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RESUMO
O Sistema Renina Angiotensina tem sido documentado no ovário e, apesar

disso, seu papel fisiológico no processo reprodutivo feminino ainda não foi

totalmente compreendido. Um dos peptídeos chaves para entender esse

mecanismo é a Angiotensina (Ang) 1-7, que em modelos animais participa na

maturação dos folículos e na esteroidogênese, e é liberada no plasma e no

líquido folicular de mulheres submetidas à fertilização in vitro. As células do

cumulus (CC) e da granulosa murais (CGM), além de estar anatomicamente

próximas aos oócitos, apresentam uma comunicação bidirecional entre si, o

que é essencial para os processos de diferenciação folicular. Portanto, a

avaliação da expressão de fatores ou genes nas CGMs e CCs pode predizer a

saúde folicular. O objetivo deste trabalho foi avaliar os efeitos da Ang 1-7 nas

CGMs e CCs cultivadas in vitro. Para isto, foi realizado o isolamento e

purificação das CCs e CGMs de pacientes participantes do programa de

fertilização in vitro do HC- UFMG. Estas células foram cultivadas por 72 horas e

depois submetidas a Ang 1-7 nas concentrações 10-10M; 10-8M; 10-6M, ou ao

antagonista A779 na concentração de 10-8M, isolado ou associado à Ang1-7

por 24hrs. As concentrações de progesterona e estradiol foram dosadas no

meio de cultivo e a expressão gênica de StAR, CYP11A1, HSD17B, HSD17B,

CYP19A1, HSD3B2, MASR e LHR nas CGMs foi avaliada por qPCR. Nas CC,

GMPc e AMPc foram detectados por imunofluorescência. Não houve diferença

na liberação de progesterona e estradiol entre os grupos estudados. Os níveis

de expressão do mRNA das enzimas esteroidogênicas não se alteraram com

os tratamentos. Foi possível detectar LHR nas CGMs e GMPc e AMPc nas

CCs. Este foi o primeiro trabalho a avaliar a relação das células da granulosa e

do cumulus humanas cultivadas in vitro com a via esteroidogênica após

estímulo com Ang 1-7. A ausência de efeito da Ang 1-7 sobre a

esteroidogênese neste modelo in vitro de células humanas contrasta com

observações prévias em outras espécies e não parece estar associada a falta

do receptor MAS. O possível efeito da Ang 1-7 não ficou demonstrado no

ovário humano, mas essa hipótese ainda precisa ser avaliada em diferentes

condições experimentais, como por exemplo o estímulo prévio ou concomitante

com LH/hCG.

Palavras-chave: Angiotensina 1-7; Células do cumulus; Células da granulosa;

Esteroidogênese.



7

ABSTRACT
The Renin Angiotensin System has been documented in the ovary, and despite

this, its physiological role in the female reproductive process is still not fully

understood. One of the key peptides to understand this mechanism is

Angiotensin (Ang) 1-7, which participates in follicular maturation and

steroidogenesis in several animal models, and has been detected in plasma

and follicular fluid of women undergoing in vitro fertilization (IVF). Cumulus (CC)

and mural granulosa (CGM) cells, in addition to being anatomically close to

oocytes, have bidirectional communication with each other, which is essential

for follicular differentiation processes. Therefore, the evaluation of the

expression of factors or genes in CGMs and CCs can predict follicular health.

The objective of this work was to evaluate the effects of Ang 1-7 on CGMs and

CCs cultured in vitro. For this, the isolation and purification of CCs and CGMs

from patients participating in the IVF program at HC-UFMG was carried out.

These cells were cultured for 72 hours, and then subjected to Ang 1-7 at the

concentrations 10-10M, 10-8M, 10-6M, or its antagonist A779 at 10-8M alone or

associated with Ang1-7 for 24hrs. Progesterone and estradiol levels were

assayed in the culture medium, and the gene expression of StAR, CYP11A1,

HSD17B, HSD17B, CYP19A1, HSD3B2,

MASR and LHR in CGMs was evaluated by qPCR. In CC, cGMP and cAMP

were detected by immunofluorescence. There was no difference in the release

of progesterone and estradiol between the studied groups. The mRNA

expression levels of steroidogenic enzymes did not change with treatments. It

was possible to detect LHR in CGMs and cGMP and cAMP in CCs. This was

the first study to evaluate the relationship of in vitro cultured human granulosa

and cumulus cells with the steroidogenic pathway after stimulation with

Angiotensin 1-7. The results did not show any effect of Ang 1-7 on human

ovarian cells, but this hypothesis still remains to be tested in different

experimental conditions like priming or concomitant stimulation with LH/hCG.

Keywords: Angiotensin 1-7; Cumulus cells; Granulosa cells; Steroidogenesis.
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INTRODUÇÃO

1.1. O Sistema Renina Angiotensina

O Sistema renina angiotensina (SRA) foi relatado pela primeira vez por

Tigersted e Bergman, em 1898, eles descobriram que um extrato de tecido de

rim de coelhos era responsável por aumentar a pressão sanguínea. Em 1934,

Goldblatt, em um experimento clássico, conseguiu induzir hipertensão em cães

através da constrição da artéria renal. Logo nos anos seguintes, (1939 e 1940)

Braun-Menendez et al. e Page et al. descobriram a angiotensina, a molécula

chave para formação dos outros componentes da via (Hall 2003). A partir daí

uma cascata de enzimas, peptídeos, hormônios esteroides e cofatores

pertencentes ao SRA foram sendo caracterizados (Oparil e Haber 1974). E

após mais de cem anos de sua descoberta vários pesquisadores continuam

fascinados por esse sistema, devido a seu importante papel no controle do

equilíbrio de sódio, do volume de fluidos corporais e da pressão sanguínea

(Hall 2003).

Atualmente, sabemos que o SRA é um sistema regulador endócrino e

parácrino, composto por peptídeos que seletivamente se ligam aos receptores

de superfície da célula e ativam sinais citoplásmicos (Reis e Reis 2020). A

partir de sua principal molécula, o angiotensinogênio, sucessivas clivagens

enzimáticas dão origem a outros componentes como, por exemplo, a

Angiotensina II (Ang II) e a Angiotensina 1-7 (Ang 1-7), que são responsáveis

por funções antagônicas dentro do SRA (Reis e Reis 2020).

Funcionalmente, o SRA é composto por um eixo clássico que compreende

a Ang II, a enzima conversora de angiotensina (ECA) e o receptor de Ang II tipo

1 (ATR1) e por outro eixo mais recentemente descoberto que inclui a enzima

ECA2, o peptídeo Ang 1–7 e o receptor Mas (rMAS). Fisiologicamente, esses

ambos eixos, até onde se sabe, desempenham um papel coordenado na

regulação da função cardiovascular. A hiperativação do eixo ECA-Ang-II-ATR1

geralmente causa efeitos deletérios, como vasoconstrição, disfunção endotelial,

inflamação, fibrose, trombose e angiogênese, e é pró-hipertensiva. Enquanto a

ativação do eixo ECA2-Ang 1-7-MASr se opõe aos efeitos do sistema clássico.
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Portanto, tem sido descrito como o braço protetor do SRA, induzindo efeitos

vasodilatadores, anti-inflamatórios, antifibróticos, antiangiogênicos e anti-

hipertensivos através da ligação de ang1-7 ao seu receptor MASr (Touz e

Montezano 2017).

Em 1986, Culer e colaboradores identificaram a Ang II no fluido folicular

ovariano, seguido por Glorioso et al. que no mesmo ano detectaram altas

concentrações de pró renina (Culer et al. 1986; Glorioso et al. 1986). No ano

seguinte, Husain e colaboradores conseguiram identificar receptores para Ang

II em ovários de ratas (Husain et al. 1987). Estas identificações foram a peça

inicial para a descoberta da existência de um envolvimento local do SRA no

ovário (Culer et al. 1986; Glorioso et al. 1986; Husain et al 1987; PMID: Reis

and Reis 2020).

Nos ovários então, os peptídeos do SRA atuam no controle da pressão

sanguínea ovariana e na regulação autócrina ou parácrina do crescimento

folicular e da secreção hormonal. Apesar do sistema SRA no ovário já ter sido

documentado, seu papel fisiológico no processo reprodutivo feminino

permanece pouco conhecido (Dominska 2020).

1.2. Ang.1-7- e suas vias de formação;

Um dos peptídeos chaves para entender o mecanismo do SRA no ovário

é o Ang 1- 7. O Ang 1-7 inicialmente, foi considerado um heptapeptideo inativo

devido à falta estudos que demonstrassem uma relação entre a sua estrutura e

atividade. Porém em 1988, Santos et al. demonstrou que Ang 1-7 foi o principal

produto da incubação de Angiotensina I (Ang I) em micropunções de tecido

cerebral, sendo que a formação de Ang 1-7 foi independente da ECA (Santos

et al. 1988). No mesmo ano, Schiavone et al relatou a primeira ação biológica

do Ang 1-7, a liberação de vasopressina do sistema

hipotálamo-neurohipofisário em cérebro de rato (Schiavone et al. 1988; Santos

et al. 2018).

Atualmente sabemos que a formação do Ang 1-7 pode ser desenvolvida

por três maneiras diferentes. Primeiramente, através da via clássica do eixo

SRA, o angiotensinogênio é clivado pela enzima renina e forma o decapeptídeo

Ang I. Ang I então volta a ser clivada pela enzima ECA para produzir Ang II

(Rice et al. 2004; Santos et al. 2018).
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Como ilustra a Figura 1, Ang 1-7 pode ser gerada da clivagem de Ang I

por endopeptidades ou da clivagem de Ang II, realizada por carboxipeptidases.

As principais enzimas envolvidas na produção de Ang 1-7 através de Ang I são

timet oligopeptidade (THOP1; EC 3.4.24.15), neutral endopeptidase (NEP; EC

3.4.24.11) e prolyl oligopeptidase (PEP; EC 3.4.21.26). E para clivagem da Ang

II e formação de Ang 1-7 as carboxiperoxidades são: ECA2 (EC 3.4.17.23),

carboxypeptidase A (EC 3.4.17.1), e prolil carboxypeptidase (EC 3.4.16.2)

(Rice et al. 2004; Santos et al. 2018).

Já a formação de Ang 1–7 a partir de Ang I por ECA2 envolve a

produção do intermediário Angiotensina 1-9 (Ang 1–9) e sua clivagem

subsequente por ECA ou NEP (Rice et al 2004). No entanto, a eficiência

catalítica dessa via é muito menor do que a conversão dependente de ECA2 de

ANG II em Ang 1–7 (Rice et al. 2004; Santos et al. 2018) (Figura 1).

A Ang 1-7 serve como ligante para o proto-oncogene MASr, um receptor

acoplado à proteína G, constitutivamente ativo que sofre endocitose após

estimulação com Ang 1-7. Usando um antagonista específico do MASr, D-Ala7-

angiotensina-1-7 (A779), foi possível observar que este atua como um receptor

para Ang 1-7 de forma diferente dos receptores de Ang II (Santos et al. 2003;

Tallant et al. 2005). Porém, algumas das ações da Ang 1-7 parecem ser

mediadas por vários receptores, pois são sensíveis tanto ao antagonista do

receptor de bradicinina, quanto ao A779 (Dominska 2020). A suposição de que

a Ang 1-7 pode se associar com MASr foi baseada principalmente em

observações de que muitos dos efeitos deste peptídeo são perdidos em

animais nocaute para MASr, tecidos deficientes para MASr ou deficientes de

agonistas específicos de MASr que utilizam o A779. No entanto, não há

evidência farmacológica suficientes de que Ang 1-7 interaja diretamente com

MASr (Dominska 2020).
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FIgura 1- Formação Angiotensina 1-7. A angiotensina 1-7 é formada por três vias,

primeiro quando o Angiotensinogenio é clivado pela renina em Ang I, que sofre

clivagens pelas endopeptidases e forma Ang 1-7. A segunda quando ECA (sigla em

inglês ACE) cliva Ang I em Ang II as carboxipeptidases clivam Ang II em Ang 1-7, e a

terceira, menos comum, Ang I sofre ação das carboxipeptidases que formam Ang 1-7

(Santos et al. 2018).

1.3. Os ovários

Os ovários são as gônadas femininas, responsáveis pela produção dos

oócitos e pela síntese de hormônios necessários para a regulação das funções

reprodutivas. O interior do ovário é dividido em uma parte externa denominada

córtex, e a parte interna, a medula. A medula contém os vasos sanguíneos, os

ductos linfáticos e as fibras nervosas, que são cercadas por tecido conjuntivo.
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No córtex está contido o folículo ovariano, incorporado em um tecido conjuntivo

estromal celular. A todo momento durante o ciclo reprodutivo o ovário contém

folículos em todas as fases de desenvolvimento (Dominska 2020).

Durante seu desenvolvimento, os ovários apresentam dois processos

fundamentais: a oogênese, na qual as células germinativas femininas, os

oócitos, são formados e amadurecidos; e a foliculogênese, processo no qual as

células somáticas, da granulosa e da teca que circundam o oócito se

diferenciam e contribuem para a formação dos folículos ovarianos (Dahari et al.

2016; Porras- Gomez et al. 2017).

1.3.1 A Oogênese

Nos mamíferos, os oócitos passam pela primeira divisão meiótica

durante o desenvolvimento embrionário e, no momento do nascimento, são

mantidos no estágio diplóteno da prófase I (Sen e Caiazza 2013). Neste

estágio, os cromossomos estão duplicados, apresentam duas cromátides e

também os chamados quiasmas, que são os pontos de cruzamento entre as

cromátides não irmãs, devido ao crossing over. É possível identificar o oócito

morfologicamente nessa fase pela presença da vesícula germinativa (VG) que

apresenta o núcleo bem desenvolvido e imaturo (Sen e Caiazza 2013).

Os oócitos ficam neste estágio de prófase I até a mulher atingir a

puberdade, sendo que poderá se completar apenas a partir da adolescência.

Imediatamente antes da ovulação, por influência das gonadotrofinas

hipofisárias, ocorre um aumento de LH e FSH os quais desencadeiam a

retomada do processo da meiose I (Sen e Caiazza 2013).

Esta transição é caracterizada por vários fenômenos: a condensação da

cromatina, a quebra da VG, resultando na mistura do nucleoplasma com o

citoplasma, a formação do fuso mitótico e a segregação dos cromossomos. Os

cromossomos presentes no citoplasma migram para a periferia ocorrendo a

retomada da meiose e metade dos cromossomos migram para o primeiro

corpúsculo polar (CP). A meiose I se encerra com a expulsão do primeiro CP e

a formação do oócito secundário (Betteridge et al. 1989; Caixeta e Dode 2008).

Ao iniciar a segunda divisão meiótica, o ciclo meiótico é bloqueado pela

segunda vez no estágio de metáfase (II), com a formação do primeiro

corpúsculo
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polar (CP) (Daharian et al 2016). O oócito permanece no estágio MII até ser

liberado do folículo pela ovulação (Porras- Gomez et al. 2017).

O término da maturação meiótica do oócito dependerá do

espermatozoide no processo de fecundação (Porras- Gomez et al. 2017).

Quando a região equatorial da cabeça espermática se liga à membrana

vitelínica inicia a ativação do oócito que induz ao término da segunda divisão

meiótica à liberação do segundo CP com formação do oócito haplóide

fecundado (Georgadaki et al. 2016).

1.3.2 Foliculogênese

Antes da formação de um folículo ovariano, os oócitos estão presentes

dentro de aglomerados de células germinativas, também conhecidos como

ninhos de células germinativas. A formação do folículo primordial ocorre

quando os oócitos que sobreviveram ao processo de quebra do agrupamento

de células germinativas são individualmente rodeados por células escamosas

pré granulosa. Isso representa o primeiro estágio da foliculogênese e ocorre

durante a última metade do desenvolvimento fetal em humanos (Edson et al.

2009). Neste momento o oócito é mantido no estágio de diplóteno da prófase I

da meiose e não irá retomar até o início da ovulação (Jones e Shikanov 2019).

O folículo passa para o seu estágio primário à medida que as células

pré- granulosas se transformam de uma morfologia escamosa para cuboide e

começam a se proliferar. Essas células da granulosa são circundadas por uma

camada de matriz extracelular chamada membrana basal, que atua como uma

barreira permeável entre o folículo e seu ambiente (Jones e Shikanov 2019).

O estágio secundário começa quando o folículo adquire múltiplas

camadas de células da granulosa e a camada tecal começa a se formar fora da

membrana basal. A camada de células da teca também desenvolverá

vasculatura para fornecer nutrientes conforme o folículo se expande.

Entretanto, essa vasculatura não penetra na membrana basal e a maioria dos

fatores solúveis se difunde para dentro e para fora, contribuindo para o

gradiente
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intrafolicular. Durante este período, o oócito aumenta de tamanho, mas

permanece em parada meiótica. O antro se forma como resultado das

secreções das células da granulosa e do fluido da vasculatura tecal (Jones e

Shikanov 2019; Edson et al. 2009).

Antes da ovulação, um pico de LH faz com que o oócito amadureça

ainda mais, retome a meiose e progrida para a metáfase II. As células da

granulosa fazem a transição novamente em células do cumulus e respondem

ao pico de LH secretando ácido hialurônico em um processo denominado

expansão do cumulus. Após a ovulação, as células da granulosa e da teca

restantes formam o corpo lúteo, que secreta progesterona e inibina - hormônios

essenciais para sustentar os primeiros estágios da gravidez. Essa estrutura se

degenera em questão de dias se não houver gravidez e o ciclo se inicia

novamente (Jones e Shikanov 2019).

1.4. Células do cumulus e Células da granulosa murais

As células do cumulus (CC) e da granulosa (CG) desempenham um

papel fundamental no folículo e oogênese. As células da granulosa

apresentam diferentes fenótipos dentro do folículo, dependendo de sua

localização, distinções na resposta hormonal e expressão gênica (Straus III

2019). Elas podem ser divididas em três sub-linhagens: 1. Células da

granulosa murais (CGM), que se alinham à parede folicular e geralmente têm

algum contato com a membrana basal folicular. 2. Células da granulosa antral

(CGA), que revestem a cavidade antral em contato com o fluido folicular; e 3.

Células do cumulus (CC), que têm contato direto com o oócito por meio de

projeções celulares que atravessam a zona pelúcida e formam conexões de

junções comunicantes (ou junções GAP do inglês) com a membrana

plasmática do oócito (Russel et al. 2016).

As CCs são claramente um tipo de célula distinto, uma vez que elas têm

funções diferentes e capacidade de resposta hormonal diferente. Já foi

demonstrado que elas servem como células nutridoras do oócito no complexo

cumulus oócito durante a oogênese in vitro, e mantêm um microambiente

favorável com fatores de crescimento e interações celulares essenciais para a

oogênese (Russel et al. 2016). Estas células se conectam ao citoplasma do
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oócito e penetram na zona pelúcida (ZP) com junções GAP durante o

desenvolvimento do folículo antral até a fase de folículo pré-ovulatório, e

sofrem proliferação quando as junções GAP são gradualmente liberadas no

ooplasma com a maturação meiótica do oócito (Turathum et al. 2021).

Quanto à morfologia, as CCs e as CGMs podem ser diferentes quando

estão em folículos e fases do ciclo menstrual distintas. As CCs de pequenos

folículos antrais sem estimulação de FSH e pico de LH aparecem com

morfologia indiferenciada. No entanto, quando em folículos pré-ovulatórios,

especialmente após o pico de LH, geralmente apresentam uma forma

diferenciada. Nesta fase, quando observadas em cultivo in vitro, as CGMs têm

citoplasmas compactos e escuros e se apresentam em forma de células

semelhantes às epiteliais, com formato estrelado. Em contraste, as CCs

possuem com citoplasmas soltos e claros, além de apresentar um formato

arredondado (Figura 2) (Turathum et al. 2021).

Figura 2 Diferenças morfológicas das células da granulosa e do cumulus
cultivadas in vitro. Células da granulosa luteinizadas (CGL) e as células do cumulus

foram cultivadas durante 48 horas em condições semelhantes e observadas em

microscópio invertido no aumento de 100 vezes. É possível observar que as CGL se

organizam em filetes estrelados enquanto as CC apresentam o formato oval com o

citoplasma mais frouxo.

A diferenciação das células da granulosa em CGMs é estimulada pelo

FSH através de uma pequena interação com os fatores de crescimento

semelhantes à insulina (IGFs). Esta diferenciação das CGMs induzida por

FSH



24

desempenha um papel crucial na fertilidade e prepara os órgãos reprodutivos

femininos para o transporte de espermatozoides, fertilização e

desenvolvimento embrionário inicial. O FSH estimula a expressão de mRNA

do receptor do hormônio luteinizante (LHR) em CGMs, sendo o LHR

marcador chave da diferenciação das CGM. Os níveis de transcrição do

marcador mural de LHR são mais altos perto da lâmina basal e mais baixos

nas CCs (Meduri, G et al 1992). Com fenótipo de CGMs, o FSH estimula

essas células a transcrever os mRNA envolvidos na esteroidogênese

(CYP11A1), ovulação (LHR) e função imune (CD34) (Turathum et al. 2021).

A qualidade dos oócitos depende das interações com as células da

granulosa e do cumulus adjacentes. Alguns estudos já demonstraram o papel

das células somáticas (CGMs e CCs) no processo de parada meiótica ou

maturação oocitária (Ross et al. 2022; Liao et al. 2022; Hilier e Smyth 1994;

Reis e Reis 2020)

Estudos demonstram, por exemplo, que o peptídeo natriurético tipo C

(CNP) é capaz de induzir um sinal no interior das CCs que inibe a quebra das

VGs, mantendo assim a parada meiótica e consequentemente evitando a

maturação oocitária precoce. Através da produção de monofosfato de

guanosina cíclico (GMPc), o CNP se liga ao seu receptor, receptor de

peptídeo natriurético 2 (NPR2) dentro das CCs. Após essa ligação, GMPc se

difunde para o oócito através de uma grande rede de comunicações de

junção de gap e inibe a atividade da fosfodiesterase 3A (PDE3A), suprimindo

assim a hidrólise do monofosfato de adenosina cíclico (AMPc) e mantendo a

parada meiótica do oócito pela ativação da proteína quinase (PKA). Porém, a

sinalização molecular que controla diretamente a expressão do sistema NPPC

/ NPR2 ainda é totalmente desconhecida (Liu et al. 2017).

Já as CGMs no folículo antral são capazes de expressar uma maior

atividade esteroidogênica (Straus e Wiliams 2019). Assim, essas células são

responsáveis pela secreção de uma ampla variedade de hormônios e fatores

de crescimento que podem afetar a maturação do oócito; portanto, a

avaliação da expressão de fatores ou genes nas CGMs pode predizer a

saúde folicular. Além disso, a avaliação bioquímica e molecular das CGMs

pode gerar
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informações adicionais que são necessárias para a compreensão do sucesso

da fertilização de oócitos (Mckenzie et al. 2004; Aghadadov et al. 2015).

1.5. Esteroidogênese

A biossíntese de hormônios esteroides, incluindo mineralocorticoides,

progestagênios, androgênios, estrogênios e glicocorticoides, é conduzida pelas

enzimas conhecidas como enzimas esteroidogênicas, a saber: as redutases

esteroides, hidroxiesteroide desidrogenases (HSDs) e enzimas específicas do

citocromo P450 (CYPs) (Heidarzadehpilehrood et al. 2022; Chakraborty et al.

2021).

A esteroidogênese no ovário começa com a modificação do colesterol e

progride sequencialmente para progesterona, androgênio e estrogênio, todos

necessários para os processos subsequentes de síntese de hormônios

esteroides. Esses hormônios são posteriormente liberados na circulação

sanguínea, onde exercem seus efeitos tanto no sistema nervoso periférico

(SNP) quanto no sistema nervoso central (SNC) (Heidarzadehpilehrood et al.

2022). A síntese de hormônios esteroides e a maturação dos oócitos

promovem a manutenção dos tecidos reprodutores femininos (Chakraborty et

al. 2021).

No ovário, sob a influência do LH, o colesterol é convertido em

pregnenolona pela enzima de clivagem da cadeia lateral do colesterol,

citocromo P450scc (também conhecida como CYP11A1, codificada pelo gene

CYP11A1) (Heidarzadehpilehrood et al. 2022). A proteína reguladora aguda

esteroidogênica (StAR) facilita o transporte de colesterol para dentro das

mitocôndrias (Chakraborty et al. 2021).

A CYP11A1, uma vez ligada à camada interna das mitocôndrias nas

células da teca, é clivada em pregnenolona (Heidarzadehpilehrood et al. 2022).

A pregnenolona é então transportada do interior da membrana mitocondrial

para o retículo endoplasmático liso e convertida em dehidroepiandrosterona e

progesterona via 3beta-hidroxiesteroide-dehidrogenase (HSD3B) ou pelo

citocromo p450 (CYP17A1). Essas mesmas enzimas esteroidogênicas ajudam

a converter a progesterona nos androgênios, androstenediona e testosterona

(Labrune et al. 2022).
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Depois que a androstenediona é produzida, ela pode se difundir para as

células da granulosa imediatamente ou ser convertida em testosterona via 17β-

hidroxiesteroide desidrogenase (HSD17B) (Labrune et al. 2022). Todo esse

mesmo mecanismo relatado acima pode ocorrer também diretamente nas

células da granulosa, através da ligação do FSH ao seu receptor. O colesterol

também é clivado em pregnenolona pela CYP11A1 até a formação da

androstenediona. Após a androstenediona se difundir das células da teca para

as células da granulosa, ou ser produzida na própria célula da granulosa, ela é

convertida em estrona, um estrogênio fraco, pela CYP19A1, mediante estímulo

do FSH (Heidarzadehpilehrood et al. 2022). A testosterona também se difunde

das células da teca para as células da granulosa, onde pode ser convertida

junto com a estrona na forma mais potente de estrogênio, o estradiol, via

CYP19A1 e HSD17B (Figura 3) (Labrune et al. 2022).
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Figura 3 - Via da esteroidogênese nas células da granulosa e da teca-As células
da granulosa e da teca simultaneamente podem produzir androstenediona, que pode

ser difundida para as células da granulosa, no caso de terem sido produzidas nas

células da teca, e sofrer sucessivas clivagens até a formação do estradiol. Adaptado

de Heidarzadehpilehrood et al 2022 (Heidarzadehpilehrood et al 2022).

O processo de esteroidogênese regula o crescimento folicular no ovário,

determina o estágio do ciclo reprodutivo, mantém e regula a função reprodutiva

(Labrune et al. 2022). O mecanismo de ação da esteroidogênese ovariana é

mostrado na Figura 3. A compreensão dessas vias da esteroidogênese dentro
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do ovário pode fornecer informações importantes sobre as moléculas

essenciais que regulam o mecanismo de sinalização nas células ovarianas,

principalmente na ovulação e fertilidade (Chakraborty et al. 2021). Já foi

demonstrado em estudos em ratos que a liberação de estradiol pelas células

da granulosa foi significativamente maior quando estimuladas com Ang 1-7,

sendo assim, esse peptídeo poderia auxiliar indiretamente na maturação

oocitária através das células somáticas e no aumento na liberação de

hormônios esteroidogênicos no microambiente folicular.

1.6. O papel da Ang 1-7 na reprodução

A expressão de mRNA para angiotensinogênio foi observada em ovário

de ratos, e o peptídeo correspondente foi detectado nas células da granulosa,

no estroma e nas células do corpo lúteo (Thomas e Sernia 1990; Pereira et al.

2009; Paul e Kreutz 2006). Honorato Sampaio et al. também observaram

mRNA de ECA2 em amostras de ovário de ratas, sugerindo a produção local

de Ang 1- 7 (Honorato Sampaio et al. 2012). Este peptídeo também foi

identificado nas células da teca e intersticiais de oócitos de ratos, e nas células

estromais de ovários imaturos e sem estímulo. Entretanto, as células da

granulosa de folículos antrais e pré-ovulatórios foram negativas para Ang 1-7

(Pereira et al. 2009; Dominska 2020).

Pereira et al. (2020) identificaram o MASr por imunocoloração nas

células da teca e intersticiais em todas as fases do ciclo estral de ratos. Já nos

folículos em estágio inicial de desenvolvimento, as células da granulosa foram

negativas para Ang1-7, mas essa marcação foi observada nas células do

cumulus de alguns folículos pré-ovulatórios (Pereira et al. 2020). Já em ovários

de ratos perfundidos, Ang 1-7 e Ang II induziram a produção de progesterona

(Costa et al. 2003), efeito este que foi inibido pelo A-779, indicando que a ação

da Ang II poderia ser revertida (Reis & Reis, 2020). Ang 1-7 e Ang II também

foram capazes de estimular a secreção de estradiol no ovário de ratos (Costa

et al. 2003), sugerindo que o eixo Ang 1-7/Mas teria capacidade de modular a

produção de androgênios no compartimento intersticial da teca. A Ang II, por

sua
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vez, poderia promover a conversão de androgênio em estrogênio nas células

da granulosa (Hilier et al. 1994; Reis & Reis 2020).

Em humanos, há um estudo observacional de mulheres submetidas a

FIV o qual comprovou que células da granulosa luteinizadas expressam mRNA

para MAS e ECA2, sugerindo assim a atuação do SRA na foliculogênese

ovariana humana. Este efeito anteriormente tinha sido relacionado apenas à

Ang II, e o estudo demonstrou a possibilidade de também envolver o eixo da

Ang 1- 7/ECA2/Mas (Cavallo et al. 2017). Além disso, esse estudo sinaliza que

o eixo Ang 1-7/ECA2/Mas está ativado durante o processo de indução da

ovulação, pois houve correlação positiva entre a expressão do MASr nas

células da granulosa e o número de oócitos MII coletados . E ainda sugerem

que os folículos ovarianos maduros podem secretar Ang 1-7, uma vez que os

níveis intrafoliculares do peptídeo tiveram correlação positiva com o número de

oócitos maduros captados (Cavallo et al. 2017).

Mulheres estimuladas com gonadotrofinas durante a preparação para

FIV são caracterizadas por um nível elevado de Ang 1-7 no plasma. Mesmo

assim, a concentração de Ang 1-7 em seu fluido folicular ainda é menor do que

no plasma (Reis et al. 2011). Isso provavelmente se deve ao fato de que esse

heptapeptideo é metabolizado muito rapidamente no ovário por NEP ou PEP,

enzimas responsáveis pela formação mas também pela clivagem da Ang 1-7.

Em pacientes após estimulação ovariana com gonadotrofina urinária humana

(hCG) e/ou FSH recombinante (rFSH) observou-se aumento das

concentrações plasmáticas de Ang 1-7. Esses achados indicam que FSH e

hCG podem mediar a ativação do SRA ovariano (Cavallo et al. 2017). Além

disso, a correlação negativa entre a expressão do receptor AT1 nas células da

granulosa e o número de oócitos maduros foi observada em mulheres com

baixa reserva ovariana (Penã et al. 2009; Reis e Reis 2020).

Em contraste, Honorato-Sampaio et al. (2012) observaram que a

estimulação de ovários de ratos com hGC resulta em um nível 4,5 vezes maior

de mRNA de ECA2 em comparação com controles, mas sem aumento da

expressão do receptor MAS1. Nesse estudo também houve uma

imunorreatividade muito maior de Ang 1-7 e ECA2 nos folículos pré-ovulatórios
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que foram incubadas por 4 horas com LH. O LH estimulou os níveis de

testosterona e diminuiu os níveis de progesterona, mas não influenciou os

níveis de estradiol nos folículos pré-ovulatórios. Já a Ang 1-7 sozinha não teve

impacto na produção de hormônios sexuais, mas o A779 reduziu os níveis de

progesterona e aumentou a testosterona após estimulação com LH. Os autores

sugerem que Ang 1-7 poderia regular a atresia folicular regulando o nível de

androgênios (Honorato- Sampaio et al. 2012), já que androgênios induzem

apoptose nas células da granulosa (Bilig et al. 1993) enquanto a progesterona

previne esse processo (Peloso e Pappalardo 1994).

Com base nesses achados, o SRA exerce um papel importante na

regulação do crescimento e maturação folicular, porém mais estudos são

necessários para esclarecer o real papel dos peptídeos do SRA nesse

processo, em especial do peptídeo Ang-(1-7), na maturação oocitária em

humanos, através da síntese e liberação de hormônios esteroides.
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JUSTIFICATIVA

As células do cumulus e da granulosa são modelos já consagrados para

o estudo do oócito, devido à sua comunicação bidirecional com o mesmo. As

células da granulosa são responsáveis pela liberação hormonal e as células do

cumulus são responsáveis pelo transporte de nutrientes e outros peptídeos

para dentro do oócito. Este trabalho se propõe a verificar a influência da

estimulação com Angiotensina 1-7 nas células do cumulus e da granulosa

humanas in vitro para a esteroidogênese, e os possíveis mecanismos pelos

quais esta influência poderia impactar na maturação oocitária. O entendimento

do funcionamento destes mecanismos poderia ajudar na criação de possíveis

alvos terapêuticos para estímulo in vivo de pacientes que não respondem bem

às terapias convencionais de estimulação ovariana.
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OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

Investigar o efeito da angiotensina 1-7 sobre a esteroidogênese e

maturação das células do cumulus e células da granulosa murais

humanas cultivadas in vitro.

2.2. Objetivos Específicos

● Avaliar o efeito da angiotensina 1-7 na liberação de estradiol e

progesterona pelas células da granulosa murais;

● Avaliar o efeito da angiotensina 1-7 na via de esteroidogênese pelas

células da granulosa murais;

● Avaliar o efeito da angiotensina 1-7 na maturação das células do cumulus;

● Investigar possíveis vias de estimulação e inibição da maturação

oocitária através das células da granulosa e do cumulus humanas.
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MATERIAIS E MÉTODOS

3.1. Delineamento e descrição da população estudada

Trata-se de um estudo experimental in vitro, controlado, pareado,

utilizando células do cumulus e células da granulosa luteinizadas de setenta

pacientes atendidas no período de julho de 2021 a agosto de 2022 pelo

Programa de Fertilização Assistida do Laboratório de Reprodução Humana

Professor Aroldo Fernando Camargos do Hospital das Clínicas da Universidade

Federal de Minas Gerais (HC-UFMG). Estas pacientes foram submetidas a

injeção intracitoplasmática de espermatozoides (ICSI) ou FIV convencional e

aceitaram participar da pesquisa através da assinatura do termo de

consentimento livre e esclarecido (TCLE) (Anexo B).

Os critérios de exclusão foram a desistência ou revogação do

consentimento em participar do estudo, ou não admissão no Programa de

fertilização in vitro.

Para ser admitida no Programa de fertilização in vitro, a paciente deve

ter diagnóstico de infertilidade primária ou secundária com indicação de

tratamento por FIV ou apresentar algum fator que a impeça de engravidar

espontaneamente ou por outros tratamentos de menor complexidade. A

paciente deve também apresentar idade inferior a 40 anos no momento de

inclusão no programa e índice de massa corporal (IMC) inferior a 30 no

momento de início do tratamento.

3.2. Considerações éticas

O projeto foi aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa da

Universidade Federal de Minas Gerais (COEP-UFMG) (Projeto:

CAAE-0198.0.203.000-11) (Anexo A) e todas as pacientes convidadas a

participarem do estudo assinaram o TCLE (anexo B) antes da inclusão no

estudo.

3.3. Hiperestimulação ovariana controlada

A hiperestimulação ovariana controlada (HOC) foi realizado de acordo

com o protocolo do serviço conforme descrito por Cavallo e colaboradores

(2017). Resumidamente, as mulheres foram submetidas a hiperestimulação

ovariana individualizada, de acordo com a idade, contagem de folículos antrais
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e níveis basais de FSH. O bloqueio hipofisário foi feito com análogo do

hormônio liberador de gonadotrofinas (GnRHa) ou com o antagonista do GnRH

(cetrorrelix), de acordo com a prescrição médica para cada paciente. A

estimulação ovariana foi realizada por rFSH e/ou gonadotrofina urinária

humana altamente purificada em doses decrescentes começando com 225 a

300 UI, seguida de monitoramento por ultrassom.

Quando pelo menos um folículo dominante atingiu um diâmetro de 18

mm, HCG recombinante foi administrado na dose de 250 μg. Os folículos foram

aspirados ~35 h após a injeção de HCG usando uma agulha de aspiração

folicular de calibre 17 conectada a uma sonda transvaginal e uma unidade de

sucção artesanal com pressão negativa de 100-200 mmHg. O liquido folicular

foi coletado em tubos de ensaio estéreis e os oócitos foram identificados em

uma placa de cultura usando um uma lupa em capela de fluxo laminar. O

sêmen foi preparado pela técnica de swim up e a inseminação foi realizada por

FIV convencional ou ICSI de acordo com a indicação médica. A fertilização do

oócito foi avaliada 18-20 h após a inseminação pela confirmação da presença e

localização de dois pró núcleos. As transferências foram realizadas por

especialistas com formação no próprio laboratório e experiência similar. Após a

transferência embrionária, foi administrada progesterona por via vaginal, na

dose de 600 mg/dia, para o suporte de fase lútea, mantida pelo menos até a

confirmação ou não de gravidez. Após 14 dias da coleta ovular a paciente foi

submetida à dosagem de β-HCG.

3.4. Coleta do liquido folicular e células do cumulus

A coleta das CGMs no Liquido Folicular (LF) foi realizada após a retirada

dos oócitos e as células do cumulus foram obtidas após processo de

denudação dos oócitos pela embriologista. O fluxo dos demais experimentos

realizados foram seguidos como o fluxograma a seguir:
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Figura 4- Fluxograma orientador das etapas de processamento e análise das
amostras de CCs e CGMs. Das 70 pacientes obtidas durante todo o período da

pesquisa, foi possível coletar as CCs e as CGMs de 70 e 30 respectivamente. Após a

padronização dos protocolos 1 e 2 para as CGMs realizado com 25 e 29 amostras

respectivamente e o protocolo 3 para as CCs realizado com 21 amostras, restaram

para o cultivo e passos posteriores 18 amostras de CGMs e 10 amostras de CCs

cultivadas in vitro. A imunofluorescência para LHR foi realizada para confirmação da

pureza do cultivo das CGMs (n=3).

3.5. Isolamento e cultivo das células da granulosa luteinizadas e

células do cumulus.

O material de LF para isolamento e cultivo das células da granulosa

luteinizadas foi dividido em dois grupos, para realização de protocolos distintos

de acordo com a quantidade de oócitos detectados: o protocolo 1 para as

pacientes que obtiveram contagem maior ou igual a 6 oócitos, e o protocolo 2

para pacientes que obtiveram contagem menor que 6 oócitos (Han et al. 2016,

2021).
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3.5.1 Isolamento e cultivo das CGM para >6 oócitos

O LF foi distribuído em tubos de 15ml e centrifugado a 2000 rpm por 15

minutos. O pellet foi ressuspendido com 1ml de PBS para cada tubo, após

homogeneização vigorosa. O primeiro gradiente histopaque foi montado, com 1

ml de histopaque e 1 ml do concentrado de células. Foi realizada uma

centrifugação a 400g por 20 min e as CGM foram recuperadas na interface da

coluna com aspiração lenta e cuidadosa e depositadas em um novo tubo

eppendorf. Foi realizada uma nova lavagem com PBS até 2ml e

homogeneização vigorosa, depois o material foi centrifugado a 10.000 g por 15

minutos. O pellet foi ressuspendido com 1ml de PBS com o conteúdo

transferido para um novo tubo de 15ml. Um volume igual de tripsina EDTA

0,25% foi adicionado e deixado em repouso por 15 minutos à temperatura

ambiente. Após esse tempo a tripsina foi inativada com meio de crescimento

(DMEM/F12 + 20% FBS + 1% penstrept). Uma nova centrifugação foi realizada

a 2000 rpm por 15 minutos, o novo pellet foi ressuspendido com 1ml de PBS e

homogeneizado vigorosamente para desfazer os grumos de células. Então um

segundo gradiente histopaque foi montado com 1 ml de histopaque e 1 ml do

concentrado de células, centrifugado a 400 x g por 20 minutos. As CGLs foram

aspiradas na interface e transferidas para um novo tubo, com acréscimo de

PBS para completar 2ml. O conteúdo foi novamente centrifugado a 10.000 g

por 15 minutos e ressuspendido com 300µl de PBS. O concentrado de células

foi corado com trypan blue e a contagem diferencial das células vivas foi feita

em câmara de Neubauer.

As células foram plaqueadas a 5 X104 células por poço, em placa de 48

wells com 300µl de meio de crescimento (DMEM/F12 + 20% FBS + 1% anti

anti) e foram mantidas em incubadora a 37ºC 7%CO2 por 48 horas (Figura 5).
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Figura 5- Protocolo de cultivo das CGM com quantidade >6oócitos. O LF passou

por sucessivas lavagens com PBS, duas colunas histopaque e tripsina, para

isolamento e purificação das CGM. O plaquemento foi realizado com 5x104 células por

poço, em placa de 48 poços, e o cultivo foi realizado a 37ºC com meio DMEM\F12 +

20% FBS + 1% anti anti, por 48hrs.

3.5.2 Isolamento e cultivo das CGL para <6 oócitos

O LF foi distribuído em tubos de 15ml e centrifugado a 2000 rpm por 15

minutos. O pellet foi então ressuspendido com 1ml de PBS, após

homogeneização vigorosa. Foi realizada uma nova lavagem com PBS até 2ml

e nova homogeneização, depois o material foi centrifugado a 10.000 g por 15

minutos. O pellet foi ressuspendido com 1ml de PBS e o conteúdo foi

transferido para um novo tubo de 15ml. Um volume igual de tripsina EDTA

0,25% foi adicionado e deixado em repouso por 15 minutos à temperatura

ambiente. Após esse tempo, a tripsina foi inativada com meio de crescimento

(DMEM/F12 + 20% FBS + 1% penstrept). Uma nova centrifugação foi realizada

a 2000 rpm por 15 minutos, o novo pellet foi ressuspendido com 1ml de PBS e

homogeneizado vigorosamente para desfazer os grumos de células. Então foi

realizado um gradiente histopaque com 1 ml de histopaque e 1 ml do

concentrado de células, centrifugado a 400 x g por 20 minutos. As CGLs foram

aspiradas na interface e transferidas para um novo tubo, ao qual se adicionou

PBS para completar 2ml. O conteúdo foi novamente centrifugado a 10.000 g

por 15 minutos e ressuspendido com 300µl de PBS.O concentrado de células

foi corado com trypan blue a contagem diferencial das células vivas em câmara

de Neubauer.
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As células foram plaqueadas a 5 X104 células por poço, em placa de 48

wells com 300µl de meio de crescimento (DMEM/F12 + 20% FBS + 1% anti

anti) e foram mantidas em incubadora a 37ºC 7%CO2 por 48 horas (Figura 6).

Figura 6- Protocolo de cultivo das CGM com quantidade <6oócitos. O LF passou

por sucessivas lavagens com PBS, tripsina e apenas uma coluna histopaque, para

isolamento e purificação das CGM. O plaquemento foi realizado com 5x104 células por

poço, em placa de 48 poços, e o cultivo foi realizado a 37ºC com meio DMEM\F12 +

20% FBS + 1% anti anti, por 48hrs.

3.5.3 Isolamento e cultivo das CC

As CCs recebidas em placa contendo meio foram pipetadas para

eppendorf uma a uma, com cuidado para pipetar o mínimo de meio possível.

Foram adicionados 100 µL de hialuronidase e, após vários up e down com a

pipeta por 30 segundos, a enzima foi inativada com 500µl do meio de

crescimento (DMEM\F12 + 20% FBS + 1% antianti). Depois, foram

centrifugadas a 100 x g por 10 min e ressuspendidas com 500µl de PBS. Foi

realizada uma diluição com trypan blue (1:2) e contagem diretamente na

Câmara de Neubauer. As CCs foram então plaqueadas a 5 X104 células por

poço em placa de 96 wells com 200µl de meio de crescimento. As células

foram mantidas em incubadora a 37ºC 7%CO2 por 48 horas (Figura 7).
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Figura 7- Protocolo de cultivo das CCs. O produto da denudação dos oócitos foi

dissociado com hialuronidase, a qual foi inativada com FBS em DMEM, e lavado com

PBS. O plaquemento foi realizado com 5x104 células por poço, em placa de 96 poços,

e o cultivo foi realizado a 37ºC com meio DMEM\F12 + 20% FBS + 1% anti anti, por

48hrs.

3.5.4 Tratamento dos cultivos com Angiotensina 1-7 e A779

Após 48 horas de cultivo, DIA 2 (D2), as células foram observadas na

lupa para verificar a confluência igual ou superior a 80%. Somente dos cultivos

que apresentaram mais de 80% de confluência, foi realizada a troca do meio de

cultivo pelo meio de carvão ativado (DMEMF12 + 10% CSS + 1 % anti anti)

para retirada o FBS, por 24 horas, para retirar o FBS dos cultivos.

No D3 (72 horas de cultivo) o meio de carvão ativado foi retirado e

substituído por tratamento com 300 µl de Ang 1-7 nas concentrações 10-10M,

10- 8M, 10-6M, A77910-8M+ang10-6M, A77910-8M+ANG 1-7 10-8M ou A77910-8M

e o

controle negativo, mantidos por 24hrs. Após esse tempo de teste (em D4), o

meio foi aspirado e armazenado a -80ºC para posterior análise. As células em

cultivo que estavam aderidas à placa foram submetidas ao protocolo de

tripsinização, ou fixação de acordo com a análise a ser realizada.

3.6. Protocolo de tripsinização

O protocolo de tripsinização começou com a retirada do meio de

tratamento e depois a lavagem com PBS e homogeneização. Após a retirada

do
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PBS foram adicionados 100µl de tripsina 0,25% (Gibco™ cat. Nº 25200056) em

cada poço por 3 minutos. Deixamos as células na incubadora a 37°C durante

esse período. Para bloquear a atividade da tripsina, foi adicionado meio de

crescimento DMEM (20% FBS + 1%penstrep) após o tempo estimado. Depois

de devidamente identificada, a solução de células foi centrifugada por 8 min a

1300 x g. O sobrenadante foi descartado e o pellet ressuspendido com DMEM.

Após uma nova centrifugação de 8 minutos a 1300 x g o pellet foi

ressuspendido com TrizolTM (ThermoFisher scientific cat. 15596026) e

congelado a -80ºC até a extração de RNA.

3.7. Ensaio imunoenzimático e quimioluminescência

As dosagens de progesterona e estradiol foram feitas por ensaio

imunoenzimático (ELISA) de competição e também por ensaio de

quimioluminescência automatizado.

O Elisa de competição foi realizado de acordo com o protocolo do

fabricante. Os kits foram adquiridos da Elabscience (Elabscience

Biotechnology- USA Catalog No: E-EL-0150; Catalog No: E-EL-0154, estradiol

e Progesterona, respectivamente). A sensibilidade do teste foi de 5,63 pg/ml e

0,15 ng/ml e o limite de detecção foi de 9,37-600pg/ml e 0,31-20 ng/ml para

estradiol e progesterona, respectivamente. Nenhuma reação cruzada ou

interferência entre progesterona ou estradiol e análogos foi observada. O

ensaio foi realizado em duplicata como manda o kit e os coeficientes de

variação para ambas as dosagens foram <10%. A leitura da absorbância foi

realizada em um leitor de microplacas a 450nm. Os resultados foram

convertidos para a concentração de estradiol (pg/ml) e progesterona (ng/ml)

por regressão linear usando a curva padrão do teste.

As dosagens realizadas pelo método de imunoensaio automatizado

(ARCHITECT) cujo princípio foi a quimiluminescência, estão descritas a seguir.

Para a dosagem de estradiol, a amostra, o diluente da amostra, o diluente do

ensaio e as micropartículas paramagnéticas revestidas de anticorpos anti-

estradiol (de coelho, monoclonais) são combinados. O estradiol presente na

amostra liga-se às micropartículas revestidas de anticorpos anti-estradiol. Após

a incubação, o conjugado de estradiol marcado com acridínio é adicionado à
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mistura de reação. Após outra incubação e lavagem, as soluções Pré-Ativadora

e Ativadora são adicionadas à mistura de reação. A reação quimioluminescente

resultante é medida em unidades de luz relativas (RLUs). Há uma relação

inversa entre a quantidade de estradiol na amostra e as RLUs detectadas pela

ótica do ARCHITECT iSystem.

Para a dosagem de progesterona, a amostra, as micropartículas

paramagnéticas revestidas de um complexo de anticorpos anti-fluoresceína (de

camundongo, monoclonais) e progesterona marcada com fluoresceína, e o

conjugado de anticorpos anti-progesterona (de ovelha, monoclonais) marcado

com acridínio são combinados para criar uma mistura de reação. A

progesterona presente na amostra compete com o complexo de anticorpos

anti-fluoresceína (de camundongo, monoclonais) e progesterona marcada com

fluoresceína pela ligação com o conjugado de anticorpos anti-progesterona (de

ovelha, monoclonais) marcado com acridínio para formar complexos

anticorpo-antígeno- anticorpo. 2. Após a lavagem, as soluções Pré-Ativadora e

Ativadora são adicionadas à mistura de reação. 3. A reação

quimioluminescente resultante é medida em RLUs. Há uma relação inversa

entre a quantidade de progesterona na amostra e as RLUs detectadas pela

ótica do ARCHITECT iSystem.

3.8. Extração de RNA, Síntese de cDNA e qPCR

A expressão de RNA mensageiro (mRNA) de StAR, CYP11A1, HSD17B,

HSD17B, CYP19A1, HSD3B2, MASR e LHR foi avaliada nas CGMs por

reverse- transcriptase quantitativa reação em cadeia da polimerase em tempo

real (RT- PCR).

Para o processamento, as amostras de CGMs armazenadas em

Reagente TRIzol® foram retiradas do freezer a -80°C e mantidas em

temperatura ambiente até o completo descongelamento, seguido de vigorosa

homogeneização em vórtex. O RNA foi extraído usando o protocolo TRIzol®,

não modificado. O RNA total foi extraído e quantificado por absorbância de luz

a 260 nm (NanoDrop - Thermo Fisher Scientific, Wilmington, Delaware, EUA).

O ácido desoxirribonucleico complementar de primeira fita (cDNA) foi

sintetizado a partir de 1 μg de RNA total usando o sistema de síntese de

primeira fita
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Superscript III (Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA). O PCR em tempo real foi

realizado como descrito anteriormente (Pereira et al. 2008) em um ABI-Prism

7500 Sequence Detection System, com uso do corante fluorescente Power

SYBR Green Master Mix Kit (Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, CA, EUA).

Os parâmetros de PCR foram: [Fase 1] um ciclo de 95°C/10min; [Fase 2] 40

ciclos de 95°C/15 segundos, 60°C/15 segundos e 72°C/20 segundos; [Fase 3]

95 °C / 15 segundos, 54 °C / 15 segundos e 95 °C / 15 segundos. O gene que

codifica a proteína ribossomal S26 foi usado como controle interno. As

sequências de primers sintetizadas usadas para amplificação por PCR são

apresentadas na Tabela 1.

Tabela 1 - Oligos da via esteroidogênica, MASR, LHR e suas sequências
correspondentes

Gene Proteína FW 5’-3’ Referência

StAR StAR GGCATCCTTAGCAACCAAGA Mularoni et al. 2020

CYP11A1 P450scc CCTGTTCCGCTTTGCCTTTG Mularoni et al. 2020

3β-HSD2 HSD3B2 CCACACCGCCTGTATCATTG Mularoni et al. 2020

17β-HSD1 HSD17B1 GGACGCGTGTTGGTGACCG Shaughnessy et al. 2013

17β-HSD2 HSD17B2 AGGCTGGCATCTTATGGCTC Shaughnessy et al. 2013

CYP19A1 P450arom TCACTGGCCTTTTTCTCTTGGT Shaughnessy et al. 2013

LHR Receptor

de LH

GCCGGTCTCACTCGACTATC Casalechi et al. 2019

MASR Receptor

MAS

TTCCGGATGAGAAGAAATCC Cavallo et al. 2017

Os primers foram projetados para abranger íntron-éxon e, portanto,

hibridizam apenas o cDNA. A especificidade dos produtos de PCR foi

confirmada por curvas de dissociação (ou curvas de melting em inglês) com um

único pico. Não houve amplificação de fragmentos para amostras de controle

negativo preparadas sem transcriptase reversa. Os valores de CT (do inglês

cycle threshold) foram normalizados para S26 e a expressão gênica diferencial

entre
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os grupos foi expressa como a diferença do CT do normalizador S26 e o CT de

cada primer (ΔCT).

3.9. Imunofluorescência

Após a retirada do meio de tratamento, as culturas de células

selecionadas para imunofluorescência das CGLs e as placas com CCs foram

lavadas com PBS por 3 vezes e depois fixadas com para formaldeído (4% (v/v)

em PBS) e permeabilizadas com a solução de permeabilização (0,1% de

TritonTM X100 [Sigma-Aldrich Cat. No.: 9036-19], 4% BSA [Sigma-Aldrich Cat.

No: 9048- 46-8] em PBS) por 2 horas. As células foram incubadas overnight

com o anticorpo primário anti-LHR 1:100 para as CGL ou mix de anti- GMPc

(Thermo Fisher scientific- Cat. No: 500-9534) e anti- AMPc (Thermo Fisher

scientific- Cat. No: BS-3892R) (1:150) nas CCs. No dia seguinte as placas

foram lavadas três vezes e incubadas a temperatura ambiente e protegidas da

luz por 1 hora com o mix dos anticorpos secundários Alexa-FluorTM 488

(Thermo Fisher Scientific- Cat. No: A-11008) e Alexa-FluorTM 546 (Thermo

Fisher Scientific- Cat. No: A- 11003) (1:500) para as CC e Alexa-FluorTM 488

(Thermo Fisher Scientific- Cat. No: A-11008) 1:500 para as CGL. As placas

foram então lavadas três vezes com PBS e coradas com DAPI (Thermo Fisher

Scientific- Cat. No: 62248) (1:50.000) por 3 minutos, e após foram lavadas mais

duas vezes com PBS. A visualização foi realizada no Centro de processamento

e aquisição de imagem da UFMG (CAPI- UFMG) no Cytation (Cytation 5 Cell

Imaging- Biotek), e o tratamento e aquisição da imagem foi realizada pelo

software Gen5.

3.10. Análise Estatística

Os valores encontrados referentes aos dados clínicos das pacientes

incluídas no estudo foram organizados em tabela e as médias e medianas

foram calculadas. O teste Kolmogorov- Smirnov foi realizado a fim de verificar a

distribuição dos dados e avaliar qual teste para análise da variância seria o

mais adequado. Os dados apresentaram distribuição não normal e a

comparação entre os três grupos foi avaliada pelo teste de Kruskal Wallis. As

análises estatísticas e os gráficos foram feitos utilizando o GraphPadPrism 6.0

e as diferenças foram consideradas significativas quando p<0,05.
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RESULTADOS

4.1. Caracterização da amostra

Tabela 2- Variáveis descritivas da população estudada

Os dados referentes a caracterização dos pacientes das amostras

coletadas estão descritos na tabela 2. Totalizando uma amostra de 54

participantes com média de idade de 37,9 anos, tempo de infertilidade de 4 a

16 anos e contagem de folículos antrais de 3 a 48 folículos. Das doenças pré-

existentes mais comuns entre os participantes estão hipotireoidismo (31,3%) e

endometriose (17,6%), a causa de infertilidade mais comum foi por fator

masculino (40,7%) e a menos comum foi a associação de fator tubo peritoneal

e endometriose (1,9%).
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4.2. Não houve diferença de liberação de estradiol e progesterona

entre os grupos de tratamento e controles

A dosagem da liberação de progesterona e estradiol no meio de cultivo

das células da granulosa tratadas não apresentou diferença em relação ao

controle sem tratamento.

Foi realizada dosagem de Progesterona no meio de cultivo das células

da granulosa tratadas com três diferentes doses de angiotensina 1-7 e seu

antagonista A779, e não houve diferença significativa em relação ao controle

não tratado (P=0,65). Nesse mesmo grupo foi realizada dosagem de estradiol

que também não diferiu em relação ao controle não tratado (P=0,40).

Figura 8 - Níveis de liberação de estradiol e progesterona pelas CGMs
luteinizadas cultivadas in vitro. Células da Granulosa luteinizadas, com 15 cultivos

distintos foram submetidas a tratamento com a Angiotensina 1-7 nas concentrações

10-10M, 10-8M e 10- 6M o antagonista A779 10-8M isolado ou acompanhado de

Angiotensina 1-7 10-8M por 24 horas. Representação gráfica dos resultados de

liberação hormonal de estradiol e progesterona. Os resultados nos gráficos

representam mediana, máximo e mínimo.
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4.3. Os níveis de expressão de CYP19A1, CYP11A1, STAR,

HSD3B2, HSD17b1 e HSD17b2 não diferiram entre os grupos

O tratamento com Angiotensina 1-7 e seu antagonista A779 por 24hrs

nas células da granulosa cultivadas in vitro não alterou a expressão de

CYP19A1, CYP11A1, STAR, HSD3B2, HSD17b1 e HSD17b2 quando

comparado as amostras controle, sem tratamento (P=0,60; CYP19A1) (P=0,69;

STAR) (P=; 0,25; HSD3B2) (p=0,83; HSD17B1) (p=0,36; HSD17B2).



47

Figura 9- Níveis de expressão relativa (∆CT) de CYP19A1, CYP11A1, STAR,
HSD3B2, HSD17b1 e HSD17b2 em amostras de CGMs luteinizadas cultivadas in
vitro. Os níveis de expressão dos primers da via esteroidogênica com 15 cultivos

distintos que foram submetidas a tratamento com a Angiotensina 1-7 nas

concentrações 10-10M, 10-8M e 10-6M o antagonista A779 10-8M isolado ou

acompanhado de Angiotensina 1-7 10-8M por 24 horas. Representação gráfica dos

∆CTs, que são a diferença do CT do primer normalizador, S26, e do CT do primer de

interesse. Os resultados são representados como mediana, mínimo e máximo.

4.4. Houve expressão de MASR e LHR em todos os grupos de

tratamento.

O tratamento com Angiotensina 1-7 e seu antagonista A779 por 24hrs

nas células da granulosa cultivadas in vitro não alterou a expressão dos

receptores MAS e LH quando comparado a expressão destes receptores nas

amostras controle, sem tratamento (p=0,67; MASR) (P= 0,34; LHR), estes

estavam presentes em todos os grupos de tratamento.
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Figura 10- Níveis de expressão relativa (∆CT) de MASR e LHR em amostras de
CGMs cultivadas in vitro. Os níveis de expressão mRNA dos receptores MAS e LH

de 15 cultivos distintos que foram submetidas a tratamento com a Angiotensina 1-7

nas concentrações 10-10M, 10-8M e 10-6M o antagonista A779 10-8M isolado ou

acompanhado de Angiotensina 1-7 10-8M por 24 horas. Representação gráfica dos

∆CTs, que são a diferença do CT do primer normalizador, S26, e do CT do primer de

interesse. Os resultados são representados como mediana, mínimo e máximo.

4.5. Houve detecção de receptor LH nas células da granulosa

cultivadas in vitro

As células da granulosa, após cultivo por 72horas apresentavam

expressão do LHR. Após troca de meio em 48 horas de cultivo e retirada do

FBS destas células (Figura 11).
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Figura 11 - Identificação e caracterização das CGMs com anti LHR. As CGMs

foram cultivadas por 72hrs sem nenhum tratamento, com troca de meio realizada a 48

horas, depois foram fixadas com formaldeído 4%. N=3. Filtros utilizados para

fluorescência: Ex:377 Em:447 (DAPI), Excitação: 469 Emissão: 525 (GFP),

Excitação:531 Emissão: 593 (RFP), Escala de barras de 1000um, e magnificação de

4X.
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4.6. Houve detecção de GMPc e AMPc em todos os grupos de

tratamento nas células do cumulus cultivadas in vitro

O resultado de imunofluorescência para os anticorpos anti-GMPc e anti-

AMPc foi eficiente em detectar esses nucleotídeos nas células da granulosa na

presença de Ang 10-6M, A79910-8M + Ang 10-6M, e nas amostras controle.

Porém não foi possível observar diferença na expressão de GMPc ou AMPc

para os tratamentos em relação ao controle.

Figura 12- Imunofluorescência para GMPc e AMPc em CCs. As células foram

cultivadas por 72hrs tratadas com Ang10-6 (A-C); Ang10-6+A799 D-F e Branco G-I.

Filtros de fluorescência: Ex:377 Em:447 (DAPI), Excitação: 469 Emissão: 525 (GFP),

Excitação:531 Emissão: 593 (RFP) em aumento de 100um, e magnificação de 20X.

n=4 para todos os tratamentos.
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DISCUSSÃO

Uma das principais dificuldades dentro dos centros de reprodução

humana é como conduzir as pacientes más-respondedoras à estimulação

ovariana padrão, cujo principal objetivo é a maturação dos folículos ovarianos,

indução da ovulação e captação de oócitos maduros para FIV ou ICSI. O

estudo das características individuais de cada paciente e a investigação das

principais causas de má resposta aos medicamentos padronizados poderia

contribuir para a melhora desse problema.

Neste trabalho, o fator masculino foi a maior causa de infertilidade entre

a população estudada, hipotireoidismo e endometriose foram as principais

doenças pregressas descritas e a idade das pacientes apresentou média de

37,9 anos. Estatísticas da OMS mostram que 50 a 80 milhões de pessoas em

todo o mundo podem ser inférteis. No Brasil, esse número chega a cerca de 8

milhões. As causas da infertilidade são diversas e podem ser femininas,

masculinas ou devido à associação de dificuldades dos dois componentes do

casal. Atualmente, é estimado que cerca de 35% dos casos de infertilidade

estão relacionados à mulher, cerca de 35% estão relacionados ao homem, 20%

a ambos e 10% são provocados por causas desconhecidas. E entre 25 a 50%

das mulheres inférteis apresentam endometriose, já das que já têm

endometriose 30 a 50% são inférteis (Bulleti et al. 2010; Tanbo e Fedorcsak

2017).

A angiotensina 1-7 e seu antagonista não foram capazes de induzir

maior liberação de progesterona e estradiol pelas CGM, segundo o resultado

das dosagens hormonais no meio de cultivo. Estudo anterior de Honorato

Sampaio e colaboradores (2012) avaliou os níveis de progesterona (P4) e

estradiol (E2) em folículos de ratas cultivados por 48hrs na presença ou

ausência de angiotensina 1-7, e também não identificou diferença na liberação

destes esteroides em relação ao meio de cultivo sem tratamento. Outros

estudos anteriores mostraram que Ang 1–7 estimulou a liberação de E2 e P4

de ovários perfundidos com Ang 1–7 in vitro (Viana et al. 2011). Esta diferença

de resultados pode ser explicada pela diferença de modelos estudados, uma

vez que os ratos perfundidos apresentam vários folículos em estágios

diferentes do ciclo celular,
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e também porque nosso estudo se propôs a estudar as células do cumulus e

da granulosa em cultivos isolados, e não os folículos inteiros de humanos,

devido à dificuldade de se conseguir este tipo de amostra em humanos.

Para verificar se a ausência de estímulo seria apenas na liberação de P4

e E2 pelas CGMs ou em toda a via de produção hormonal, verificamos a

expressão das principais enzimas envolvidas na síntese de P4 e E2 pela célula

sob estímulo com Ang 1-7. Foi possível verificar que não houve diferença de

expressão em nenhuma dessas enzimas em relação aos cultivos não

estimulados. Ainda foi possível comprovar que o receptor específico de Ang

1-7, o MASR, estava sendo expresso em todos os cultivos, assim como o LHR

que também foi detectado na imunofluorescência. Estes resultados estão de

acordo com o resultado encontrado nas dosagens hormonais, reforçando mais

uma vez que para o modelo de CGM humanas cultivadas não parece haver

aumento da produção de E2 ou P4 quando estas células são estimuladas com

Ang1-7 ou A779.

Um estudo de cultivo de CGM humanas expostas à combinação de LH,

FSH e hCG por 16 h verificou aumento na expressão de mRNA para STAR e

CYP19A1 (Yung et al. 2022). Outro trabalho recente demonstrou que o

tratamento com doses e tempos diferentes de LH em CGM luteinizadas de

humanos cultivadas in vitro induziu um aumento na liberação de P4 quando

comparado ao controle (Sperduti et al. 2022). No trabalho do Honorato

Sampaio et al. (2012) também foi possível observar aumento de liberação de

P4 e E2 nos cultivos estimulados com LH. Porém, um estudo de Bildik e

colaboradores demonstrou que as células da granulosa luteinizadas coletadas

de ciclos naturais são capazes de manter sua viabilidade, atividade

esteroidogênica e expressão do receptor de LH por mais tempo do que aquelas

de ciclos de fertilização in vitro estimulados (Bildik et al. 2019). Os autores

explicam que os níveis supra fisiológicos de esteroides produzidos por

múltiplos folículos durante a estimulação ovariana inibem a liberação de LH por

meio de feedback negativo no eixo hipotálamo-hipófise-ovariano, o que reduz a

viabilidade e a capacidade esteroidogênica das células da granulosa

luteinizadas obtidas em ciclos estimulados de FIV, comparados a ciclos

naturais (Gamze Bildik et al. 2019). Dessa forma, a administração de LH antes

ou durante o tratamento com a Ang
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1-7 poderia melhorar a resposta dessas células ao peptídeo. Como este é o

primeiro trabalho a realizar o cultivo de CGM luteinizadas humanas estimuladas

com Ang1-7 para verificar a atividade esteroidogênica, há outras possíveis

explicações para a ausência de resposta, além da falta de pré-estímulo com

LH, que mereceriam ser avaliadas. Por exemplo, é possível que seja

obrigatória a manutenção da estrutura tecidual íntegra, com suas diversas

camadas e tipos celulares, para que os mecanismos parácrinos ovarianos

traduzam o estímulo inicial da Ang1-7 em aumento da produção de E2 e P4.

Houve detecção de AMPc e GMPc nas células do cumulus estimuladas

com Ang 1-7, porém não foi possível identificar se o tratamento com Ang1-7

alterou quantitativamente a expressão de AMPc ou GMPc. Estudos prévios

demonstram que as CGs e CC são interligadas por junções GAP que permitem

as trocas metabólicas e o transporte de pequenas moléculas entre si, como o

AMPc e GMPc. A partir da ligação do LH ou FSH nas células da granulosa há

um aumento de GMPc e AMPc, os quais se difundem para as CC. O peptídeo

natriurético C promove a produção de mais GMPc no interior das CC, através

da ligação ao receptor NPR2. Esse GMPc então difunde-se para o oócito via

junção GAP e inibe a atividade de PDE3A suprimindo a hidrólise do AMPc e

mantendo a parada meiótica do oócito pela ativação da PKA. O AMPc pode

também vir a se acumular dentro das células do cumulus a partir da ligação de

FSH na sua superfície e ser difundido também para o oócito. Assim, AMPc e

GMPc podem promover ou inibir a maturação oocitária respectivamente de

acordo com o que será difundido para o oócito (Gilchrist et al. 2019).

Entretanto, neste trabalho a detecção de GMPc e AMPc foi perceptível em

todos os grupos de tratamento.

Apesar das limitações do presente estudo, este foi o primeiro trabalho a

avaliar a relação das células da granulosa e do cumulus humanas cultivadas in

vitro com a via esteroidogênica após estímulo com Angiotensina 1-7. A

ausência de efeito da Ang 1-7 sobre a esteroidogênese neste modelo in vitro

de células humanas contrasta com observações prévias em outras espécies e

não parece estar associada a falta do receptor MAS. O possível efeito da Ang

1-7 não ficou demonstrado no ovário humano, mas essa hipótese ainda precisa

ser avaliada em diferentes condições experimentais, como por exemplo o

estímulo prévio ou concomitante com LH ou hCG.
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CONCLUSÃO

Podemos concluir que para o modelo de CGM humanas cultivadas não há

aumento da liberação de estradiol ou progesterona e nem da expressão gênica

de enzimas esteroidogênicas quando estas células são estimuladas com Ang

1- 7 ou com seu antagonista A779. Houve detecção de GMPc e AMPc nas CCs

tratadas com Ang 1-7, porém não foi possível observar se esta detecção diferiu

significativamente entre os grupos tratados.
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