivo. Cyclic beef cows were synchronized using
a progesterone-based protocol. After intravaginal device removal (day 9), ovaries were
examined by transrectal ultrasonography and cows that had GnRH-responsive preovulatory
follicles (> 12 mm) were challenged with 100 ug of gonadorelin acetate i.m. 12 h after
intravaginal device removal. Treated cows were then ovariectomized 0, 3, 6, 12 and 24 h post-
GnRH via colpotomy (n=5 to 6 animals in each time-point). Immediately after ovariectomy,
follicular fluid and granulosa cells were recovered and properly stored. NPPA mRNA
expression was not regulated after GnRH treatment in vivo and NPPB was not expressed, but
its receptor (NPR-1) expression increased (P<0.05) at 24 h compared to 0 h (time of GnRH
treatment). Interestingly, NPPC was increased at 3 and 6 h after GnRH treatment (P<0.05),
returning to levels similar to hour 0 at 12 and 24 h whereas its receptor (NPR-2) was not
regulated. However, NPR-3 gradually decreased after 3 h post GnRH, until 24 h (P<0.05).
The mRNA expression of the enzyme furin increased after 24 h of GnRH challenge (P<0.05),
whereas the enzyme corin did not change after GnRH (P<0.05) in granulosa cells. In
summary, NPPA, NPPC, NPRs and enzymes mRNA are expressed in granulosa cells, being
NPPC mRNA upregulated by GnRH/LH in vivo. These results suggest that NPs are involved
in the ovulatory process in cattle and that the regulation and function of NPs during ovulation
may differ between monovular and polyovular species.

Keywords: NPPC, granulosa cells, bovine, LH.
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1. Introduction

Ovulation is characterized as a sequence of events that happen in a responsive
preovulatory follicle after a luteinizing hormone (LH) surge [8, 37]. Beyond their established
role in systemic homeostasis, natriuretic peptides (NPs) are involved in regulation of
reproductive function, especially in follicle development [14, 17]. The NPs system consists of
three endogenous peptides with high homology: atrial (ANP), B-type (BNP), and C-type
(CNP) plus three receptors (NPR-1, -2 and -3) located on the target cell surface [11, 27, 33]
and two convertase enzymes: corin [48] and furin [47]. The natriuretic peptide precursors A
(NPPA), B (NPPB) and C (NPPC) can be assessed at mRNA level encoding ANP, BNP and
CNP, respectively [29, 34, 35]. NPPA and NPPB have a higher affinity for NPR-1 [42], while
the main receptor for NPPC is NPR-2 [21], whereas NPR-3 is responsible for internalization
and degradation of the ligands [26, 34]. Beyond precursors and receptors, two convertase
enzymes, corin and furin are involved in NPs regulation, processing NPPA [48] and NPPC
[47], respectively, to mature peptides.

In reproductive processes CNP has a pivotal role, acting via NPR-2. It was
demonstrated the presence of NPs system in the rat ovary and uterus, wherein CNP levels
varied during the estrous cycle, with greatest expression during proestrus [5, 17]. It was also
shown that NP system in rat ovary is regulated by gonadotropins, especially FSH, and that
CNP and NPR-2 are important regulators of ovarian function [14, 24]. In adult mice, CNP
expression is mostly detected in uterus and ovaries [41], being CNP mRNA expression
positively regulated by estradiol in the uterus. The knockout of NPR-2 in mice inhibited
corpus luteum formation, whereas vaginal cytology was not influenced by different estrous
cycle phases in those animals [43]. CNP has been also proven to be involved in meiotic arrest

in mice [44, 50], and porcine oocytes [16, 51]. Its precursor (NPPC) mRNA expression is
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downregulated in mice granulosa cells by hCG/LH in vivo [19] and by amphiregulin in vitro
[44].

ANP is known to regulate ovarian functions, such as follicular growth and steroid
hormone production [15, 18]. Recently, it was determined that low ovarian ANP levels may
contribute to the abnormal steroid hormone balance in polycystic ovaries in rodents [31] and
may play a role in the pathogenesis of polycystic ovary syndrome (PCOS) in women [22]. In
cattle, ANP and NPR-3 were detected in corpus luteum [20, 46] and in mature follicles [1],
and it was proposed that ANP increases prostaglandins (PGs) production and modulates
steroidogenesis in follicular cells, providing evidence of a local functional NPs system.

The regulation of NPs remains unclear in monovular species during ovulation
process. Characterization of NPs system during ovulation would allow a better understanding
of the role of these factors in monovulatory species and guide functional studies. The aim of
this study was to evaluate the pattern of mMRNA expression in bovine granulosa cells for the
NPs precursors (NPPs), receptors and key enzymes convertases of this system after

GnRH/LH-induced ovulation in vivo.

2. Material and method

1.1.Animals and experimental design
Twenty-seven cyclic beef cows with body condition scores of 3 and 4 (1 = thin, 5 = obese)
were pre-synchronized to obtain a GnRH responsive follicle (> 12 mm) [40] at the beginning
of the experiment according to a previous study [9]. Briefly, after intravaginal device (DIB —
Intervet Schering Plough, Brazil) removal (day 9), ovaries were examined by transrectal
ultrasonography, using a 8 MHz linear-array transducer (AquilaVet scanner, Pie Medical,
Netherlands) and cows that had gonadotropin-releasing hormone (GnRH)-responsive

preovulatory follicles (=12 mm) were challenged with 100 pg of gonadorelin acetate
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(Profertil®, Tortuga, Brazil) i.m. 12 hours (h) after removal of the intravaginal progesterone
device. The ovaries were removed 0, 3, 6, 12 and 24 h after GnRH treatment by colpotomy in
standing position [6]. After the ovariectomy, follicular fluid and granulosa cells were
collected and stored in liquid nitrogen [39]. All procedures involving animals performed in

this experiment were approved by the Ethics and Animal Welfare Committee from

Universidade Federal de Santa Maria, protocol number 23081.007716/2010-61.

1.2.  Nucleic Acid Extraction and Real-Time RT-PCR

Total RNA was extracted using silica based protocol (granulosa cells; Qiagen,
Mississauga, Canada) according to the manufacturer’s instructions and was quantified by
absorbance at 260 nm. Total RNA (1 pg) was first treated with 0.2U DNase (Invitrogen,
Brazil) at 37°C for 5 minutes, to digest any contaminating DNA, and then heated to 65°C for
3 minutes. The RNA was reverse transcribed (RT) in the presence of 1 uM oligo(dT), primer,
4 U Omniscript RTase (Omniscript RT Kit; Qiagen, Mississauga, Canada), 0.5uM
dideoxynucleotide triphosphate (ANTP) mix and 10 U RNase Inhibitor (Invitrogen, Brazil) in
a volume of 20 pL at 37°C for 1 hour. The reaction was terminated by incubation at 93°C for
5 minutes.

The Real-time polymerase chain reaction (PCR) was conducted in a Step One Plus
instrument (Applied Biosystems, Foster City, Canada) with Platinum SYBR Green qPCR
SuperMix (Invitrogen, Brazil) and bovine-specific primers (Table 1). The primers were taken
from literature or obtained using Primer Express Software v3.0 (Applied Biosystems, USA)
and synthesized by Invitrogen. Common thermal cycling parameters (3 minutes at 95°C, 40
cycles of 15 seconds at 95°C, 30 seconds at 60°C, and 30 seconds at 72°C) were used to
amplify each transcript. Melting-curve analyses were performed to verify the product identity.
Samples were run in duplicate and were expressed relative to Cyclophilin as the housekeeping

gene. The relative quantification of gene expression across treatments was evaluated using the
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ddCT method [25]. Briefly, the dCT is calculated as the difference between the CT of the
investigated gene and the CT of housekeeping gene in each sample. The ddCT of each
investigated gene is calculated as the difference between the dCT in each treated sample and
the dCT of the sample with lower gene expression (higher dCT). The fold change in relative
mRNA concentrations was calculated using the 27%Tformula. The cross-contamination in
granulosa and theca cells was tested by Real-time PCR [3, 39]. To further verify primers
specificity (presence of only one band at the expected size), the amplicons were submitted to
2.5% agarose gel electrophoresis, stained with ethidium bromide, and observed under UV

light.

1.3.  Follicular fluid steroid concentrations
The follicular fluid was assayed using enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA),
to determine estradiol and progesterone concentration, following the manufacturer's

instructions (Cayman Biochemical).

1.4. Statistical analysis
The differences on continuous data between hours during the ovulation process were
accessed by analysis of variance (ANOVA) and multi-comparison between hours was
performed by least square means Student’s t test. Data were tested for normal distribution
using the Shapiro-Wilk test and normalized when necessary. All analyses were performed
using the JMP software (SAS Institute Inc., Cary, USA) and a P<0.05 was considered

statistically significant. Data are presented as means + sem.

3. Results

1.5. In vivo model validation
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Follicular diameter was evaluated through ultrasound and no differences were
observed at different time points before ovariectomy (data not shown). Follicular fluid
estradiol concentration increased 3 h after treatment with GnRH, when the endogenous LH
surge was expected to occur, and gradually decreased thereafter, up to 24 h (Figure 1A). A
marked increase in follicular fluid progesterone concentration was observed 3 h after GnRH
followed by a decrease from 3 to 12 h and increasing again 24 h post GnRH, indicating
follicular cells luteinization (Figure 1B). The results were similar to those observed in

previous studies of pre-ovulatory follicles, both estradiol [39], and progesterone [10].

1.6. NPPs, NPRs and convertase enzymes gene expression profile in
granulosa cells after GnRH-induced ovulation in vivo.

Firstly, the presence of mMRNA coding for NPs, their receptors and convertase
enzymes was investigated using real time gRT-PCR in bovine granulosa cells from follicles >
12 mm. Real-Time PCR amplicons were run in agarose gel and revealed a single band
consistent with the expected size for each of the following targets: NPPA, NPPC, NPR-1,
NPR-2, NPR-3, corin and furin, whereas mRNA expression of NPPB was absent in granulosa
cells. Based on these results, the expression of NPs precursors, their receptors and key
enzymes was characterized in response to LH using an in vivo model.

Analysis of NPPA mRNA expression in granulosa cells revealed no significant
differences between time points whereas NPPC mRNA expresison increased at 3 and 6 h
after GnRH treatment (P<0.05), returning to levels similar to hour 0 at 12 and 24 h (Figure
2B). The mRNA expression of furin increased 24 h after GnRH treatment (P<0.05; Figure
2D) whereas corin mRNA expression was not regulated by GnRH (P>0.05; Figure 2C) in
granulosa cells. NPR-2 mRNA expression levels did not change after GnRH treatment

(Figure 3B). However, NPR-1 expression increased 24 h after GnRH treatment in comparison
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to 0 h (P<0.05; Figure 3A) whereas NPR-3 mRNA abundance gradually decreased from 3 to

12 h after GnRH remained low at 24 h (P<0.05; Figure 3C).

4. Discussion

In the present study, we used a well-established ovulation model to investigate, for the
first time, the regulation of natriuretic peptides system members in granulosa cells obtained
after GnRH treatment in vivo in a monovular species. Our significant findings are: 1) the
expression of NPPC mRNA is upregulated by GnRH/LH in contrast to what was previously
shown in the rodent model; 2) NPR-1 and -3 mRNA expression in granulosa cells is up and
downregulated, respectively, after GnRH-stimulated ovulation and 3) granulosa cells from
preovulatory follicles express corin and furin mRNA, being furin expression increased just
before follicle rupture.

The experimental model used in the present study allows the investigation of factors
involved in the ovulation process after GnRH treatment, which induces a LH surge 2 h after
[36]. The fact that follicular fluid estradiol levels decreased from 3 h after treatment whereas
progesterone levels increased just before ovulation validates the model mimicking the
physiological shift in steroidogenesis occurring before follicle rupture [2, 10]. The main
advantage of using cattle as a model resides in the fact that samples can be collected from
individual follicles and the interaction between different cell types is preserved being all the
cells under the same physiological endocrine environment.

In the present study, NPPC mRNA expression increased 3 h after GnRH
administration (Figure 2B), suggesting that LH surge triggers an increase in CNP levels in
cattle. These results are in contrast to the dowregulation of NPPC mRNA by LH in mouse
granulosa cells [19, 24]. In another study using goat granulosa cells stimulated in vitro with

FSH, a dose- and time-dependent increase in NPPC expression was observed and a rapid
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decline was induced by LH stimulation [30]. It is important to highlight that most in vitro
studies do not allow the interaction between different cell types and that in cattle both LH and
FSH increase concomitantly after GnRH treatment [7]. The different results observed in cattle
and other species may also indicate that there are significant disparities in the ovulation
mechanism in polyovular and monovular species. In rodents it was observed that the
dowregulation of NPPC occurs through epidermal growth factor receptor (EGFR) in
granulosa cells [45]. However data obtained by our group using granulosa cell culture indicate
that the NPPC is up-regulated by EGF-L (like growth factors) in cattle (unpublished data).

The mRNA expression for NPPB was absent in bovine granulosa cells, while mRNA
for NPPA presence was confirmed, but was not regulated after GnRH administration (Figure
2-A). Similarly, NPPA mRNA was detected in mouse ovarian cells but its expression was not
regulated by eCG and hCG [19]. In goats, NPPA and NPPB mRNA expression is observed in
the ovary, but it not regulated after FSH or LH treatment [30]. In human ovary and uterus it
was reported that NPPB has a low expression level [12]. Taken together, these data suggest
that NPPA is not directly regulated by gonadotropins, while NPPB does not seem to have a
major role in the ovulation process.

The expression of convertase enzymes corin and furin has not been thoroughly
examined in the ovary from monovular species so far. In rats, furin may play an important
role in regulating apoptosis and proliferation of granulosa cells [49]. The increase of mMRNA
expression of furin 24 h after GnRH is in accordance with the increase in NPPC observed 3 h
after GnRH and suggests that NPC levels increase after LH surge. The regulation of these
enzymes by LH in other models has not been investigated but it is known that growth factors
such as BMP4 and BMP7 significantly increased furin mMRNA and protein in human
granulosa-lutein cells [4]. The absence of regulation of corin mMRNA expression after GnRH

treatment (Figure 2-C) is also in accordance to the absence of NPPA mRNA regulation
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(Figure 2-A), which may indicate that ANP is not regulated by LH, especially in the early
stages of ovulation in cattle.

All the three NPs receptors mRNA expression was detected in bovine granulosa cells
from preovulatory follicles (Figure 3). This is the first study demonstrating the regulation of
NPR-3 in response to GnRH/LH. Considering that the ANP and CNP levels depends not only
on their synthesis but also on the degradation, the decrease in NPR-3 mRNA 6 h post GnRH
(Figure 3-C) suggests a lower degradation of these peptides, especially CNP, because in
addition to NPR-3, neutral endopeptidase (NEP), a cell surface metallopeptidase [13], also
degrades ANP. It is known that NEP enzymatic activity decreases after eCG treatment [32]
and increases in polycystic ovary (PCO) in rats [31]. In our experimental model, the mMRNA
expression pattern of NEP increased 12 h after GnRH [39]. This result indicates that CNP is
more important that ANP in ovulatory process, since NPPA and corin mRNA expression are
not regulated by GnRH/LH, and ANP levels depend on the balance between the peptide
synthesis and its degradation that can be mediated by NEP or by NPR-3.

The increase in mRNA expression for NPR-1 near ovulation (24 h after GnRH-
Figure 3-A) corroborates with previous studies that demonstrated an effect of ANP on
steroidogenesis and corpus luteum formation [1, 20, 28]. However, no significant differences
in NPR-2 mRNA expression was observed after GnRH injection, differently to what was
observed in rodents, in which it was shown that LH signaling decreases NPR-2 expression in
granulosa cells [38]. These results provide evidence of species-specific regulation of
CNP/NPR-2 during the ovulatory process. Also suggesting a possible regulation occurs
through CNP synthesis, in our model.

In summary, this study using an in vivo approach confirms the presence of some
components of the NPs during ovulation in cattle. The increase in the expression of NPPC and

furin and the decrease in NPR-3 after GnRH/LH provide the first evidence that NPC may be
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involved in ovulation and luteinization in cattle. Functional studies are necessary to elucidate
the signaling pathways and the exact role of NPs in the ovulatory process in monovular

species.
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Table 1 - Primers used in the expression analysis of candidate genes. Primer sequences and

concentrations used to amplify each product are described.

Gene Sequence Conc. Refergnce or
(nM) accession n°
Cyclophilin F GGTCATCGGTCTCTTTGGAA 200 [23]
R TCCTTGATCACACGATGGAA 200
NPPA F GGAGCAAATCCCGTGTATGG 200 NM_174124.1
CCTCATCTTCTAAAGGCATCTTGT
R c 200
NPPB F GCAACGTGCTGAGGAGGTACT 200 NM_001166570.1
R GAGAAGAACCATCTTATATAAAA 200
CAACCAA
NPPC F CAACGCGCGCAAATACAA 200 NM_174125.2
R TCAGCAAAACGCAGCAAGTC 200
NPR-1 F éﬁTTATGGCTCCCTACTAACCACA 200 ENSBTAT00000008184
R TCCGGTTCACACGTTTCACA 200
NPR-2 F TCTGCTCCTAAGCTGGGTGAGT 200 ENSBTAT00000015204
R CGGTCATCTGTGCGAGCAT 200
NPR3 F TTTGAAGCTAAGCAAGCGTACTCA 200 NM_174127.2
R CAGAACTTTTCACCTCCATGGAA 200
Corin F TTGGAACTCTGCTTGAATTTGC 200 XM_002688245.1
R GAGAAGACTCCCAGCTGATGGA 200
Furin F CCTGCGGCAGAAGTGTACAG 200 NM_174136.2
R CCCGCCAAGTGAGGTTCTTA 200

F, Forward primer; R, Reverse primer; Conc., primer concentration used for gene amplification.
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Figure 1 - Concentration of Estradiol (A) and Progesterone (P4- B; ng/ml mean * standard
error of mean; n= at least 5-6/time point) in follicular fluid obtained from preovulatory
follicles at 0, 3, 6, 12, or 24 h after GnRH analogue challenge. Different letters represent

statistical difference (P<0.05).
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Figure 2 - Relative mRNA expression (mean + standard error of mean) of NPPA (A),
NPPC (B), CORIN (C) and FURIN (D) in granulosa cells at different times after application

of GnRH. Different letters represent statistical difference (P<0.05).
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Figure 3 - Relative MRNA expression (mean * standard error of mean) of NPR-1
(A), NPR-2 (B) and NPR-3 (C) in granulosa cells at different times after application of

GnRH. Different letters represent statistical difference (P<0.05).
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RNAmM para NPPC é regulado através de EGF-R durante o processo ovulatorio
em bovinos.
NPPC mRNA expression is upregulated through EGF-R during ovulation in

cattle.
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RESUMO

Em roedores esta bem estabelecido que o peptideo natriurético tipo-C (NPC) atua via
receptor peptideo natriurético tipo 2 (NPR-2) nas células da granulosa e que LH/hCG
diminuem os niveis de RNAm para o precursor do NPC (NPPC) através da ligacdo da
anfirregulina (AREG) ao receptor EGF-R (epidermal growth factor receptor). Utilizando
modelos in vitro e in vivo para estudo das células da granulosa, o objetivo do presente estudo
foi avaliar se o NPC regula importantes mediadores da funcdo do LH, AREG e EREG
(epirregulina), e se a expressdo de seu precursor (NPPC) é regulada positivamente por LH
através do EGF-R durante o periodo ovulatorio. Inicialmente, utilizando um modelo in vivo de
ovulacdo observou-se um aumento 3h ap6s GnRH na expressdo de RNAm para AREG e
EREG sendo o pico de expressdao as 6h ap6s GnRH. Resultados similares foram obtidos
utilizando cultivo de células da granulosa (de foliculos >12 mm), no qual o LH também
aumentou a expressdo de RNAm para AREG e EREG. No entanto, o tratamento com NPC
ndo alterou a expressdo desses genes. A adicdo de LH ao cultivo aumentou a expressao de
RNAmM para NPPC, sendo essa expressdo diminuiu com a utilizacdo do AG-1478 (inibidor do
receptor de EGF). O tratamento com diferentes doses de EGF ndo alterou a expressdo dos
genes NPPC, NPR-2 e -3 in vitro. Finalmente, utilizando o modelo de injecdo intrafolicular in
vivo, constatou-se que o AG-1478 diminuiu a expressdo de RNAm para NPPC e NPR-3,
porém ndo bloqueou a ovulagdo quando injetado antes do inicio do pico esperado de LH
(100% das vacas ovularam). A partir desses resultados conclui-se que o NPC néo regula
AREG e EREG, no entanto, RNAm para NPPC é regulado através de EGF-R em células da
granulosa de bovinos.

Palavras-chave: NPC, AREG, EREG, AG-1478, ovulagdo, celulas da granulosa.
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ABSTRACT

In rodents, it is well established that the C-type natriuretic peptide (NPC) acts through
natriuretic peptide receptor 2 (NPR2) and that in granulosa cells LH / hCG decrease mRNA
expression of NPC precursor (NPPC) through amphiregulin (AREG) binding to EGF-R
(epidermal growth factor receptor). Using in vitro and in vivo models to study bovine
granulosa cells, the objective of this study was to evaluate whether NPC regulates important
mediators of LH function, AREG and EREG (epiregulin), and if the expression of its
precursor (NPPC) is upregulated by LH through EGF-R during the ovulatory period. Initially,
using an in vivo model, it was observed an increase in the expression for AREG and EREG 3h
after GnRH, peaking at 6 h after GnRH. Using a granulosa cell culture (from > 12 mm
follicles), LH also increased the expression of mMRNA for AREG and EREG. However, the
NPC treatment did not alter the expression of these genes. The addition of LH to the cell
culture increased mRNA expression for NPPC, and this upregulation  decreased after
treatment with AG-1478 (EGF receptor inhibitor). Treatment with different doses of EGF did
not alter the expression of NPPC, NPR-2 and -3 genes in vitro. Finally, using the
intrafollicular injection model, AG-1478 decreased mRNA expression for NPPC and NPR-3,
but did not block ovulation when performed before the expected LH surge (100% of ovulated
cows). From these results, it is concluded that the NPC does not regulate AREG and EREG,;
however NPPC mRNA is regulated by EGF-R in bovine granulosa cells.

Key words: NPC, AREG, EREG, AG-1478, ovulation, granulosa cells.

INTRODUCAO

A ovulacdo em bovinos é um evento complexo que se assemelha a um processo
inflamatorio e cursa com a ruptura do estigma ovulatorio e liberagdo do odcito apto a ser
fecundado. Esta se inicia no momento em que o tecido folicular é estimulado pelo pico pré-
ovulatério de LH. Dentre as rotas de sinalizacdo envolvidas na cascata de eventos celulares
que ocorre apos o pico do LH in vivo e que desencadeiam a ovulagdo e o reinicio da meiose, 0
sistema EGF (Fator de crescimento epidermal) é descrito como indispensavel para a
ocorréncia destes eventos (PARK et al., 2004; CONTI et al., 2006; PORTELA et al., 2011).

Em células da granulosa cultivadas in vitro a expressdo de RNAm para AREG e EREG esta
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aumentada apos o tratamento com LH (PORTELA et al., 2011). Ja in vivo foi determinado um
aumento da expressdo dos fatores de crescimento semelhantes ao EGF (EGF-L) AREG e
EREG 6 h ap6s a inducdo de ovulacdo (SAYASITH et al., 2013).

O sistema NPs consiste em trés peptideos enddgenos com elevada homologia: atrial
(NPA), do tipo B (NPB) e do tipo C (NPC) mais trés receptores (NPR-1, 2 e 3) localizados na
superficie da membrana celular (GARDNER et al., 2007; MISONO et al., 2011; POTTER,
2011) e duas enzimas convertases: corin (YAN et al., 2000) e furin (WU et al., 2003). Os NPs
sdo expressos na forma de precursores: NPPA, NPPB e NPPC que dardo origem ao NPA,
NPB e NPC respectivamente (NAKAO et al., 1992; POTTHAST & POTTER, 2005;
POTTER et al., 2006). NPPA e NPPB tem alta afinidade pelo NPR-1 (SUGA et al., 1992),
enquanto o NPC é o principal ligante do NPR-2 (KOLLER et al., 1991), ao passo que o0 NPR-
3 é responsavel pela internalizacéo e degradacdo dos ligantes (MAACK et al., 1987; POTTER
et al., 2006).

Os NPs exercem seus efeitos fisiologicos através da interacdo com receptores na
célula-alvo. Foi demonstrada a presenca do sistema NPs, ligantes e receptores, no ovario de
ratos (JANKOWSKI et al., 1997). Também foi demonstrado que o sistema NPs no ovério de
ratas € regulado por gonadotrofinas, especialmente FSH, e que NPC e NPR-2 aparecem como
um importante sistema de regulacdo intraovariano (GUTKOWSKA et al., 1999). Nessa
mesma espécie, o estradiol induz a expressdo génica de NPC no Utero (ACUFF et al., 1997).
Camundongos knockout para NPR-2 ndo apresentavam corpo liteo no ovario, e por citologia
vaginal esses animais ndo possuiam indicios de ciclo estral (TAMURA et al., 2004). O NPC
atuando via NPR-2 (ZHANG et al., 2010; ZHANG et al., 2011; ZHANG et al., 2014) destaca-
se atuando em processos reprodutivos. Em ratos a expressao de NPC e NPR-2, no ovario e
utero, € modulada pelo ciclo estral, com maxima expressdo no pro-estro (DOS REIS et al.,

1995).
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Ovérios de roedores tratados com hCG exibem marcada diminui¢cdo nos niveis de
RNAm para NPPC em ceélulas da granulosa de foliculos pré-ovulatérios (KAWAMURA et
al., 2011). Em camundongos, foi demonstrado que o NPC, produzido pelas células murais da
granulosa, se liga ao NPR-2 do cumulus e impede o reinicio da meiose (ZHANG et al., 2010).
Estudos utilizando AREG (anfirregulina - um mediador da atividade do LH/hCG através de
EGF-R-epidermal growth factor receptor) suprimiram os niveis de RNAm para NPPC e seu
receptor em cultura de células da granulosa em roedores (TSUJI et al., 2012). O envolvimento
dos NPs na determinacdo da capacidade ovulatoria tem sido demonstrado através da
realizacdo de experimentos utilizando modelos de roedores knockout na maioria das vezes
(KIYOSU et al., 2012). No entanto, estudos prévios realizados por nosso grupo utilizando
bovino evidenciaram uma regulacdo de expressdo diferente, através da ativacdo LH/
EGF/EGF-R.

O LH estimula os EGF-L (AREG e EREG- epirregulina), e também o precursor de
NPC (NPPC - dados enviados para publicacdo) in vivo. No entanto ndo se sabe em espécies
monovulares se 0s NPs regulam ou sdo regulados através de EGF-R nas células da granulosa,
bem como se a via EGF-R é essencial pra ovulacdo. O entendimento dos mecanismos
envolvidos na ovulagdo possibilita um melhor controle sobre essa fungéo fisioldgica servindo
como bases para melhor explorar o potencial reprodutivo de fémeas e/ou técnicas
contraceptivas com menos efeitos colaterais. O modelo de injecdo intrafolicular aliado a
dindmica folicular e a ovariectomia em momentos estratégicos, nos permite determinar a
expressao de diferentes fatores e seus receptores momentos antes, durante e ap0s o pico de
LH. Os objetivos do presente estudo foram avaliar se 0 NPC regula AREG e EREG e se a
expressao de RNAm para NPPC, NPR-2 e NPR-3 € regulada positivamente por LH através de

EGF-R in vivo e in vitro em células da granulosa de bovinos durante o periodo ovulatorio.
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MATERIAL E METODOS

Animais, injecdo intrafolicular e dinamica folicular

Foram utilizadas vacas adultas ciclicas ndo lactantes das racas Hereford e Red Angus
com condigdo corporal > 3 (1-5) e peso de aproximadamente 450Kg. Os animais tiveram uma
nova onda folicular induzida. Brevemente, no dia 0 do protocolo, foram realizadas duas
aplicacdes de cloprostenol sodico (PGF2alfa, Ourofino, Brasil) com intervalo de 12 horas,
totalizando 500ug (IM), 2mg de benzoato de estradiol (BE) e um implante intravaginal de
progesterona (DIB; 1g; Intervet/Schering-Plough, Brasil), o qual permaneceu por nove dias.
Os animais nos quais o maior foliculo em crescimento que atingiu didmetro > 12 mm
receberam GnRH (100pg de acetato de gonadorelina, IM; Tortuga, Brasil) e foram
submetidos a injecdo intrafolicular (todas a injecdes ou ovariectomia confore o experimento.

As injecOes intrafoliculares foram guiadas por ultrassom (Aquila Vet, Pie Medical
Equipment BV, Holanda) equipado com uma sonda convexa de 7,5MHz. Para a aplicacdo dos
tratamentos no foliculo-alvo, foi utilizado um sistema de duas vias acoplado a uma guia de
biopsia, conforme descrito por Ferreira et al. (2007). Apds a aplicacdo dos tratamentos, foi
realizado monitoramento ultrassonogréfico a cada 24h. A ovulacédo foi caracterizada quando
se observou o desaparecimento do foliculo tratado entre duas avaliacdes e, posteriormente, a

formagé&o do corpo luteo.
Cultivo primario de células da granulosa

Para a obtencdo das células da granulosa, pares de ovarios bovinos que néo
apresentaram corpo lateo foram obtidos em abatedouro, imediatamente apds o abate, e
transportados para o laboratorio em solucédo salina a 30°C. O tempo total decorrido durante a
coleta dos ovarios e o inicio do cultivo ndo ultrapassou 2 h. A partir de cada par de ovarios,
foi realizado o isolamento das células da granulosa de foliculos com didametro pré-ovulatorio

(> 12 mm). Ap6s o isolamento as celulas foram centrifugadas a 200g por 10 min com solucéo
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Dulbecco’s PBS por trés vezes e filtradas. A seguir as células foram ressuspendidas no meio
de cultivo, sendo neste momento realizada a contagem e estimativa de viabilidade celular pelo
uso da coloragdo azul de tripano. As células foram cultivadas em uma densidade de 1 x 10°
células viaveis/mL de meio DMEM-(Invitrogen), adicionado de 0,1% de BSA (Sigma), 10ng
ml™de Insulina (Sigma), 100UI/mL de penicilina ( Invitrogen ), 100ng ml™de streptomicina
(Invitrogen) e 25 ug ml™ anfotericina (Sigma) em estufa com condicdo apropriada (37°C,
21%02 e 5%C02) por 6 horas em placas de cultura (4 pocos). As células da granulosa foram
congelados a -80°C para a extracdo de RNA. Os experimentos utilizando cultivo de células da
granulosa in vitro foram realizados com no minimo trés réplicas por tratamento.

Estudos de expressao génica

As células recuperadas apds o cultivo celular ou ovariectomia tiveram o RNA
totalextraido através do protocolo de extracdo utilizando tiocianato de guanidina-fenol-
cloroférmio (Trizol®) ou colunas de silica (AllPrep® DNA/RNA/Protein), respectivamente.
Para quantificar o RNA extraido, a densidade Otica foi determinada através de
espectrofotdbmetro (NanoDrop) e a pureza avaliada atraves da taxa de absorcdo da relacdo
OD260/0D280 onde ndo foram utilizados valores inferiores a 1.8. O RNA total foi tratado
com DNase (Promega, Madison, WI) a 37°C por 15 min para digerir qualquer DNA
contaminante. A reacdo de transcricdo reversa foi realizada com 1mM oligo (dT) primer,
Omniscript RTase, dNTP’s e inibidor da RNase. A expressdo génica foi realizada por PCR
em tempo real, sendo a variabilidade na quantidade de RNAm acessada em relagcdo a
amplificacdo do gene housekeeping ciclofilina (LEDOUX et al., 2006). A sequéncia dos
primers utilizada esta descrita na tabela 1.

Experimento 1- Validacéo do modelo de estudo in vivo.

Para validar o modelo para estudo do processo ovulatério in vivo através da expressao
dos EGF-L (AREG e EREGQG), trinta vacas tiveram uma nova onda sincronizada conforme

descrito acima. Vacas que tiveram foliculos pré-ovulatérios responsivos ao GnRH (> 12 mm)
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foram desafiadas com 100 pg de acetato gonadorelina (Profertil®, Tortuga, Brasil) im 12 h
apos a remocdo do dispositivo intravaginal de progesterona. Apds o tratamento 0s animais
foram ovariectomizados nos diferentes tempos p6s-GnRH (0, 3, 6, 12 e 24 h) por colpotomia,
como descrito por Drost et al. (1992).

Experimento 2 - Efeito do NPC na expressdo de RNAm de AREG e EREG em células da
granulosa in vitro.

Neste experimento, utilizando um modelo de cultivo de células da granulosa, foi
avaliado o efeito do tratamento com NPC sobre a expressdo de RNAm dos genes AREG e
EREG nas celulas da granulosa apds 6 h de cultivo. As células foram cultivadas conforme
descrito acima na presenca ou auséncia de LH (400ng ml™) combinado ou ndo com NPC (1
ng mi?-Sigma Aldrich, USA), constituindo os seguintes grupos: células da granulosa
(controle negativo; C-); células da granulosa + LH (LH); células da granulosa + NPC (NPC) e
celulas da granulosa + LH + NPC ( LH + NPC).

Experimento 3 — LH estimula a expressdo de NPPC via EGF-R em células da granulosa in
vitro.

Buscou-se responder se o tratamento com LH in vitro também altera a expressdo de
RNAm para NPPC, NPR-2 e NPR-3, para melhor validar o modelo de estudo in vitro.
Também foi utilizado um inibidor do receptor de EGF (AG-1478) para testar a hipGtese de
que a acdo do LH através desse receptor determina o aumento da expressdo de RNAm para
NPPC. As celulas da granulosa foram cultivadas conforme descrito acima na presenca ou
auséncia de LH (400ng ml™) combinado ou ndo com AG 1478 (Sigma Aldrich, USA),
constituindo os seguintes grupos: células da granulosa (controle negativo; C-); células da
granulosa + LH (LH); células da granulosa + LH + AG 1478 (0,5 uM — AGO0,5) e células da
granulosa + LH + AG 1478 (5 uM — AG5).

Experimento 4 — Bloqueio da sinalizagdo via EGF-R in vivo: efeito sobre NPPC e NPRs.

Para avaliar o efeito do blogueio de EGF-R na expressdo de RNAm para NPPC, NPR-

2 e NPR-3 nas células da granulosa do foliculo pré-ovulatério, 20 vacas ciclicas foram
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sincronizadas conforme descrito acima. Quando o didametro do maior foliculo atingiu 12 mm
ou mais, os animais foram aleatoriamente distribuidos para receber uma injecao intrafolicular
dos seguintes tratamentos: solucdo salina fosfatada (PBS - Controle) ou AG-1478 (5 uM de
concentracdo intrafolicular — AG5). Juntamente com a injecdo intrafolicular os animais
receberam GnRH (100pg de acetato de gonadorelina, im; Tortuga, Brasil). Apos 6 h da
injecdo intrafolicular foi realizada a castracdo dos animais pra recuperacdo das células da
granulosa.

Experimento 5 — O bloqueio da sinalizacao via EGF-R: efeito sobre a ovulagao.

Para avaliar o efeito do bloqueio de EGF-R na ovulacdo, 30 vacas ciclicas tiveram
uma nova onda folicular induzida e monitorada conforme descrito acima. Quando o diametro
do maior foliculo atingiu 12 mm ou mais, os animais foram aleatoriamente distribuidos para
receber uma injecdo intrafolicular dos seguintes tratamentos: PBS (Controle); AG 1478 (0,5
UM de concentracdo intrafolicular — AGO0,5) e AG 1478 (5 uM de concentracdo intrafolicular
— AGb). Juntamente com a inje¢ao intrafolicular os animais receberam GnRH (100ug de
acetato de gonadorelina, im; Tortuga, Brasil). A ovulagdo foi monitorada diariamente
conforme descrito acima.

Andlise estatistica

As variaveis foram testadas para normalidade e, quando necessario, foi aplicado um
método de normalizagdo de acordo com a distribuicdo dos dados. Quando verificado um
efeito do tratamento, a média entre os grupos foi comparada utilizando o LSM (least squares
means). Todas as analises foram realizadas com o pacote estatistico SAS e adotado como

nivel de significancia P < 0,05.

RESULTADOS

Experimento 1 - Validagado do modelo de estudo in vivo.
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Foi observado um aumento na expressdo de RNAm para AREG (Figura 1A) e EREG
(Figura 1B) ja nas 3h apés o GnRH, sendo o pico de expressdo as 6 h, ocorrendo uma
marcada diminuicdo em relacdo ao pico de expressao nas 12 e 24h ap6s GnRH.

Experimento 2 — Efeito do NPC na expressdo de RNAm de AREG e EREG em células
da granulosa in vitro.

De forma similar ao observado in vivo, 0 LH aumentou a expressao de RNAm para
AREG (Figura 1C) e EREG (Figura 1D) em cultivo de células da granulosa 6h apds o
tratamento. Entretanto, o tratamento com NPC combinado ou ndo com LH ndo alterou a
expressao de RNAm para AREG e EREG (Figura 1C e 1D).

Experimento 3 - LH estimula a expressdo de NPPC via EGF-R em células da
granulosa in vitro.

O LH regulou positivamente a expressaio de RNAm para NPPC e este efeito foi
inibido apds o bloqueio do EGF-R (Figura 2A). Néo foi observada regulacdo na expressao de
RNAm para NPR-2 e NPR-3 (Figura 2B e C) por LH associado ou ndo ao AG 1478.

Experimento 4 — Bloqueio da sinalizagdo via EGF-R in vivo: efeito sobre NPPC e
NPRs.

Onze das vinte vacas foram utilizadas para castracdo, sendo 0S outros animais
descartados do estudo por ndo apresentarem diametro folicular esperado (> 12 mm) ou pela
diminuicdo do diametro folicular logo apds o procedimento de injecéo intrafolicular. Trés das
onze vacas foram descartadas por falhas na técnica de castracdo ou contaminacéo cruzada das
células da granulosa com outros tipos celulares. Os oito animais restantes foram distribuidos
aleatoriamente nos grupos Controle (n= 4) e AG5 (n=4). A injecdo intrafolicular de AG1478
(5 pg/mL) foi capaz de diminuir a expressao de RNAm para NPPC em relacdo ao grupo

controle (Figura 3A). A expressdo de RNAm para NPR-2 ndo foi regulada nas células da
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granulosa. Entretanto, a expressdo de RNAm para NPR-3 teve um aumento no grupo AG5 em
relacdo ao grupo controle.

Experimento 5 — O bloqueio da sinalizacao via EGF-R: efeito sobre a ovulagao.

Para complementar o experimento 5, foi avaliado ainda se a ativacdo do EGF-R ¢
essencial para ovulacdo na espécie bovina. Trinta vacas ciclicas tiveram uma nova onda
folicular induzida e monitorada conforme descrito acima. Vinte e duas das 30 vacas foram
utilizadas, sendo os outros animais descartados do estudo por ndo apresentarem diametro
folicular esperado (> 12 mm) ou pela ocorréncia de algum erro na técnica de injecéo
intrafolicular. Quando o didmetro do maior foliculo atingiu 12 mm ou mais, o0s vinte e dois
animais foram aleatoriamente distribuidos para receber uma injecdo intrafolicular dos
seguintes tratamentos: PBS (Controle; n=7) e AG 1478 (0,5 uM — AGO0,5; n=7) e AG 1478 (5
UM — AG5; n=8). A ovulacdo foi monitorada diariamente conforme descrito acima, sendo que

todas as vacas ovularam entre 24-48 h apdés a injecdo intrafolicular, independente do grupo.

DISCUSSAO

Os principais achados deste estudo séo: 1) Os modelos in vivo e in vitro utilizados sdo
adequados para estudos de ovulagdo uma vez que em ambos o tratamento com GnRH/LH
aumenta a expressdo de RNAm para AREG e EREG nas células da granulosa; 2) O NPC néo
regula a expressao de RNAmM para AREG e EREG in vitro; 3) O RNAm para NPPC é
regulado através do EGF-R in vivo e in vitro enquanto que  RNAm para NPR-3 também é
regulado via EGF-R in vivo; 5) O bloqueio do EGF-R néo foi capaz de bloquear a ovulacéo
em bovinos nas condi¢des do presente estudo. Esses resultados sugerem que o NPC em
bovinos esta relacionado a eventos pro-ovulagéo e luteinizacédo, diferindo do que foi relatado

em espécies multiovulatorias. (TSUJI et al., 2012; ZHANG et al., 2014). Além disso, este é 0



59

primeiro trabalho a demonstrar a regulacdo do NPR-3 em processos reprodutivos regulados
por LH.

Embora ja fosse determinado um aumento na expressao nos niveis de AREG e EREG
a partir de LH in vitro (PORTELA et al., 2011) e in vivo (SAYASITH et al., 2013), a
expressao destes genes ao longo de todo o processo ovulatério in vivo ainda ndo era
conhecida. No experimento 1, ja nas primeiras horas apds o tratamento com GnRH se
observou um aumento na expressdo nos niveis de AREG e EREG, tendo o seu pico de
expressao apés 6 h (Figura 1A e 1B). Esses resultados, aliado aos resultados dos estudos
citados acima utilizando modelos semelhantes, validaram o modelo utilizado e forneceram
subsidios para a escolha dos melhores horarios para andlise de expressdo dos genes de
interesse neste estudo.

Apesar da grande quantidade de trabalhos sobre a regulacdo dos NPs nas células
foliculares (TSUJI et al., 2012; ZHANG et al., 2014; ZHANG et al., 2015) a regulacdo destes
em bovinos permanecia desconhecida. Uma das hipdteses seria que o NPC pudesse agir como
cofator da a¢do do LH na regulagdo dos EGF-L, semelhante a Angll (PORTELA et al., 2011).
No entanto, no experimento 2 ndo foi observado nenhum efeito na expressdao de AREG e
EREG (Figura 1C e 1D) nos grupos tratados com NPC. N&o houve regulacdo de RNAm para
AREG e EREG por NPC, sugerindo que a ativacdo do NPC ocorre posteriormente a ativacdo
do EGF-R durante a ovulacéo.

Estudos anteriores do nosso grupo demonstraram um aumento na expressao de RNAm
para NPPC apds o tratamento com GnRH (dados submetidos para publicacdo). Para melhor
entender a regulacdo da expressao de RNAm para NPPC in vivo, buscou-se responder se 0
tratamento com LH in vitro também alterava a expressao de RNAm para NPPC em células da
granulosa. No experimento 3, utilizando cultivo de células da granulosa, foi observado um

aumento na expressdo de RNAm para NPPC 6 h apos o tratamento com LH (Figura 2A),
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semelhante aos resultados in vivo (dados submetidos para publicacdo). Também nesse
experimento foi demonstrado que a acdo do LH sobre o NPPC ocorre através de EGF-R, uma
vez que, quando foi utilizado o inibidor do receptor de EGF (AG-1478; 0,5 e 5uM)
combinado com LH ndo foi observado o aumento na expressdo de RNAm para NPPC em
comparacdo com o grupo LH (Figura 2A). Uma regulacdo via EGF-R foi demostrada em
roedores, porém oposta aos nossos resultados, na qual o AG-1478 reestabelece 0s niveis de
RNAmM para NPPC anteriores a diminuicdo provocada pelo LH (TSUJI et al., 2012). A
expressao de RNAm para NPR-2 ndo foi regulada por LH nem por AG-1478 em células da
granulosa cultivadas in vitro (Figura 2B). Resultados obtidos in vivo por nosso grupo haviam
demonstrado ndo haver regulacdo apo6s aplicacdo de GnRH de RNAm para NPR-2. No
entanto, a expressdo de RNAm para NPR-3 estava diminuida em células da granulosa 6 h
apos o tratamento com GnRH (dados submetidos para publicacdo). Embora ndo tenha havido
uma diminuicéo significativa para 0 NPR-3 no cultivo in vitro de células da granulosa, houve
uma tendéncia a diminuicdo de RNAm para este gene no grupo LH em relacdo ao grupo C-
(Figura 2C).

Contrariando os dados demonstrados em suinos (ZHANG et al., 2014) e roedores
(TSUJI et al., 2012), o bloqueio do EGF-R tanto in vivo quanto in vitro diminuiu os niveis de
RNAm para NPPC nas células da granulosa de bovinos. A expressdao de RNAm para NPR-2
ndo foi regulada apos bloqueio do EGF-R. Entretanto foi observado um aumento na expressao
do NPR-3 apo6s blogueio do EGF-R em relacdo ao grupo Controle. Este resultado sugere que a
diminuicdo na expressdo de NPR-3 observada 6 h apos aplicacdo de GnRH in vivo é mediada
pela ativacdo do EGF-R (dados submetidos para publicacdo). Em conjunto, esses resultados
sugerem que o NPPC tem um papel importante na cascata ovulatoria, uma vez que a
expressao de RNAm para NPPC estd aumentada e a expressdo de RNAm para NPR-3

(receptor responsavel pela sua degradacdo) esta diminuida. No experimento 5 a injecéo
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intrafolicular de AG-1478, embora diminua a expressao de RNAm para NPPC, néo foi capaz
de bloquear a ovulacdo em bovinos, uma vez que, todos os animais ovularam no tempo
esperado (24 a 48 h apds aplicacdo de GnRH). A funcdo de mediadores da funcdo do LH dada
aos EGF-L ¢é incontestavel, entretanto a ovulacdo dos animais com AG-1478 pode sugerir
uma rota alternativa durante a ovulacdo de bovinos. Em resumo, o LH regula positivamente a
expressao de RNAm para NPPC. Quando é bloqueado o0 EGF-R esse aumento na expressao

RNAmM para NPPC ¢ inibido in vitro e in vivo.

CONCLUSAO

A expressdo de RNAm para NPPC ¢ induzida por LH através da ativacdo do EGF-R
em células da granulosa de bovinos. O fato da expressao do NPR-3 ser positivamente
regulada apds bloqueio do EGF-R em vacas tratadas com GnRH sugere que a degradacédo do
NPC ¢ inibida ap6s o pico de LH. Coletivamente, os resultados do presente estudo
demonstram evidéncias de que, ao contrario do observado em roedores, 0 NPC possui uma
funcéo positiva durante a ovulagdo/luteinizagdo em bovinos.
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Tabela 1 — Sequencia e concentracdo dos primers usados na analise de expressdo dos

genes candidatos.

Gene Sequencia Conc. Referencia ou n°
g (UM)  de acesso.
Ciclofilina F GGTCATCGGTCTCTTTGGAA 200 (LEDOUX et al., 2006)
R TCCTTGATCACACGATGGAA 200
CCATTTTCTTGTCGAAGTTT (LI et al., 2009)
AREG F ott1e 200
TGTTTTTATTACAATCCTGCTTCG
R 200
AA
ACTGCACAGCATTAGTTCAAACTG
EREG F A 200 XM_010806226.1
TGTCCATGCAAACAGTAGC
R caTT 200
NPPC F CAACGCGCGCAAATACAA 200 NM_174125.2
R TCAGCAAAACGCAGCAAGTC 200
NPR.1 r AATTATGGCTCCCTACTAACCACA o ENSBTAT0000
GA 0008184
R TCCGGTTCACACGTTTCACA 200
NPR-2 F TCTGCTCCTAAGCTGGGTGAGT 200 ENSBTAT00000015204
R CGGTCATCTGTGCGAGCAT 200
NPR-3 F TTTGAAGCTAAGCAAGCGTACTCA 200 NM_174127.2
R CAGAACTTTTCACCTCCATGGAA 200

F, Forward primer; R, Reverse primer; Conc., primer concentration used for gene amplification.
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DISCUSSAO

Participando da busca pelo conhecimento, nosso grupo iniciou uma série de estudos
investigando o papel de determinados fatores em funcgdes da fisiologia reprodutiva. Dentre
eles destaca-se a participagdo de fatores locais em eventos como a ovulagdo. No entanto, a
descoberta desses fatores, em sua maioria, se da através de experimentos realizados in vivo ou
in vitro, isoladamente. Além do interesse e importancia econdmica do bovino em nosso pais, a
vaca pode ser um modelo mais adequado para o estudo da fisiologia reprodutiva humana, pois
é uma espécie monovulatéria (ADAMS et al., 2012; GINTHER, 2012), diferente de roedores
onde ha ovulacdo de multiplos foliculos, auséncia de divergéncia folicular e a coexisténcia de
varios corpos luteos durante a gestacdo (JAISWAL et al., 2009). Apesar disso, em um
contexto global a maior parte do conhecimento utilizado para manipulacdo da fisiologia e
tratamento em mulheres vem sendo gerado em roedores. A associacdo de experimentos in
vivo e in vitro com a utilizagdo do bovino como modelo experimental nos possibilita uma
maior compreensdo de como os sistemas locais agem em eventos como a ovulacdo. Além
disso, a utilizacdo do bovino nos permite a manipulacdo do ambiente folicular através da
técnica de injecdo intrafolicular, bem como uma caracterizagao temporal ao longo do processo
ovulatorio de diferentes fatores hipoteticamente envolvidos nesse processo. O entendimento
destes mecanismos envolvidos na ovulacdo serve como base para melhor explorar o potencial
reprodutivo de fémeas e/ou elaborar técnicas contraceptivas com menos efeitos colaterais

Nosso primeiro estudo (artigo 1) teve como objetivos: detectar a proteina do receptor
MAS e avaliar o efeito da Ang-(1-7) sobre a expressao de RNAm para EREG nas células da
granulosa bovina, avaliar o efeito do bloqueio do receptor MAS sobre a expressdo de EREG,
induzida por LH in vitro, e sobre a taxa de ovulac¢do induzida por GnRH in vivo. A proteina
do receptor MAS foi detectada em fragmento de ovario bovino e em celulas da granulosa
isoladas de foliculo > 12 mm. A Ang-(1-7) ndo alterou o padréo de expressdo de RNAm para
EREG nas células da granulosa, quando estas foram cultivadas na auséncia de LH, assim
como o bloqueio do receptor MAS também ndo alterou o padrdo de expressao de RNAm de
EREG no cultivo celular suplementado com LH. O bloqueio do receptor da Ang-(1-7) in vivo
ndo foi efetivo para bloquear a ovulagdo em bovinos, ao contrario do que acontece com o
bloqueio dos receptores para Ang Il (FERREIRA et al., 2007a).

E possivel que a Ang-(1-7) atue nos instantes finais da ovulagdo relacionados com a

ruptura do foliculo e luteinizacdo, visto que neste estudo, ao contrario do que ocorre com Ang
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Il (PORTELA et al., 2011), ndo foi observado efeito da Ang-(1-7) sobre a expresséo de
EREG. Nesse sentido, cultivos in vitro com suplementagdo de tratamentos por um maior
periodo podem agregar conhecimentos sobre um possivel papel da Ang-(1-7) nesses eventos,
podendo-se utilizar uma molécula ativada pela ligacdo Ang(1-7)/MAS. Entretanto, deve-se
considerar que a Ang-(1-7) é um peptideo derivado da clivagem da Ang Il (FELIX et al.,
1991) e pode nédo possuir uma agéo direta no processo de ovulagédo em bovinos, contrariando
0s dados obtidos em espécies de ovulacdo mdltipla. (VIANA et al., 2011), utilizando um
modelo de perfusdo de ovarios de coelhas, demonstraram que a Ang-(1-7) é capaz de induzir
a ovulacdo e producdo de estradiol na auséncia de gonadotrofinas. Além disso, o bloqueio de
seu receptor foi capaz de inibir o efeito das gonadotrofinas na ovulagdo. A partir dos nossos
resultados, ndo foi possivel evidenciar um papel relevante da Ang-(1-7) durante os momentos
iniciais da cascata da ovulacdo. No entanto, considerando que o antagonista da Ang-(1-7) foi
injetado no inicio do processo de ovulacdo (simultaneamente com a aplicacdo de GnRH), ndo
pode ser excluido um efeito mais tardio.

Os NPs e suas fungdes vém sendo descritas em células ovarianas de outras espécies
como suinos (ZHANG et al., 2014) e caprinos (PENG et al., 2013) além de roedores, mas a
regulacdo dos NPs ainda ndo estd clara em espécies monovulatérias durante o processo de
ovulacdo. O envolvimento funcional dos NPs na determinacdo da capacidade ovulatéria tem
sido demonstrada através da realizacdo de experimentos utilizando modelos de roedores
knockout na maioria das vezes (TAMURA et al.,, 2004; KIYOSU et al., 2012). A
caracterizacdo dos NPs, seus receptores e enzimas convertases durante a ovulacdo nos permite
uma melhor compreensdo do papel destes fatores em espécies monovulatorias além de nos
possibilitar futuros estudos funcionais envolvendo os peptideos. Para isso 0 objetivo do nosso
segundo estudo foi avaliar o padrdo de expressdéo de RNAm em células da granulosa de
bovinos para os precursores dos NPs, receptores e enzimas convertases deste sistema apds a
ovulagéo induzida pelo GnRH/ LH in vivo.

No segundo estudo (artigo 2) foi caracterizada pela primeira vez a expressao de
RNAmM para os componentes do sistema NPS (exceto RNAm para NPPB) em células da
granulosa em resposta ao LH em uma espécie monovulatéria. Além disso, observou-se que a
expressdao de RNAm para NPPC é regulada positivamente pelo GnRH/ LH, em contraste ao
que foi demonstrado anteriormente em roedores (KAWAMURA et al., 2011; LEE et al.,
2013). Outros resultados importantes foram 0 aumento da expresséo de mRNA para NPR-1 e
furin nas 24 h e a diminui¢do na NPR-3 ja nas 6 h apds tratamento com GnRH. Considerando-

se que os niveis de ANP e NPC dependem ndo so6 da sua sintese, mas também da degradacéo,
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a diminuicdo na expressdo de RNAm para NPR-3 6 h apés GnRH sugere uma menor
degradacdo destes peptideos, especialmente NPC, porque além do NPR-3, a endopeptidase
neutra (NEP) também degrada NPA. Sabe-se que a atividade enzimatica da NEP diminui apos
o tratamento com eCG (PEREIRA et al., 2009) e aumenta em ovarios policisticos (PCO) de
ratas (PEREIRA et al., 2014). No nosso modelo experimental, o padrédo de expressédo de
RNAmM para NEP aumentou 12 h apds o0 GnRH (SANTOS et al., 2011). Este resultado sugere
qgue o NPC é mais importante que o NPA no processo ovulatério, uma vez que a expressao de
RNAm para NPPA e corin ndo sdo reguladas pelo GnRH/LH e os niveis de NPA dependem
do equilibrio entre a sintese e degradacdo do peptideo e, esta degradacdo pode ser mediada
por NEP ou NPR-3. Em resumo, este estudo utilizando uma abordagem in vivo confirmou a
presenca de varios componentes do sistema NPs durante a ovulacdo em bovinos e que o
aumento na expressdo de RNAm para NPPC e furin aliada a diminuicdo na NPR-3 apds
GnRH / LH, é a primeira evidéncia de que NPC pode estar envolvido na ovulacdo e
luteinizacdo de bovinos.

A partir dos resultados obtidos no estudo anterior nos perguntamos qual a via de
sinalizacdo e funcdo dos NPs (em especial NPC) durante a ovulacdo. Sabe-se que roedores
tratados com hCG exibem marcada diminui¢do nos niveis de RNAm para NPPC em células
da granulosa de foliculos pré-ovulatérios (KAWAMURA et al., 2011). Estudos utilizando
AREG (anfirregulina-um mediador da atividade do LH/hCG através de EGF-R-epidermal
growth factor receptor) suprimiram os niveis de RNAm para NPPC e seu receptor em cultura
de células da granulosa em roedores (TSUJI et al., 2012). Em suinos foi demonstrado um
aumento nos niveis de RNAm para NPPC nas células da granulosa ap6s o tratamento com
inibidor dos EGF-R (ZHANG et al., 2014). Para entendermos melhor o papel do NPC
realizamos um terceiro estudo para avaliar se NPC regula AREG e EREG ou a expressdo de
RNAmM para seu precursor (NPPC) e, se seus receptores NPR-2 e NPR-3 sdo reguladas por
LH atraves de EGF-R in vivo e in vitro em células da granulosa durante o periodo ovulatorio.

No terceiro estudo (artigo 3) foi utilizado um modelo in vitro de cultivo de células da
granulosa e modelos in vivo aliando castracdo, injecdo intrafolicular e dindmica folicular. Este
estudo teve como objetivo determinar o efeito de NPC sobre a expressdao de AREG e EREG,
ou se a regulacdo de RNAm para NPPC se d& através de EGF-R. Primeiramente estabeleceu-
se a expressdo de RNAm para AREG e EREG como marcador em resposta a GnRH / LH em
nosso modelo ovulatério in vivo. Embora ja fosse determinado um aumento na expressdo dos
niveis de AREG e EREG a partir de LH in vitro (PORTELA et al.,, 2011) e in vivo

(SAYASITH et al., 2013), precisavamos validar nossos modelos. No experimento 1 ja nas
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primeiras horas pés tratamento com GnRH se observou um aumento na expressdo dos niveis
de AREG e EREG, tendo o seu pico de expressdo as 6 h apds GnRH, esse resultado aliado aos
resultados dos estudos citados acima utilizando modelos semelhantes além de validar nosso
modelo, nos deu base para escolha dos melhores horarios para analise de expressdo de
diferentes genes para os proximos experimentos. Entdo, no experimento 2 testamos a hipotese
de que o NPC pudesse agir como cofator da acdo do LH na regulacdo dos EGF-L, assim
como outros peptideos como a Angll (PORTELA et al., 2011). No entanto, ndo observamos
nenhum efeito na expressdo de AREG e EREG em células da granulosa cultivadas in vitro
com NPC. Nao houve regulacdo de RNAm para AREG e EREG, provavelmente por o NPC
estar abaixo da cascata de ativacdo dos EGF-R durante a ovulacéo.

Para melhor entender a regulacdo da expressdo de RNAm para NPPC, buscou-se
responder se o tratamento com LH in vitro também alterava a expressdo de RNAm para
NPPC, assim como observado in vivo no segundo estudo. No experimento 3 utilizando o
cultivo de células da granulosa também observamos um aumento na expressdo de RNAm para
NPPC 6 h apds o tratamento com LH, também nesse experimento foi demonstrado que a acéo
do LH ocorre através de EGF-R. A regulacdo via EGF-R foi demostrada em roedores, porém
0 AG-1478 (bloqueador de EGF-R) reestabelecia os niveis de RNAm para NPPC anteriores a
inducdo de LH (TSUJI et al., 2012). J& a expressdo de RNAm tanto para NPR-2 quanto para
NPR-3 ndo tiveram regulagdo nem por LH nem por AG-1478 em células da granulosa de
bovinos cultivadas in vitro. Resultados obtidos in vivo no segundo estudo demonstraram nao
haver regulacdo apos aplicacdo de GnRH de RNAm para NPR-2, no entanto, a expressao se
RNAm para NPR-3 estava diminuida em células da granulosa 6 h ap6s o tratamento com
GnRH.

Para confirmarmos que a regulacdo de RNAmM para NPPC acontece via EGF-R , no
experimento 4, utilizamos a injecéo intrafolicular de AG-1478. A partir do bloqueio in vivo de
EGF-R observamos uma diminuigdo nos niveis de RNAm para NPPC nas células da
granulosa da mesma forma que se observou in vitro e exatamente ao contrario do que foi
observado em roedores (TSUJI et al., 2012) e suinos (ZHANG et al., 2014). J& para expressao
de RNAm para NPR-2 ndo se observou regulacdo através de EGF-R, entretanto para NPR-3
foi observado aumento no grupo AG-1478 em relacdo ao grupo controle, esse resultado esta
de acordo com nossos resultados in vivo que demonstraram uma diminuicdo de RNAm para
NPR-3 6 h apos aplicacdo de GnRH em relagéo a hora 0 (anterior ao GnRH). Esses resultados
em conjunto sugerem que NPPC tem um papel importante na cascata ovulatoria, uma vez que

a expressdo de RNAm para NPPC estd aumentada e a expressdéo de RNAm para NPR-3
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(receptor responsavel pela sua degradacdo) esta diminuida. No experimento 5, apds a injecéo
intrafolicular de AG-1478, observamos que o blogqueio do EGF-R néo foi capaz de bloquear a
ovulacdo em bovinos, uma vez que, todos os animais ovularam no tempo esperado (24 a 48 h
apos GnRH). Embora 100% dos animais tenham ovulado ndo temos como descartar uma
fungdo do NPC, uma vez que, sua regulacdo foi demonstrada em momentos inicias da
ovulacdo. Além disso, a ovulacao de foliculos injetados com AG-1478 pode sugerir uma rota
alternativa durante a ovulacao de bovinos. Em resumo, o LH regula positivamente a expressao
de RNAm para NPPC. Quando € blogueado 0 EGF-R esse aumento na expressio RNAm para
NPPC ¢ inibido.



CONCLUSAO

A Ang-(1-7) e o inibidor A-779 quando em cultivo de células da granulosa in vitro
por 3 horas, ndo sdo capazes de regular a expressdo de EREG. A injecdo intrafolicular na
concentracdo de 10°M de A-779 n&o inibe o processo ovulatério, indicando que a Ang-(1-7)
ndo possui papel relevante no inicio da cascata ovulatoria em bovinos.

Utilizando uma abordagem in vivo foi demonstrada a presenca de Varios
componentes do sistema NPs durante a ovulacdo em bovinos. O aumento na expressdo de
RNAm para NPPC e furin aliada a diminuicdo na NPR-3 ap6s GnRH / LH, fornecem a
primeira evidéncia de que NPC pode estar envolvido na ovulagéo e luteinizagdo de bovinos.
Embora o NPC ndo regule o AREG e EREG, no entanto, RNAmM para NPPC é regulado

positivamente por LH através de EGF-R em células da granulosa de bovinos.
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