O oxido nitrico na funcdo ovariana
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RESUMO

Revisam-se a sintese e as fun¢des do 6xido nitrico, bem como seus locais de producdo no
ovario, relacionando-o especialmente a fungédo lutea. As interacdes celulares dentro do corpo
luteo (CL) parecem ser fisiologicamente relevantes aos processos luteotréficos e luteoliticos
nessa glandula, e o 6xido nitrico parece atuar por meio de multiplos mecanismos para exercer
seus efeitos completos sobre a funcdo do CL. A producéo e o papel do 6xido nitrico no CL séo
dependentes da dose, do estagio do ciclo estral e da espécie, sendo dualisticos, ou seja,
envolvendo agdes luteotroficas e luteoliticas.
Palavras-chave: fémeas, foliculo ovariano, corpo luteo, fisiologia.

ABSTRACT
Nitric oxide in ovarian function

This study reviews the synthesis and the functions of nitric oxide, as well as its
production sites in the ovary, relating it especially to luteal function. Cellular interactions in the
corpus luteum (CL) seem to be physiologically relevant for luteotrophic and luteolytic processes
in this gland, and nitric oxide appears to act through multiple mechanisms to exert their full
effects on the function of the CL. The production and the role of nitric oxide in the CL depend
on the dose, the estrous cycle stage and the species, being dualistic, that is, involving
luteotrophic and luteolytic actions.

Keywords: females, ovarian follicle, corpus luteum, physiology.

INTRODUCAO

A funcdo ovariana, incluindo o desenvolvimento folicular e oocitario, a producdo de
estradiol (E,) e a capacidade do corpo lateo (CL) para produzir progesterona (P,), € altamente
dependente da tensdo de oxigénio (O,), a qual é controlada pelo fluxo sanguineo e metabolismo
celular (SKARZYNSKI et al.,, 2008; ACOSTA et al.,, 2009; TAKASAKI et al., 2009;
SHIRASUNA, 2010). Os processos fisioldgicos de crescimento e formacdo do CL podem ser
regulados por diferentes fatores, ainda ndo completamente esclarecidos (ACOSTA &
MIYAMOTO, 2004; SKARZYNSKI et al., 2008) e continuamente estudados.

O ciclo estral é uma dindmica endocrina continua, iniciado pela ovulacdo, que leva a
formacdo de um CL e secrecdo de P4, prevalecendo a secrecdo tonica de gonadotrofinas durante
a fase luteal do ciclo. A regressdo do CL inicia a fase folicular, dominada pelo estradiol (E>) e
modificag¢fes enddcrinas que levam ao pico pré-ovulatorio na secrecdo fasica de gonadotrofinas,
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resultando em outra ovulacdo (SOUZA et al., 2008). Embora o horménio luteinizante (LH),
secretado pela hipdfise anterior, tenha sido considerado o principal horménio responsével pela
ovulacdo e formacdo luteal por décadas, alguns fatores e mediadores ovarianos, como o Oxido
nitrico (NO), podem ter papeéis autdcrinos e paracrinos no crescimento do CL (BASINI et al.,
1998; KORZEKWA et al., 2004; FAES et al., 2007; LEE et al., 2010; FERREIRA-DIAS et al.,
2011; PANCARCI et al., 2012). Os estrogenos regulam, diretamente, a foliculogénese ovariana,
a formacdo do CL, a expressdo dos receptores para gonadotrofinas nas células da granulosa, a
apoptose das células da granulosa e a producdo de esterdides pelas células da teca, da granulosa e
luteais (SOUZA et al., 2008), e podem estar ligadas as acfes do NO. Eventos apoptéticos e
modifica¢fes nas concentracbes de E,, P, e NO podem estar relacionados a qualidade folicular
(FAES et al., 2007; PANCARCI et al., 2011; PANCARCI et al., 2012).

O NO é um potente mensageiro quimico vasodilatador que aumenta o fluxo sanguineo
ovariano (ACOSTA & MIYAMOTO, 2004; PIRES et al., 2009; PANCARCI et al., 2011), e
constitui-se numa das menores e mais simples moléculas biossintetizadas. E um radical livre,
gasoso, inorganico, incolor, que possui sete elétrons do nitrogénio e oito do oxigénio, tendo um
elétron desemparelhado (DUSSE et al., 2003). Quando em solucdo, o NO tem uma meia vida
menor que 10 segundos, devido a sua rapida oxidacdo a nitritos e nitratos. O NO liga-se a
hemoglobina e outras proteinas que contém o nucleo heme, levando ao término de sua atividade
bioldgica (FLORA FILHO & ZILBENSTEIN, 2000; HATTORI & TABATA, 2006).

Um microambiente com baixa tensdo de O, pode ser inadequado para sustentar um
metabolismo aerdbico, enquanto um ambiente rico em O, pode incrementar as espécies reativas
de O, (ROS), de forma nociva para as células (NISHIMURA et al., 2008; BARBOSA et al.,
2010; GOTTLIEB et al., 2010), sob controle da enzima superdxido dismutase (SOD), um
importante antioxidante nas células expostas ao O, (LEE et al., 2010; GUR et al., 2011).
Segundo LEE et al. (2010), as células endoteliais luteais produzem ROS (perdxido de hidrogénio
- H,0,, anion superdxido - O, radicais hidroxilicos — OH"), e NO, que inibem a producédo de P4 e
induzem apoptose nestas células. Em humanos, o efeito pré-apoptotico do NO no CL podem ser
mediados por decréscimo na expressdo Bcl-2, bem como pela regulacdo diferencial de outros
fatores, tais como Bax ou outros compostos gerados no CL durante sua vida média (VEGA et al.,
2000). O estresse oxidativo ocorre como consequéncia da excessiva producao de ROS e sistemas
de defesa oxidativa enfraquecidos (SUGINO, 2006), o que leva a inibicdo da funcdo lutea
(TAKASAKI et al., 2009). A prostaglandina F,a (PGF,a) interage, localmente, com as ROS
durante a lutedlise estrutural e funcional (KORZEKWA et al., 2006). Apds varias horas de
exposicdo ao NO, a enzima citocromo oxidase ainda pode ser irreversivelmente inibida, devido a
conversdo do NO em ROS (peroxinitrito, um forte oxidante), o qual inibe varios sitios
respiratdrios celulares (FAES et al., 2007; BARBOSA et al., 2010). Este conhecimento permite
levantar a hipoOtese de que a quantidade de NO e ROS produzidas pelas estruturas do ovario
(foliculo e CL) possa ser determinante na possivel resposta as manipulag@es exdgenas do ciclo
estral com uso de PGF;a.

Sintese e secrec¢do de 6xido nitrico

Até os anos de 1980, o NO era considerado apenas membro de uma familia de poluentes
ambientais indesejaveis e carcindgenos potenciais (DUSSE et al., 2003). O interesse pelas suas
funcdes biologicas foi consequéncia das demonstracbes do seu envolvimento em diversos
processos fisiologicos no homem e nos animais, inclusive nas funcbes reprodutivas,
especialmente ligado aos processos de luteogénese e lutedlise. Inicialmente, pesquisas
concluiram que a agdo de alguns vasodilatadores, como a acetilcolina, era inteiramente
dependente da presenca do endotélio intacto e envolvia liberacdo de um fator essencial para o
relaxamento vascular, o qual chamaram de endothelial-derivated relaxing factor- EDRF
(FURCHGOTT & ZAWADZKI, 1980). Poucos anos mais tarde descobriu-se ser o NO o
responsavel pela atividade bioldgica do EDRF (IGNARRO et al., 1987; PALMER et al., 1987).
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O NO ¢é um mensageiro quimico formado pela conversdo da L-arginina a L-citrulina e
NO, na presenca de NADPH e O, (FLORA FILHO & ZILBENSTEIN, 2000; KORZEKWA et
al., 2004; PIRES et al., 2009), pela acdo da enzima oxido nitrico sintase (NOS). Trés isoformas
de NOS sdo descritas (FLORA FILHO & ZILBENSTEIN, 2000; KWON et al., 2004; PIRES et
al., 2009), sendo uma NOS induzida (iNOS ou NOS II) e duas NOS constitutivas (CNOS), uma
endotelial (eNOS ou NOS I1I) e uma neuronal (nNOS ou NOS I; VANNI et al., 2007; DIAS et
al.,, 2011). As NOS constitutivas (CNOS) sdo dependentes de ions célcio e calmodulina e
envolvidas na sinalizagdo celular, e a NOS induzivel (iNOS), produzida por macrofagos e outras
células ativadas por citocinas (KWON et al., 2004; HATTORI & TABATA, 2006; FERREIRA-
DIAS et al., 2011). No CL bovino foram detectadas a eNOS e a INOS (KORZEKWA et al.,
2006) e nos foliculos é produzido pelas células da granulosa (BASINI et al., 1998), estando
presente no fluido folicular.

Em adicdo as suas propriedades vasodilatadoras, o NO é importante molécula
sinalizadora com vérios papéis fisiolégicos no sistema reprodutivo (VEGA et al., 2000;
KEATOR et al., 2008; ACOSTA et al., 2009; SHIRASUNA, 2010; FERREIRA-DIAS et al.,
2011) que vem sendo estudado em animais, por seu envolvimento com func@es IGteas através de
acOes sobre vascularizagdo das estruturas ovarianas e interferéncia na fungdo da PGF,a
(ACOSTA & MIYAMOTO, 2004; HATTORI & TABATA, 2006; KORZEKWA et al., 2006;
FAES et al., 2007; SHIRASUNA et al., 2007; MOREIRA et al., 2008; ACOSTA et al., 2009) e
no desenvolvimento folicular (PANCARCI et al., 2011; PANCARCI et al., 2012). O NO
atravessa o espaco do endotélio para o muasculo liso vascular e estimula diretamente a enzima
guanilato ciclase soltvel e a consequente formacdo de cGMP (monofosfato ciclico de guanosina)
intracelular, resultando no relaxamento das células da musculatura lisa vascular (HATTORI &
TABATA, 2006). O mecanismo de relaxamento envolve diminuicdo da entrada de célcio para a
célula, inibicdo da liberacdo deste ion do reticulo endoplasmatico e aumento de seu sequestro
para esta organela intracelular (DUSSE et al., 2003). Um aumento no fluxo de NO para a
musculatura lisa vascular provoca maior relaxamento celular e vasodilatacio (HATTORI &
TABATA, 2006; KEATOR et al., 2008). Esta se mantém enquanto estiver ocorrendo difuséo do
NO para a musculatura lisa vascular. As células musculares lisas também produzem NO, o qual
pode regular a atividade das mesmas por um mecanismo dependente do cGMP (HATTORI,
TABATA, 2006). A interacdo do NO com a guanilato ciclase soluvel provoca muitos efeitos
fisiologicos e fisiopatoldgicos (VANNI et al., 2007).

A sintese de NO é regulada, no ovario, através da mediacdo de citocinas, fatores
angiogeénicos e de estradiol (HATTORI & TABATA, 2006; FAES et al., 2007; SANDER et al.,
2008; SHIRASUNA, 2010; FERREIRA-DIAS et al., 2011; PANCARCI et al., 2012). O NO
pode participar na regressao luteal funcional por inibir a esteroidogénese e engrandecer sintese
de PGF,a durante a fase luteal final, a qual atuara na lutedlise por um incremento nas ROS, que
inibem a producdo de Py, associadas as citocinas (HATTORI & TABATA, 2006; SUGINO,
2006). Em éguas, ao longo da fase luteal, eNOS e iNOS sdo encontradas no citoplasma de
células luteais grandes (large cells) e em células endoteliais sanguineas (FERREIRA-DIAS et
al., 2011). Uma combinacdo entre NO derivado de células imunes, luteais e do endotélio
vascular pode ter um importante papel para regular a cascata luteolitica (SHIRASUNA et al.,
2008b; SHIRASUNA, 2010).

No CL bovino, o NO é produzido por trés tipos de células: esteroidogénicas, endoteliais e
imunes (KORZEKWA et al., 2006), enquanto eNOS e iNOS estdo presentes em foliculos de
todas as categorias e em outros compartimentos do ovario (células da granulosa, da teca,
superficie endotelial, CL e estroma) e no citoplasma de odcitos imaturos e maturados in vitro
(PIRES et al., 2009). As células endoteliais sdo reconhecidas como uma das principais fontes de
NO (SHIRASUNA et al.,, 2008b; LEE et al., 2010; SHIRASUNA, 2010),principalmente nas
arteriolas e capilares luteais (SKARZYNSKI et al., 2008; MIYAMOTO & SHIRASUNA, 2009).
O NO estimula a formagéo de fator de crescimento vascular endotelial (VEGF) e a angiogénese
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do CL em formacédo (BERISHA & SCHAMS, 2005; SKARZYNSKI et al., 2008), e pode ser um
importante agente regulatério para esteroidogénese e angiogénese folicular em bovinos
(PANCARCI et al., 2011).

Funcdes gerais do o0xido nitrico

As funcbes do NO até hoje descobertas sdo complexas e antagbnicas. Um aspecto dessa
molécula é a sua capacidade de ser benéfica ou potencialmente toxica conforme a concentragédo
ou depuracdo tecidual (FLORA FILHO & ZILBENSTEIN, 2000). Tendo-se o conhecimento da
existéncia das trés isoformas da enzima (eNOS, nNOS, iNOS), de como estao distribuidas e suas
maneiras de ativacdo, ndo € dificil imaginar que uma diversidade de funges fisioldgicas seja
desempenhada pelo NO gerado a partir da acdo catalisadora das mesmas (KWON et al., 2004).

O NO é mediador de varios fenébmenos, como relaxamento vascular dependente do
endotélio, citotoxidade mediada por macrofagos, inibicdo da ativacdo, adesdo e agregacao
plaquetéria, relaxamento do corpo cavernoso peniano humano, regulacdo da pressdo sanguinea
basal, depressdo sinaptica em longo prazo, potencializacdo da transmissdo sinaptica em longo
prazo, entre outros (BASINI et al., 1998; DUSSE et al., 2003; BARBOSA et al., 2010; DIAS et
al., 2011; PANCARCI et al., 2012). A atividade do NO foi relatada em endotélio, cerebelo,
nervos ndo adrenérgicos ndo colinérgicos (NANC) presentes nos tratos gastrointestinal,
respiratorio e genitourinario, macréfagos, neutréfilos, rins, células epiteliais pulmonares, mucosa
gastrintestinal e miocardio (KWON et al., 2004; FINKELBERG et al., 2006; ISLAM et al.,
2009). Em ratas expostas a dieta restrita, 0 NO e a cicloxigenase-2 participam no metabolismo da
glicose, o qual pode ser regulado por prostaglandinas (FINKELBERG et al., 2006). O NO é um
importante modulador no suprimento sanguineo local para 6rgaos e tecidos, através do controle
do tonus vascular (ACOSTA et al., 2009, TAKASAKI et al., 2009; SHIRASUNA, 2010).

O 0, é importante para suportar as rea¢des que mantém as células vivas e funcionais; no
entanto, seus metabdlitos, as ROS podem modificar as fun¢es celulares ou comprometer a
viabilidade das células, promovendo um estresse oxidativo quando em altas concentracdes,
acompanhadas de enfraquecimento no sistema de defesa antioxidante, como metaloenzimas
redutoras de substancias oxidantes (SUGINO, 2006; BASINI et al., 2008; BARBOSA et al.,
2010; GOTTLIEB et al., 2010; GUR et al., 2011). Por outro lado, estas ROS podem regular a
funcdo celular por controlar producdo ou ativacdo de substancias que tenham atividades
bioldgicas, e que sdo produzidas por varias células, como macrofagos e neutréfilos do CL
(SUGINO, 2006; GUR ET AL., 2011). A caréncia de um aumento na pressdao de O, na
circulacdo sistémica sugere um papel local das ROS nas modificagdes agudas vasculares,
hormonais e metabolicas que ocorrem no CL como observado no tratamento com PGF,a. em
vacas (ACOSTA et al., 2009).

Funces do 6xido nitrico no ovario

Foliculos menores produzem mais NO em relacdo aos maiores, indicando que a atividade
NOS varia durante o desenvolvimento folicular (BASINI et al., 1998). Pancarci et al. (2011)
relatam que maiores foliculos subordinados tém concentracbes de NO mais elevadas e taxas
E.:P, menores em relacdo aos foliculos dominantes, que apresentam baixas concentracdes de NO
e elevadas taxas E;:Py.

A presenca de isoformas NOS no ovario, verificada por Pires et al. (2009), sugere que
odcitos de todos os tamanhos foliculares podem contribuir com a producdo de NO intrafolicular,
e que a NOS pode estar envolvida nos processos relacionados ao desenvolvimento do o6cito e do
foliculo. Modificagdes subitas na concentragdo de NO podem ser um dos mecanismos
envolvidos na atresia de foliculos subordinados (FAES et al., 2007). O NO também esta
envolvidonas alteragdes da lutedlise estrutural e funcional que ocorrem no CL bovino ao longo
do ciclo estral (SKARZYNSKI et al., 2008; SHIRASUNA, 2010).
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As INOS e eNOS sdo expressadas no ovario durante o desenvolvimento folicular e
luteinizagdo, e o NO pode participar na foliculogénese, atresia, esteroidogénese, biossintese de
prostaglandinas, ovulacdo, lutedlise e maturacdo de odcitos (HATTORI & TABATA, 2006;
SHIRASUNA, 2010). No CL, as enzimas eNOS e iNOS sdo encontradas em ceélulas luteais e
endoteliais, com expressao aumentada desde o comeco ao final da fase luteal e, entdo, reducao
na fase de regressdo lutea (SHIRASUNA, 2010). Ja Skarzynski et al. (2003), detectaram iNOS e
eNOS nas células esteroidogénicas e vasos sanguineos do CL bovino, ao longo de todo o ciclo
estral, desde a fase luteal inicial até a final. Em foliculos ovarianos e CLs ovinos, Grazul-Bilska
et al. (2006) detectaram eNOS nos vasos sanguineos das camadas teca interna e externa de
foliculos ovarianos saudaveis, enquanto estava reduzida ou ausente em foliculos atrésicos
iniciais ou de desenvolvimento avancado. Durante o periodo pos-ovulatorio imediato, estes
autores identificaram eNOS nas células derivadas da teca, que pareciam estar invadindo a
camada granulosa, e nos vasos sanguineos do CL durante o ciclo estral. Ja Skarzynski et al.
(2003), detectaram iNOS e eNOS nas células esteroidogénicas e vasos sanguineos do CL bovino,
ao longo de todo o ciclo estral, desde a fase luteal inicial até a final. Tanto a NNOS como a eNOS
estdo presentes na glandula maméria de camundongos durante o ciclo reprodutivo, sendo sobre-
regulados durante a prenhez, indicando correlagdo positiva entre NO com crescimento e
desenvolvimento normais desta glandula (ISLAM et al., 2009). O fluido folicular reflete os
processos metabdlicos e hormonais que ocorrem no microambiente ovariano, ao longo da
maturacdo do odcito, pré-ovulacdo (BASINI et al., 2008; PANCARCI et al., 2012). Enzimas
eNOS e iNOS estdo presentes em odcitos bovinos ao longo da foliculogénese, até o final da
maturacdo (PIRES et al., 2009).

A producdo e o papel do NO no CL é dependente do estagio do ciclo estral e da espécie
(SHIRASUNA, 2010). Conforme o estagio do ciclo estral e do CL, as interacGes celulares
(contato célula a célula), a composicédo celular ou o tipo de cultura de células utilizada, 0 NO
pode ter efeitos luteoliticos ou luteotroficos (SKARZYNSKI et al., 2008). Keator et al. (2008)
sugerem que baixas concentracfes de NO podem estimular funcéo luteal, seja por induzir a
génese de novas mitocdndrias ou por engrandecer transporte citocromico de elétrons e, por isso,
aumentar a producado de P4 pelas mitocondrias existentes. Avaliando o conteddo de nitrato (NOs
), um método indireto de estimar concentracdo de NO, Faes et al. (2007) ndo encontraram
variacdes nos niveis desta substancia em foliculos de diferentes estagios de desenvolvimento,
exceto naqueles foliculos médios atrésicos, sugerindo um possivel papel da mesma na atresia de
foliculos subordinados, igualmente a Grazul-Bilska et al. (2006). Em CLs iniciais, 0 NO pode
agir muito mais como luteotréfico do que como luteolitico (SHIRASUNA et al., 2010a).0 NO
tem sido encontrado como o mais potente inibidor da secrecdo de P4, in vitro e in vivo
(SKARZYNSKI et al., 2003; KORZEKWA et al., 2004; KORZEKWA et al., 2006;
SKARZYNSKI et al., 2008).

As concentracdes de nitrito no meio de cultivo in vitro de foliculos ovarianos pré-antrais
de cabras funcionaram como indicadores da viabilidade das células da granulosa dos mesmos
(BRUNO et al., 2008). Pancarci et al. (2012) postulam que a relagdo E,:P, associada as
concentracdes de NO e a presenca de fluido sanguineo folicular, possam ser usadas para
determinar o status funcional de foliculos em bovinos. No Utero de vacas, a producdo de nitrito
estd correlacionada com ocorréncia de alteracbes como endometrite, fibrose periglandular e
distrofia angiomatosa (MOREIRA et al., 2008). Utilizando modelos de camundongos knockout-
Nos-3, Pallares et al. (2008) verificaram que deficiéncias em NO e eNOS afetam caracteristicas
reprodutivas e de desenvolvimento nestes animais, tais como ovulagéo, fertilizacdo, implantacdo
e desenvolvimento embrionério.

Conforme Hattori & Tabata (2006), Bruno et al. (2008) e Acosta et al. (2009), o NO é um
importante fator nos processos fisiolégicos normais do periodo periovulatério, provavelmente
por estimularsintese de PGE; e PGF,a foliculares, via ciclo-oxigenase (COX), para engrandecer
0 processo de ruptura folicular. Embora o NO suporte o desenvolvimento do CL e sua
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manutencdo durante a fase luteal inicial, ele é o mediador dos sinais luteoliticos ao final da fase
luteal (KORZEKWA et al., 2004; 2006). No trato genital de éguas, o0 NO parece estar envolvido
no crescimento folicular e na ovulacdo, bem como na secrecdo de PGE; e PGF,a endometrial
(FERREIRA-DIAS et al., 2011).

Sabe-se que a administracdo de PGF,a reduz a secrecdo de P4 e encurta o ciclo estral de
muitas fémeas, por uma acao indireta, via substancias produzidas localmente no CL por células
esteroidogénicas e néo esteroidogénicas (KORZEKWA et al., 2004; SHIRASUNA, 2010). O NO
tem papéis cruciais no mecanismo local de regressdo do CL e parece ser regulado, em seus
mecanismos locais de controle sobre a lutedlise, pela SOD (LEE et al., 2010). O aumento agudo
no fluxo sanguineo luteal, induzido pela PGF,a, pode ser um dos mais precoces sinais
fisiologicos para a cascata luteolitica, e deve-se a agdo do NO luteal, por uma maior expressao da
eNOS na periferia do CL nesse periodo (SHIRASUNA et al., 2010a). Em células endoteliais
luteais bovinas, a estimulacdo do sistema gerador de NO e da atividade NOS, via PGF, pode
resultar em producdo local de NO aumentada seguida por lutedlise (LEE et al., 2009;
SHIRASUNA et al., 2010a). Em bovinos, para Korzekwa et al. (2006), o NO é um fator
luteolitico, que tem um papel crucial na regulacdo do ciclo estral, na lutedlise estrutural, por
induzir apoptose nas células luteais, via estimulo das proteinas pré-apoptdticas Fas, bax e
caspases e mobilizacdo de calcio intracelular. O NO reage diretamente com proteinas heme (oxi-
hemoproteinas), formando ROS, as quais atuam em biomoléculasalvo (via nitrosilacéo,
nitritizacdo e oxidacao), modificando a funcdo ovariana (HATTORI & TABATA, 2006; FAES
et al., 2007), inibindo a esteroidogénese, atraves desse estresse oxidativo (SUGINO, 2006;
BARBOSA et al., 2010). Lee et al. (2009) sugerem que a interacdo de células endoteliais com
células luteais engrandeca a capacidade destas uUltimas para produzir eNOS em resposta a
prostaglandina. Em outro experimento, Lee et al. (2010) sugeriram que um aumento local na
producdo de NO, induzido pela PGF dentro do CL bovino, afete a funcéo desta glandula, e que a
elevacdo aguda da SOD represente uma resposta das células endoteliais luteais para proteger a si
mesmas contra o estresse oxidativo, induzido pelo tratamento com PGF,o no comecgo da
lutedlise funcional.

As atividades de enzimas antioxidantes estudadas por Sander et al. (2008) no CL de
camundongos, mostraram-se aumentadas para superéxido dismutase (SOD) e diminuidas para
catalase durante perda de funcao luteal na lutedlise, o que leva ao acimulo de H,O,. Além disso,
no mesmo estudo, a capacidade ovariana para remover radicais hidroxila estava diminuida no
estagio regressivo do CL, o que permitiu a reacdo destes radicais com acidos graxos
polinsaturados e a peroxidacéo lipidica. O NO ativa enzimas contendo porcdo heme, tais como
cicloxigenase (COX-1 e COX-2) e lipoxigenase, bem como inibe, indiretamente, enzimas
microssomais citocromo Pgso, 0 que reduz a sintese de E, (KORZEKWA et al., 2004). Uma
relacdo entre producdo de prostaglandinas e a via biossintética do NO foi encontrada no ovario,
regulando a ciclo-oxigenase (COX-1 e COX-2), a enzima limitante para biossintese de
prostaglandinas, via unido a metade heme (KORZEKWA et al., 2004; HATTORI & TABATA,
2006; SANDER et al., 2008; ACOSTA et al., 2009). A expressdo de COX-1 é especificamente
sobre-regulada no endotélio da artéria uterina de ovelhas, durante os estados de alto fluxo
sanguineo, tais como fase folicular e, em particular,na prenhez (HABERMEHL et al., 2000).A
gestacdo de um feto ndo afeta o balango entre oxidantes e antioxidantes na ovelha, mas gestacao
com dois ou mais fetos induz estresse oxidativo, por aumentar os niveis de peroxidacao lipidica e
diminuir o nivel de glutationa sérica e a atividade gluationa-peroxidase (GUR et al., 2011).

O NO pode estimular a atividade da COX, resultando em aumento na sintese de
prostaglandinas, a partir do &cido araquidbnico, em diferentes tecidos (BIRD; ZHANG,;
MAGNESS, 2003; HATTORI & TABATA, 2006; SANDER et al., 2008), inclusive no CL,
reduzindo assim as concentragdes de P, plasmatica, parecendo servir como mediador da acdo da
PGF,a. na regressdo funcional do CL bovino (ACOSTA; MIYSMOTO, 2004; KORZEKWA et
al., 2006; SHIRASUNA et al., 2008b; ACOSTA et al., 2009). A PGF,a e 0 NO manifestam uma
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curva de feedback positiva nas células endoteliais luteais bovinas, interagindo-as com células ndo
endoteliais para iniciar luteolise estrutural e funcional (LEE et al., 2010; SHIRASUNA, 2010).
Cerca de duas horas apds administracdo de PGF,a. em vacas, para promover a luteolise, ocorre
relaxamento de musculatura lisa vascular (provocada pelo NO e pela PGE; produzida das células
luteais por estimulo do NO), o que pode ser crucial para 0 aumento transitorio no suprimento
sanguineo e na permeabilidade vascular, possibilitando a infiltracdo de células imunes no tecido
luteal, as quais sdo requeridas para ocorréncia da lutedlise estrutural (ACOSTA et al., 2009). Isso
ocorre, segundo Miyamoto et al. (2005) e Acosta et al. (2009), porque o CL produz uma
consideravel quantidade de NO em resposta a PGF,a, levando ao aumento agudo no fluxo
sanguineo observado no CL bovino nesta fase do ciclo estral. E possivel que os pulsos
luteoliticos de PGF,a estimulem atividade eNOS por induzirem o Ca*" intracelular e,
simultaneamente, um aumento no fluxo sanguineo e no estresse provocado pelo atrito do sangue
na parede vascular na periferia do CL, o que atua como um potente estimulador para a producéo
de NO e vasodilatacdo (SHIRASUNA et al., 2010a).

A lutedlise, com aumento de PGF,a ovariana, relaciona-se com a geragdo incrementada
de ROS, levando as reagbes como a peroxidacdo lipidica, reagindo com &cidos graxos
polinsaturados, perda de receptores de gonadotrofinas e formacéo reduzida de cAMP, além de
incremento na produgdo de PGF,a, via COX-2 aumentada, diminuindo a habilidade
esteroidogénica e levando a perda da funcdo luteal (SANDER et al., 2008). As concentragdes de
SOD, em células endoteliais bovinas cultivadas por Lee et al. (2010), foram diferentemente
reguladas pelo NO, dependendo do tempo de exposi¢do. Houve uma elevacdo aguda na SOD nas
primeiras duas horas, como um mecanismo protetor das células ao estresse oxidativo durante a
lutedlise funcional, seguido de uma reducdo, em 24 horas, para facilitar um acimulo de ROS
intraluteal durante a lute6lise estrutural. As ROS tém sido implicadas em danos causados ao
DNA, peroxidacdo lipidica (a qual afeta, principalmente, estrutura e funcdo da membrana) e
danos as proteinas (SUGINO, 2006; BARBOSA et al., 2010).

A queda nas concentracfes de P4, seguindo luteolise induzida com PGF,o é precedida
por um aumento nas concentracfes de NO e na pressao parcial de O, na circula¢do ovariana, na
artéria aorta abdominal e na veia jugular de vacas, demonstrando envolvimento destas
substancias com os eventos iniciais da regressao luteal (ACOSTA et al., 2009).

O incremento agudo na PGF,a ap6s a administracdo de PGF,o exdgena estimula a
expressao de eNOS no CL maturo, com um pico abrupto no fluxo sanguineo luteal, o qual pode
ser mediado por uma agéo local do NO sobre os vasos do CL (SHIRASUNA et al., 2008a). As
células luteais sdo expostas as altas tensdes de O, nas duas primeiras horas da lute6lise, e uma
condicdo hipdxica ocorre nos estagios finais deste processo, como resultado de um significativo
decréscimono fluxo sanguineo luteal, cerca de oito horas apos a inje¢do de PGF,a em vacas
(ACOSTA et al., 2009). Isso acompanha os resultados de Lee et al. (2010) com relacdo aos
niveis de SOD e ROS intraluteais. A sensibilidade das células do CL bovino ao NO aumenta
drasticamente do inicio ao final da fase luteal (KORZEKWA et al., 2006).

O contato célula a célula e a comunicacao entre células luteais e ndo luteais sdo essenciais
para desenvolvimento, manutencéo e regressdo do CL bovino, e é possivel que o NO, produzido
localmente no CL, atue como a fragdo paracrina para causar vasodilatacdo local e aumentar o
fluxo sanguineo que influencia, indiretamente, a esteroidogénese (ACOSTA et al., 2009;
SHIRASUNA, 2010). Desta forma, as interacOes celulares dentro do CL parecem ser
fisiologicamente relevantes aos processos luteotroficos e luteoliticos nesta glandula, e o NO
parece atuar atravées de multiplos mecanismos para exercer seus efeitos completos sobre a funcéo
do CL (KORZEKWA et al., 2004). As interacGes célula a célula entre células endoteliais,
musculares lisas e da granulosa completamente luteinizadas, em cultura de células, alteram as
caracteristicas das células endoteliais para producédo do NO em resposta & PGF,a. (SHIRASUNA
et al., 2008b).
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A endotelina-1 (ET-1), um peptideo vasoconstritor secretado pelas células endoteliais, é
um mediador local da lutedlise funcional (via PGF,a) em vacas, modulado pela secrecdo de
ocitocina intraluteal, pois o CL refratario a PGF,o também o é para a ET-1 (SHIRASUNA et al.,
2006; SHIRASUNA et al., 2007; SKARZYNSKI et al., 2008). A PGF,a enddgena ou exdgena
aumenta a expresséo de RNAm e a secrecdo de ET-1 pelas células endoteliais da
microcirculacdo que rodeia o CL (ACOSTA & MIYAMOTO, 2004; MIYAMOTO et al., 2005).
As acdes de substancias vasoconstritoras, como a PGF,a e a ET-1, ou uma mudanca abrupta no
fluxo sanguineo podem levar, rapidamente, a uma reacdo de estresse, resultando em uma
liberacdo compensatoria de NO e relaxacdo dos vasos sanguineos (ACOSTA et al., 2009). O
fator de necrose tumoral o (TNF-o) estimula as células endoteliais a produzirem ET-1, a qual
desencadeia o processo de regressdo luteal estrutural, promovendo migracdo de leucocitos e
estimulando os macréfagos a liberarem citocinas (TNF-a e interferon y; SKARZYNSKI et al.,
2008).

O CL de eguas estudadas por Ferreira-Dias et al. (2011) demonstrou a presenca de um
sistema gerador de NO, sugerindo um papel para esta molécula na regulacdo da funcéo luteal,
onde a eNOS tem acéo relevante na angiogénese luteal durante os estagios iniciais e um efeito
oposto durante a lutedlise. Os autores citam, ainda, que a interacdo do NO e PGE; no CL equino
podem participar nos mecanismos luteoprotetores requeridos para formacdo do CL e manutencgéo
do ciclo estral, pois sdo potentes vasodilatadores (KEATOR et al., 2008; ACOSTA et al., 2009).

Em resumo, a producdo do NO e seu papel no CL sdo dependentes da dose, estagio do
ciclo estral e espécies, sendo dualisticos, tendo ac¢des luteotrdficas e luteoliticas (KORZEKWA
et al., 2007; KEATOR et al., 2008; SKARZYNSKI et al., 2008). O NO também ¢é o mediador da
acdo do TNF-a no ovério, e as duas substancias podem atuar como fatores luteotroficos, para
manter a prenhez inicial (FERREIRA-DIAS et al., 2011). Em ovinos, Keator et al. (2008)
afirmam que o NO pode estimular ou inibir a funcdo luteal, dependendo da concentracdo desta
substancia que alcanca o CL.O NO, a ET-1, reagentes vasoativos e citocinas pro-inflamatorias
(TNF-a, interferon vy, Fas ligante) estdo envolvidos na regresséo do CL bovino, como
componentes de uma cascata luteolitica autdcrina/parécrina induzida pela PGFa
(SKARZYNSKI; FERREIRA-DIAS; OKUDA, 2008). A PGF,a, a angiotensina Il e o NO
iniciam, cooperativamente, a lutedlise funcional (SHIRASUNA et al., 2010b).

CONCLUSOES

Os processos fisiolégicos ovarianos sdo dependentes de fatores hormonais e humorais,
enddcrinos, paracrinos e autdcrinos. Dentre estes, 0 NO desempenha importantes papéis no
crescimento e maturagéo folicular, bem como nos processos de luteogénese e lutedlise, associado
ao controle do fluxo sanguineo e a acdo da PGF,a, e as citocinas. No entanto, ainda existem
lacunas de informacdes que geram a necessidade de novas pesquisas sobre as acdes destas
substancias na funcdo ovariana, especialmente relacionadas a utilizacdo de tratamentos
hormonais.
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