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Testosterona e gonadotrofina corionica humana estimulam a esteroidogénese em células
da granulosa de foliculo pré-ovulatorio de égua?

[Do testosterone and human chorionic gonadotropin stimulate steroidogenesis in granulosa
cells of preovulatory follicle in mare?]
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RESUMO

Avaliou-se o papel da gonadotrofina coriénica humana (hCG) e da testosterona na producdo de
progesterona (P4) e 17B-estradiol (E,) pelas células da granulosa cultivadas in vitro de foliculo antral de
égua. Os tratamentos usados foram: 1- controle (nenhum hormoénio adicionado), 2- 1UI hCG (0,3pg/ml) e
3- 10UI hCG (3,0pg/ml). O tratamento com hCG foi realizado na presenga ou ndo de testosterona
(144ng/ml). O meio foi coletado e substituido com 0,25, 3, 6, 12, 24 e 144h de cultivo. As concentragdes
de P, e E, foram mensuradas por radioimunoensaio. Nao se observou diferenca entre os tratamentos 1 e 3
quanto a produgdo de P, e E,; o tratamento 1 resultou em aumento da concentracdo de progesterona apos
24h de cultura (P<0,01), mas somente em presenca de testosterona. A concentragdo de estradiol
aumentou em presenca de testosterona, alcangando concentragdo maxima com 6h de cultura (P<0,01), e
diminuiu gradativamente, até atingir a concentragdo observada com 0,25h de cultura. A adigdo de hCG
ndo influenciou a sintese do estradiol. A testosterona desempenhou importante efeito estimulador na
sintese/secrecdo doe E, pelas células da granulosa e modulou a agdo do hormodnio luteinizante na
diferenciacdo e luteinizacdo das células da granulosa de foliculo antral presumidamente pré-ovulatério de
égua in vitro.
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ABSTRACT

The role of the human chorionic gonadotropin (hCG) and testosterone was evaluated in the progesterone
(Py) and estradiol-17B (E,) production by granulosa cells of antral follicles from mare cultivated in vitro.
The treatment (groups) with gonadotropin consisted of: 1- control (no added hormone); 2- 1 IU hCG
(0.3mg/ml) and 3- 10 IU hCG (3.0mg/ml). The treatment with hCG was carried out in the presence or not
of testosterone (144ng/ml). The culture medium was collected and replaced at 0.25, 3, 6, 12, 24 and 144h
of culture. The concentrations of P; and E, were measured by radioimunoassay. Analyses of variance
were used for P, and E,, and mean of the factors were compared by the Tukey test at 5% of probability.
No difference was observed between 1 and 2 groups. Treatment with 1 IU of hCG increased progesterone
concentration after 24h of culture (P<0.01), only in the presence of testosterone. The concentration of
estradiol increased in the presence of testosterone, reaching maximum concentration with 6h of culture
(P<0.01), and reduced gradually until the observed concentration at 0.25h of culture. The addition of
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hCG had no effect in the synthesis of this steroid. The testosterone modulates the action of the luteinizing
hormone in the differentiation and luteinization of the granulosa cells and plays important estimulator
effect in the synthesis/secretion of E, by granulosa cells in vitro of presumptive pre-ovulatory antral

follicle in mare.

Keywords: mare, luteinizing hormone, testosterone, steroidogenesis, granulosa cell

INTRODUCAO

As células da granulosa (CG) e as células da teca
(CT) interagem para permitir a sintese de E,
(Falk, 1959). O modelo 2 células/2 hormoénios
para a producdo de E, em foliculos antrais pré-
ovulatorios de suinos (Stoklosowa et al., 1982),
bovinos (Fortune, 1986) e eqiiinos (Sirois et al.,
1991) demonstra que as CT interna séo
estimuladas pelo hormonio luteinizante (LH) e
produzem androgenos, enquanto que o hormdnio
foliculo estimulante (FSH) (¢ LH em foliculos
maturados) estimula as CG para aromatizarem os
androgenos sintetizados pelas CT.

A testosterona (T) estimula a sintese/liberagdo de
progesterona (P4) pelas CG em presenca de LH
em fémeas de ratos (Liu e Hseuh, 1986), bovinos
(Fortune, 1986) e suinos (Stoklosowa et al.,
1982), contudo nenhum efeito da T na sintese de
P4 ou E, foi descrito em eqiiinos.

O objetivo da presente investigagdo foi estudar o
papel da testosterona e da gonadotrofina
corionica humana (hCG) na sintese de P4 ¢ E,
pelas CG de foliculo antral presumivelmente pré-
ovulatério de eqiiino.

MATERIAL E METODOS

Ovarios de éguas ciclicas vazias foram obtidos
do Frigorifico Pomar, Araguari, MG, e
imediatamente colocados em frascos estéries
contendo PBS, gentamicina (50pg/ml) e
anfotericina B' (Ipg/ml) na temperatura
ambiente e transportados até o laboratorio.

Um foliculo ovariano contendo 55ml de fluido
folicular foi selecionado de acordo com as
caracteristicas morfoldgicas (tamanho, coloragéo
e intensidade de vascularizac@o) apos a disseccdo
do tecido ovariano no fluxo laminar com a ajuda

! Bristol-Myers Squibb, New York, NY, USA
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de pingas e tesouras esterilizadas. Apds a coleta
do fluido folicular, o foliculo foi seccionado,
invertido e colocado em placa de Petri contendo
PBS. As CG foram obtidas raspando-se
delicadamente a face interna do foliculo com
uma pinga. Posteriormente, foram centrifugadas
(200g/10  min) duas vezes em PBS e
ressuspendidas em 3ml de meio de cultura,
homogeinizadas com repetidas aspiragdes com
pipeta Pasteur e contadas em cémara de
Newbauer. A viabilidade das CG foi
determinada utilizando-se a coloragdo vital
“triplan-blue”, sendo consideradas como vivas as
células ndo coradas.

As CG foram cultivadas (200.000 células
vivas/ml meio) em placas de 24 pogos® em meio
de cultivo de tecidos (TCM)199° suplementado
com cortisol’ (40ng/ml), insulina® (1pg/ml),
transferrina® (Spg/ml) e 10% de soro fetal
bovino®, de acordo com Sirois et al. (1990).
Visto que o0 hCG em CG de éguas apresenta
atividade biologica semelhante ao LH (Kelly et
al.,, 1988), ele foi utilizado neste experimento
para se avaliar o efeito do LH na esteroidogénese
ovariana. O tratamento com hCG?® constou de: 1-
controle (nenhum hormoénio adicionado); 2- 1UI
hCG (0,3pg/ml) e 3- 10UI hCG (3ug/ml). Cada
tratamento com hCG foi realizado em triplicata
com ou sem T* (0.5uM; 144ng/ml). O meio foi
coletado apoés 0,25, 3, 6, 12, 24, 48 e 144h de
cultura e estocado a -20°C até o dia do ensaio
hormonal de P4 e Ej. As culturas foram

incubadas a 37°C em estufa com atmosfera
umidificada com 95% de ar € 5% de CO».

Utilizou-se um esquema fatorial 3x2x7, trés
concentra¢des de hCG (zero, 1 ¢ 10UI), com e
sem T, e sete tempos de cultura, em
delineamento inteiramente ao acaso, com trés
repeticdes. Os resultados referentes a produgdo

2 Corning, Corning, NY, USA
3 Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA
4 Gibco BRL, Grand Island, NY, USA
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de P, e E, pelas CG cultivadas in vitro foram

submetidos a analise de varidncia e as médias
comparadas pelo teste de Tukey ao nivel de 5%
de probabilidade (Gomes, 1987).

As concentragdes de P4 (Rosa e Silva et al,
1993) e E, no meio de cultura (Bélanger et al.,
1980) foram determinadas por
radioimunoensaio. O coeficiente de variagdo
(CV) inter e intra-ensaio para P, foi de 10,3% e
5,0%, respectivamente, e a dose minima
detectavel foi de 6,25 pg/tubo. O CV inter e
intra-ensaio para E, foi de 5,8% e 3,1%,
respectivamente, e a dose minima detectavel foi
de 1,3 pg/tubo.

RESULTADOS

A sintese de P, pelas CG in vitro ndo foi afetada
pela adi¢do de 1 UI ou 10 UI de hCG no meio de
cultura em auséncia de T (Fig. 1). A T na
auséncia do hCG (controle) ndo alterou as
concentrag¢des de P4 no meio de cultura. Quando
o meio de cultura foi suplementado com T (144
ng/ml) e 1UI de hCG, observou-se aumento de
oito vezes (40 para 430ng/ml) na concentragdo
de P4 no meio de cultura (P<0,01). Nao houve
efeito da T quando 10 UI de hCG foram
adicionadas (Fig. 1).
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Figura 1. Concentragdo cumulativa (médiaterro
padrdo da média) de progesterona (P4) no meio
de cultura de células da granulosa (CG) de
foliculo antral pré-ovulatério. As CG foram
incubadas no meio TCM 199 na auséncia
(m—mM) ou na presenca (O—0O) de
testosterona (T; 144ng/ml) e hCG (0, 1 e 10 Ul
hCG) por um periodo de 144h (P<0,01).
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Concentragdo basal de E, foi observada no meio

de cultura (2,98ng/ml) na auséncia de T (Fig. 2).
A adicdo de T (144ng/ml) ao meio de cultura
aumentou 506 vezes a concentragdo de E,
(P<0,01). O tratamento com hCG néo alterou o
acimulo de E, na cultura na presen¢a ou

auséncia de T (Fig. 2).
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Figura 2. Concentragdo cumulativa (médiaterro
padrdo da média) de 17B-estradiol (E;) no meio
de cultura de células da granulosa (CG) de
foliculo antral pré-ovulatorio. As CG foram
incubadas em meio TCM 199 na auséncia
(m—mM) ou na presenca (O0—0O) de
testosterona (T; 144ng/ml) e hCG (0, 1 e 10 UI
hCG) por um periodo de 144h.

A concentragdo de P4 no meio de cultura na
presenga de T e 1Ul de hCG aumentou
significativamente (P<0,01) com 24h de cultura,
atingindo concentracdo maxima apos 144h (Fig.
3). Concentragdo basal foi observada quando 0 e
10UI de hCG foram adicionados ao meio de
cultura. Ja a concentracdo de E, no meio de
cultura na presenca de T foi maxima apos 6h de
cultura (P<0,01), diminuindo gradativamente
apos esse periodo. A adicdo de hCG ao meio de
cultura ndo alterou a sintese/secrecdo de E, pelas
CG durante o periodo de cultura (Fig. 4).
Relagdo temporal inversa foi observada entre a
concentrac¢do de P, e de E; no meio de cultura ao
longo das 144h quando foi adicionado 1UI de
hCG em presenca da T (Fig. 3 e 4).
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Figura 3. Concentracdo de progesterona no meio de cultura de células da granulosa (CG) de foliculo
antral pré-ovulatorio durante 0,25, 3, 6, 12, 24, 48 e 144h. As CG foram incubadas em meio TCM 199
suplementado com testosterona (144ng/ml) e OUI (0—o), 1UI (e—e) e 10Ul (e—-o) de hCG.
MédiatEPM (P<0,01).
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Figura 4. Concentragdo de 17B-estradiol (E;) no meio de cultura de células da granulosa (CG) de foliculo
antral pré-ovulatorio durante 0,25, 3, 6, 12, 24, 48 e 144h. As CG foram incubadas em meio TCM 199
suplementado com testosterona (144ng/ml) e OUI (0—o0), 1UIl (e—se) e 10Ul (e—=) de hCG.
MédiatEPM (P<0,01).
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DISCUSSAO

A sintese de novo do colesterol ¢ uma das
maiores atividades biossintéticas das CG em
foliculos antrais (Gore-Langton e Armstrong,
1994) e ocorre, inicialmente, em resposta ao
estimulo pelo FSH e, posteriormente, em
resposta ao LH (Hsueh et al., 1984). Visto que o
precursor da P, € derivado da sintese de novo e
também de estoques endogenos de lipidios
(Simpson et al., 1980), torna-se possivel a sintese
de P, pelas CG cultivadas in vitro sem a adigdo
suplementar de seu precursor.

O hCG estimulou o acaimulo de P4 pelas CG de
foliculo antral, presumivelmente pré-ovulatorio,
de égua na concentragdo de 1UI de hCG/ml na
presenga de T. Estes resultados sdo semelhantes
aos descritos por outros autores, que observaram
aumento marcante na habilidade das CG em
secretar Py in vitro, na transi¢do da fase folicular
inicial para a fase folicular tardia (Sirois et al.,
1991), em razdo da exposicdo a concentragdo
crescente de LH in vivo (Whitmore et al., 1973;
Alexander e Irvine, 1982).

Alta concentragdo de hCG (10UI) ndo promoveu
efeito estimulador na sintese de Ps A
dessensibilizagdo das células ovarianas as
gonadotrofinas tem sido descrita em éguas
(Jonassen ¢ Richards, 1980; Jonassen et al.,
1982) e em outras espécies como um mecanismo
para prevenir a superestimulacdo das goénadas
(Amsterdam et al., 2002). O processo de
dessensibilizagdo cronico ¢, em parte, atribuido
ao acumulo e internalizagdo do complexo
horménio-receptor; o agudo pode ocorrer como
resultado da fosforilagdo dos residuos serina e
treonina do receptor, impedindo que ele ative a
formagdo do AMPc (Keren-Tal et al., 1996).

O hCG (1U]) estimulou o acimulo de P4 no meio
de cultura das CG, porém esse aumento so foi
observado na presenca de testosterona. O
resultado deste estudo inclui as CG de éguas no
grupo das CG de outras espécies animais nas
quais a regulagdo da sintese de P4 no foliculo
envolve a ac¢do de androgenos. Contudo, Tucker
et al. (1991) observaram, em éguas, inefetividade
da T em estimular a sintese/secre¢do de P, in
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vitro, o que difere do efeito estimulador da T
sobre o acumulo de P; em cultura de CG de
eqiiinos observado neste trabalho e por outros
autores em suinos (Stoklosowa et al., 1982),
bovinos (Fortune, 1986) e ratos (Lui e Hsueh,
1986). Em ratos, o efeito dos androgenos ¢ um
fendmeno receptor mediado pelo LH (Liu e
Hsueh, 1986) e adicionalmente estimulado pela
presencga de E, (Hillier et al., 1977). Na produgao
de P,, a combinacdo da gonadotrofina com
androgenos atua ndo somente estimulando a
sintese, mas também bloqueando a sua
degradacdo (Moon et al., 1984).

O hCG ndo estimulou significativamente a
secregdo de E, pelas CG acima das
concentragdes observadas em meio de cultura
suplementado com T sem hCG, ou seja, ndo
aumentou a atividade da P450aromatase
(P450arom). Resultados semelhantes também
foram observados por outros pesquisadores, ao
utilizarem CG de éguas tratadas com FSH e/ou
LH (Sirois et al., 1990; Tucker et al., 1991). Em
CG de foliculos pré-ovulatérios de bovinos in
vivo foi demonstrado que o RNAm das enzimas-
chave da via sintética dos esteroides nas CG,
como a P450 clivagem da cadeia lateral do
colesterol (P450scc) e 3fB-hidroxi-esterdide
dehidrogenase/A’-A*-isomerase (3B-HSD),
aumenta significativamente quando a fase
folicular progride, porém esse aumento ndo
ocorre com 0 RNAm da P450arom (Tian et al.,
1995).

A T adicionada ao meio de cultura de CG de
foliculo antral presumivelmente pré-ovulatorio
de égua estimulou o acimulo de E; no meio de
cultura, ndo apenas desempenhando papel de
precursor do E,, mas de potente estimulador da
atividade da P450arom, pois a quantidade de T
adicionada ao meio de cultura (144ng/ml) foi
bem menor do que a produgio de E, obtida com
6h de cultura (1119,74ng/ml), ou seja, 10,5 vezes
maior. Sirois et al. (1991) observaram aumento
na concentragdo de androstenediona no meio de
cultura de CG de eqiiinos durante trés dias
consecutivos. Contudo, quando nio se adicionou
T ao meio, a concentragdo de E, foi muito baixa,
alcancando 17ng/ml as 144h de cultura. Mais
estudos sdo necessarios para averiguar se esse
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androgeno, utilizado como precursor para a
sintese de E,, seria oriundo da sintese pelas CG
ou liberagdo intracelular adicional. O efeito da T
como precursor da sintese de E, pelas CG foi
relatado em eqiiinos (Channing, 1969; Sirois et
al, 1991) e em outras espécies animais
(Dorrington et al., 1975; Erickson e Hsueh,
1978). Androgenos também participam do
mecanismo pelo qual o FSH aumenta a atividade
da P450arom (Daniel e Armstrong, 1984).
Porém, essa é a primeira vez que se demonstra
em eqiiinos o efeito da T como potente
estimulador da sintese de E,, além de seu papel
COMO Precursor.

O fato do LH/hCG nio estimular a atividade da
P450arom e a T apresentar efeito estimulador
marcante na sintese de E, sugere que, pelo
menos durante a fase folicular tardia, a
disponibilidade de substrato aromatizavel seja
limitante para que ocorra a sintese de E, pelas
CG. Essa hipotese ¢ sustentada por relatos que
demonstram que CG de foliculos pré-ovulatorios
de ovinos (Evans et al., 1981) e suinos (Tsang et
al., 1985), cultivadas in vitro e coletadas durante
diferentes tempos ap6s o tratamento com
gonadotrofina coridnica eqiiina, apresentam
atividade da P450arom constante. Tian et al.
(1995) demonstraram, em bovinos, que a
concentracdo do RNAm da P450arom se mantém
sem alteracdo durante 24h apo6s a lutedlise, e que
0 aumento marcante na sintese de E,, observado
nesse periodo, foi devido ao aumento da
concentracdo das enzimas-chave da via
biossintética de androgenos localizadas nas CT
(P450scc, 3BHSD e P450-170) e CG (P450scc,
3BHSD), apds elevacdo da freqiiéncia de
secrecdo do LH, aumentando a disponibilidade
de substrato aromatizavel. Outra evidéncia de
que a disponibilidade de substrato aromatizavel
limita a sintese de E, é que, ap6s o pico pré-
ovulatorio de LH, a produ¢do de E, ¢ inibida
devido a diminui¢do da sintese de androgenos
pelas CT e células intersticiais (Lieberman et al.,
1975; Katz e Armstrong, 1976).

Neste estudo foi observada relagdo temporal
inversa entre concentragdes de E, ¢ P, no meio
de cultura. Tem sido demonstrado que
estrogenos diminuem a sintese/secre¢do de P,
pelas CG de suinos (Haney e Schomberg, 1978),
bovinos (Fortune e Hansel, 1979), ratos (Hillier
et al., 1977) e humanos (Bieszczad et al., 1982).
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A agdo inibitéria do E, nas CG de suinos ¢
dependente do tempo de cultura e da
concentragdo adicionada ao meio, mas ndo ¢é
dependente do grau de maturagdo folicular
(Veldhuis, 1985). Estes dados sugerem que, apos
a diminui¢do das concentrag¢des de E, no meio de
cultura, as CG se luteinizaram, aumentando a
produgdo de P4 em resposta ao hCG e T, 24h
apos o inicio da cultura.

Os resultados permitem concluir que a
testosterona modula a acdo do LH na
diferenciacdo e luteinizagdo das células da
granulosa e desempenha importante efeito
estimulador na sintese/secre¢do do E, pelas
células da granulosa de foliculo antral
presumidamente pré-ovulatorio de égua in vitro.
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