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RESUMO

O Senecio brasiliensis € uma planta toxica encontrada por toda América do Sul. Na regido Sul
do Brasil, esta planta é conhecida como maria-mole e esta sendo associada a causa de morte
entre bovinos. Seu efeito toxico se deve as altas concentragcfes de alcaldides pirrolizidinicos
encontrados na planta, que quando metabolizados pela enzima citocromo P450 em pirrois no
figado levam a casos de subfertilidade e consequentemente perdas econémicas expressivas. O
objetivo deste trabalho foi validar um sistema de cultivo de células da granulosa e avaliar os
efeitos da Senecionina (SO) e Senecifilina (SE; alcal6ides pirrolizidinicos encontrados no
Senecio spp.) sobre os genes da cascata ovulatéria em células da granulosa de bovinos in vitro.
Para isso, ovarios de bovinos foram obtidos em abatedouro e transportados ao laboratério em
solucéo salina (0,9% NaCl; 30°C) contendo penicilina (100 Ul/ml) e estreptomicina (50 pg/ml).
Foliculos com didmetro maior que 12 mm foram aspirados para obtencdo das células da
granulosa. As células foram cultivas (1x10° células/mL) em meio DMEM/F12 suplementado
com SFB, insulina, BSA, penicilina e estreptomicina e mantidos em incubadora a 38,5°C e 5%
CO2. ApGs 24 h, as células foram expostas ao meio livre de soro. A SO (0, 10 e 100 ng/mL) e
a SF (0, 10 e 100 ng/mL) foram adicionadas 18 h ap6s a mudanca do meio, juntamente com LH
(100 ng/ml). As células foram expostas ao tratamento por 6, 12 ou 18 horas. Foi observado que
a adicdo dos alcaldides pirrolizidinicos aumentou a expressdo de RNAm para EREG apds 12 h
e diminui a expressdo de RNAm para STAR nesse mesmo periodo. Estes dados sugerem que a
intoxicacdo de bovinos por Senecio spp. pode diminuir a fertilidade causando perdas
econbmicas superiores as perdas por animais mortos e demonstram que os alcaldides
pirrolizidinicos atuam em outros tecidos além do hepético.

Palavras-chave: Senecio spp., ovulacgdo, granulosa



ABSTRACT

Senecio brasiliensis is a toxic plant found throughout South America. In southern Brazil, this
plant is known as maria-mole and is being associated with a cause of death in cattle. Its toxic
effect is due to the high doses of pyrrolizidine alkaloids found in the plant, which when
metabolized by the cytochrome P450 enzyme in pyrroles in the liver lead to cases of subfertility
and consequently attenuate significant losses. The objective of the work was to validate a
culture system for granulosa cells and to evaluate the effects of Senecionin (SO) and
Senecifilina (SE; pyrrolizidine alkaloids found in Senecio spp.) on the genes of the ovulatory
cascade in bovine granulosa cells in vitro. For this, bovine ovaries were obtained in a abattoir
and transported to the laboratory in saline solution (0.9% NaCl; 30°C) containing penicillin
(100 1U/mL) and streptomycin (50 pg/mL). Follicles with a diameter greater than 12 mm were
aspirated to obtain granulosa cells. The cells were cultured (1x10° cells/mL) in DMEM / F12
medium supplemented with SFB, insulin, BSA, penicillin and streptomycin and collected in an
incubator at 38.5°C and 5% CO.. After 24 h, the cells were exposed to serum-free medium. SO
(0, 10 and 100 ng/mL) and SF (0, 10 and 100 ng/mL) were added 18 h after changing the
medium, together with LH (100 ng/mL). The cells were exposed to treatment for 6, 12 or 18
hours. Pyrrolizidine alkaloids increased the mRNA expression for EREG and decreased for
STAR at 12 h of culture. These data suggest that cattle poisoning by Senecio spp. it can decrease
fertility causing economic losses higher than the losses for dead animals and demonstrate that
the pyrrolizidine alkaloids act in other tissues besides the liver.

Keywords: Senecio spp., ovulation, granulosa
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1 INTRODUCAO

As intoxicacdes por plantas representam uma importante causa de morte em animais
de produgéo. No Sul do Brasil, estima-se que mais de 50% das mortes de bovinos causadas por
plantas toxicas sdo decorrentes da ingestdo e intoxicacdo por Senecio spp. (LUCENA et al.,
2010; RIET-CORREA; MEDEIRQOS, 2001; RISSI et al., 2007), popularmente conhecida como
maria-mole, causando grandes perdas econémicas na cadeia produtiva. Devido ao alto teor de
alcaloides pirrolizidinicos (AP), o Senecio brasiliensis (MENDEZ et al., 1990) é capaz de
induzir hepatotoxicidade (PANZIERA et al., 2017) e levar o animal a morte. Estima-se que 5%
da populacéo bovina morre anualmente (MENDEZ; RIET-CORREA, 2008) sendo que no sul
do Brsail 14% desses casos acontecem devido a intoxicacdo por plantas (RIET-CORREA, F et
al., 2000). Destas mortes, cerca de 50% s&o devido a intoxica¢do por Senecio spp (98 mil
animais) (RIET-CORREA, FRANKLIN; MEDEIROS, 2001).

O género Senecio pertence a familia Asteraceae e possui mais de 2000 espécies no
mundo (PELSER et al., 2007). No Brasil, foram catalogadas cerca de 85 espécies pertencentes
ao género, sendo que 33 sdo nativas da regido sul (DA SILVA; BOLZAN; HEINZMANN,
2006). A maioria das plantas pertencentes a este género contém alcaloides pirrolizidinicos (AP)
que apenas quando quebrados em grupos pirréis no figado, pela enzima citocromo p450, sdo
capazes de causar intoxicacao as células levando a inibicdo da mitose e consequentemente a
megalocitose (PRAKASH et al., 1999).

O impacto econdmico se da pelas perdas diretas por morte. Entretanto, presume-se que
as perdas econdmicas sejam ainda maiores pois 0s animais podem apresentar manifestac0es
subclinicas e cronicas da doenca, que levam a perdas por baixa produtividade (taxa de producéo
de carne e leite) e susceptibilidade a outras doencas e falhas na reproducédo. Acreditava-se que
as baixas taxas reprodutivas em decorréncia da intoxicacao por Senecio spp. fossem decorrentes
da condicdo nutricional dos animais doentes causada pelas lesdes hepaticas. Contudo, estudos
recentes (KRABBE et al., 2015) revelaram a presenca de megalocitose e pseudo inclusoes
nucleares em células luteinicas grandes de bovinos com seneciose crénica. Sabe-se que ovarios
de suinos sdo capazes de expressar e transcrever a enzima citocromo P450 e suas isoformas
(LEIGHTON et al., 1995), enzima responsavel por biotransformar os AP em pirrdis. Além
disso, estudos demonstraram a alta capacidade dos AP em induzir vias apoptoticas em células
(STEENKAMP et al., 2001; XU et al., 2019).
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Desta forma, quando associamos 0s animais com intoxicagédo crénica e subclinica que
podem apresentar problemas reprodutivos sem causa aparente, a expressao da P450 nas células
da granulosa de suinos, a indugdo de vias apoptéticas em camundongos e a megalocitose em
bovinos, nds levantamos a hipotese de que podem existir casos de subfertilidade devido uma

acao direta dos alcaloides sobre as células ovarianas.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVOS GERAIS

Baseado na necessidade de esclarecer a hipdtese de que a intoxicagao por Senecio spp.
pode levar a subfertilidade por acéo direta dos alcaloides pirrolizidinicos (AP) sobre as células
ovarianas, este trabalho buscou avaliar se os alcaloides pirrolizidinicos podem comprometer as
células da granulosa in vitro e a expressao de genes relacionados ao processo ovulatério

podendo ser um fator de subfertilidade e consequentemente de perdas econémicas importantes.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Validagao do sistema de cultivo in vitro de células da granulosa.
- Investigar se os AP sdo capazes de interferir na expressdo de enzimas envolvidas no processo
ovulatorio e na expressao do CTGF (gene responsavel pela regulacdo da apoptose e de

proliferacéo celular).
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 OVULACAO

O processo ovulatério nos mamiferos é similar a uma resposta inflamatoria (DUFFY
et al., 2019). Apo6s a fase de dominéncia folicular, o foliculo dominante é responsavel por
produzir altas concentracdes de estrogeno que associados aos baixos niveis de progesterona
circulante  (BAIRD; SWANSTON; MCNEILLY, 1981; BAIRD; SWANSTON;
SCARAMUZZI, 1976) aumentam a frequéncia dos pulsos de GnRH estimulando o pico pré-
ovulatorio de LH na adenohipofise (RUSSELL; ROBKER, 2007). Esses eventos ovulatorios
sdo controlados pela capacidade de resposta ao LH dentro do foliculo, que acontece com maior
expressividade em foliculos maiores que 12 mm de didmetro, pois é nessa fase que os transcritos
dos receptores de LH da granulosa sdo capazes de formar uma proteina funcional (SARTORI
et al., 2001). Na cascata ovulatoria, o receptor de LH nas células da granulosa ¢é acoplado a
proteina G. A ativagdo de adenilato ciclase acontece com o LH ligando-se ao seu receptor. Esse
mecanismo desencadeia 0 aumento dos niveis de AMPc intracelular que ativa PKA,
consequentemente ativando as vias de transcri¢cdo de genes da cascata ovulatoria (como por
exemplo, STAR). A enzima ADAML17 é estimulada por LH e a ANGII é responsavel por liberar
0 dominio de EREG para se ligar em EGFR ativando a via ERK1/2 estimulando a expressao de
EREG, AREG, BTC e PTGS2 (PORTELA et al., 2011).

3.2 ALCALOIDES PIRROLIZIDINICOS

Os alcaldides pirrolizidinicos, em especial senecionina (SO) e senecifilina (SF), sdo
considerados um grupo importante associado ao género Senecio que causa grandes perdas
econbmicas na producdo de bovinos, ovinos e suinos no sul do Brasil, Argentina, Paraguai e
Uruguai (HABERMEHL et al., 1988; ILHA et al., 2001). O Senecio brasiliensis é uma planta
altamente resistente que se adaptou as diferentes condi¢fes climaticas dos locais onde se
encontra e estd amplamente disponivel para consumo dos animais, principalmente no inverno.

Esses alcaloides sozinhos ndo apresentam toxicidade. Apds a absor¢do dos AP, a
circulacdo portal transporta-os até o figado. Para induzir o efeito toxico, é necessario a

biotransformagéo em alcool e éster pirrol pela enzima citocromo p450 (CYP 1A1l) no figado.
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Esses derivados pirrGis sdo altamente reativos, levando a inibicdo da mitose e
consequentemente a megalocitose e morte celular (PRAKASH et al., 1999).

Na literatura s@o descritos casos de intoxicacdo por Senecio spp. como alvo o figado e
os hepatocitos (ILHA et al., 2001; LUCENA et al., 2010; MENDEZ et al., 1990; PANZIERA
etal., 2017; PRAKASH et al., 1999; RIET-CORREA; MEDEIROS, 2001), por serem capazes
de expressar e transcrever as enzimas responsaveis pela conversao dos AP. Entretanto, Krabbe
et al., (2015) descreveu alteracGes em ovarios de bovinos intoxicados por Senecio brasiliensis

classificadas como megalocitose das células luteinicas (Figura 1).

Figureg — Células luteinicas granggsi:‘o,m megalocitose (seta). Bovino. Obj, 400x.

QK‘Q‘ g = o i
anal Yoy K. N @y

%...‘ ?:‘) ‘ ‘&?- - : :o !L"l
: ‘% & na e a £
Fonte: (KRABBE et al., 2015)

Sabe-se que € obrigatoria a presenca do gene CYPL1AL para desencadear o efeito toxico
dos AP (MATTOCKS et al., 1986). Do ponto de vista bioquimico, o CYP1A1 é semelhante a
aromatase (CYP19), enzima expressa em células da granulosa que esta relacionada com a
esteredoigenése (BAO et al., 1997). Ao associar a semelhancga bioquimica entre essas enzimas,
as lesdes de megalocitose em células luteinicas grandes (KRABBE et al., 2015) e a expressao
de CYP1ALl em células da granulosa de suinos (LEIGHTON et al., 1995) levantou-se a hip6tese
de que provavelmente a CYP1Al é expressa no tecido ovariano. Dados preliminares
demonstraram que a CYP1AL é expressa em células da granulosa, células da teca e embrides

cultivados in vitro (Figura 2). Estes resultados sugerem que a presenca da enzima no tecido
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ovariano bovino permite que os AP sejam convertidos em pirrois e possivelmente induz seu

efeito téxico nas células e embrides.

Figura 2 — RNAm do gene CYP1A1 é expresso em células da granulosa (CG), células da teca (CT) e embribes
bovinos (EB) cultivados in vitro.
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Fonte: dados preliminares.
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4 MATERIAL E METODOS
4.1 CULTIVO CELULAR

As células da granulosa foram cultivadas com base em protocolos ja propostos
(PORTELA et al., 2011) com modificacbes. Ovarios bovinos obtidos em frigorifico foram
transportados ao laboratorio em solucdo salina 0,9% a 22-25°C contendo penicilina (100
Ul/mL) e estreptomicina (50 pg/mL). Foram selecionados aproximadamente 10 ovarios para
cada repeti¢do, cada um contendo um Unico foliculo dominante com didmetro > 12 mm. As
células foram coletadas dos foliculos por flushing, agrupadas, filtradas e centrifugadas trés

vezes por centrifugacdo a 900 g por 10 minutos cada.

Figura 3 — Desenho esquematico do dia 0 do cultivo de células da granulosa de foliculos ovarianos grandes de
bovinos. Os foliculos eram submetidos a movimentos continuos e consistentes de interposicdo de meio para
dentro do foliculo para descolar as células da granulosa. Antes de ser semeado nas placas, esse conteldo passou
por um filtro de dissociagdo celular e por lavagens através de centrifugagdes.

@. Y

Fonte: autoria propria, 2021.

A viabilidade celular foi estimada com 0,4% de Azul de Tripano e as células
(1x10° células/mL) semeadas em placa de cultivo de 24 pocos (com DMEM-F12 (Dulbecco
Modified Eagle Medium-Ham F-12) suplementado com soro fetal bovino (SFB; 2%),
bicarbonato de sodio (10 mM), penicilina (100 Ul/mL), estreptomicina (100 pg/mL), aloumina
sérica bovina (BSA; 0,1%), hormonio foliculo estimulante (FSH; 1 ng/mL) e insulina (10
ng/mL). Os cultivos foram mantidos a 37°C em uma atmosfera de 5% de CO- por 24 horas
(Figura 3). Ap6s 24 horas, o meio foi substituido por DMEN-F12 suplementado apenas com
bicarbonato de sddio (10 mM), penicilina (100 UI/mL), estreptomicina (100 pg/mL) e BSA;
0,1% (Sigma-Aldrich). Apos 18 horas, as células foram estimuladas com LH (100 ng/mL), LH
(100 ng/mL) com SO (10 ou 100 ng/mL) ou LH (100 ng/mL) com SF (10 ou 100 ng/mL)
(Figura 4). As células foram coletadas 6, 12 e 24 horas apds o tratamento (Figura 5) para

extracdo de RNA e anélise de expressao génica.
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Figura 4 — Desenho esquematico da placa semeada com os tratamentos no dia 2 do cultivo de células da
granulosa de foliculos ovarianos grandes de bovinos. Tratamentos realizados com LH (0 ou 100 ng/mL), SO (0;
10 ou 100 ng/mL) e SF (0; 10 ou 100 ng/mL).

Vivivug

0 ng/mL 100 ﬂ9/m|- 100 ng/mL 100 ng/mL 100 ng/mL 100 nglmL

SO SO SF
10ng/ML 100 ng/ML 10 ngIML 100 ng/ML

b b

Fonte: autoria propria, 2021.

Figura 5 — Cultura de células da granulosa oriundas de foliculos grandes de bovinos. A) Aumento de 10X B)
Aumento de 40X.

A

Fonte: arquivo pssal, 2021.
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4.2 EXTRACAO DE RNA E REAL-TIME RT-gPCR

O RNA total das amostras foi extraido por coluna de acordo com as orienta¢fes do
fabricante (PureLink™ RNA Mini Kit; Invitrogen™) e a quantificacdo e analise da pureza
realizada com espectrofotdbmetro Nano-Drop (Thermo Scientific — Waltham, USA). O RNA
das amostras foi incubado com iScript cDNA Synthesis Kit (BioRad, Hercules, CA) para sintese
do DNA complementar (cDNA), de acordo com as instru¢fes do fabricante. A reacdo em cadeia
da polimerase quantitativa (qQPCR) foi conduzida no termociclador CFX384TM (Real Time
System, Bio-Rad) de acordo com os critérios estabelecidos (NAGASHIMA et al., 2011)
utilizando o fluor6foro BRYT Green® e a Taq DNA Polimerase presentes na GoTaq® qPCR
Master Mix (Promega) e iniciadores especificos para bovinos. Foi realizada uma diluicdo
seriada do cDNA das amostras para gerar a curva padréo e avaliar a eficiéncia da reagdo. As
amostras foram corridas em duplicata e foram expressas em relacdo a um gene constitutivo

(Histona H2A). A sequéncia dos primers utilizados esta descrita na tabela 1.

Tabela 1 — Primers utilizados para o PCR em tempo real.

Gene Sense (5’-3°) Antisense (5°-3’)

CTGF AGCTGAGCGAGTTGTGTACC TCCGAAAATGTAGGGGGCAC
EREG ACTGCACAGCATTAGTTCAAACTGA TGTCCATGCAAACAGTAGCCATT
H2A GCATGTCACCCAGTTGGTCT TGGGTCAAGCATGGTGTCTG
PTGS2 TTTGACCCAGAGCTGCTTTT GAAAGACGTCAGGCAGAAGG

4.3 ANALISE ESTATISTICA

As diferencas entre as médias foram testadas com o teste de comparag6es mdaltiplas de
Tukey. A homogeneidade de variancia foi testada com o teste de O'Brien. Os dados que néo
seguiram uma distribuicdo normal (teste de Shapiro-Wilk) foram transformados em logaritmos.

Diferenga estatistica foi considerada quando P < 0,05.
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5 RESULTADOS

Para validacdo do modelo de cultivo de células da granulosa in vitro estabelecido por
Portela et al. (2011), foram cultivadas células com soro por 24 h, e depois em meio livre de soro
por mais 18 h, antes de adicionar LH. Houve um aumento na expressao de EREG nas células

da granulosa cultivadas por 6 h na presenca de LH (100 ng/mL) (Figura 6).

Figura 6 — Efeito do LH (100 ng/mL) na expressdo de RNAm para EREG, em células da granulosa cultivadas
sem SFB. Os dados sdo mostrados como valores relativos e representam a média de trés cultivos replicados
independentes. Asteriscos (***) indicam diferenca estatistica (P<0,05).
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Investigamos a acdo dos alcaloides pirrilozidinicos SO e SF sobre os a expressao de
RNAm de genes envolvidos na ovulacdo em células da granulosa cultivadas in vitro. Para isso,
as células foram tratadas com os alcal6ides em duas doses: 10 ng/mL e 100 ng/mL. O efeito na
acdo do LH foi avaliado ap6s 6, 12 e 24 h do tratamento. Para explorar os possiveis efeitos dos
alcaloides, foram avaliados os genes EREG, STAR e PTGS2 envolvidos no controle da cascata
ovulatoria. Inicialmente, os alcaloides ndo estimularam a expressdo de RNAmM de EREG em
comparacao com o LH sozinho apds 6 h de cultivo (Figura 7A). Entretanto, apds 12 h houve
um aumento significativo da expressdo de EREG (Figura 7B), voltando a valores basais apds
24 h (Figura 7C). Os APs ndo alteraram a expressao de PTGS2 as 6, 12 e 24 h de cultivo (Figura
7 D-F). Os APs reduziram a expressao de STAR as 12 h de cultivo (Figura 7 I), mas ndo alteram

a expressao deste gene as 6 e 24 h (Figura 7 G-H).
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Figura 7 — Efeitos do SO e SF na expressao de genes que codificam RNAm envolvidos na cascata ovulatéria em
células da granulosa de bovinos cultivadas in vitro. Os dados representam a média de trés cultivos replicados
independentes. Barras com letras diferentes indicam diferencas estatistica (P<0,05).
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Para avaliar a hipotese de que pirrois podem regular a expressao de genes envolvidos
na proliferacdo celular nas células da granulosa, foi avaliado a expressdo de RNAm de CTGF
as 6, 12 e 24 h apo6s o tratamento com SO e SF. Os AP ndo alteraram a expressdo de RNAmM
para CTGF quando comparado ao grupo tratado apenas com LH apds 6, 12 e 24 h (Figura 8 A-
C).
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Figura 8 — Efeitos do SO e SF na expresséo do gene CTGF que codifica RNAm envolvido na proliferacéo de
células da granulosa de bovinos cultivadas in vitro. Os dados representam a média de trés cultivos replicados
independentes. N&o houve diferenca estatistica entre os grupos (P>0,05).
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6 DISCUSSAO

Os resultados desse estudo demonstram que a presenca de LH no meio de cultivo
aumentou os niveis de RNAm para EREG as 6 h quando comparado ao grupo nao estimulado
com LH (Figura 6). Estes resultados foram relatados da mesma forma por Portela et al. (2011),
gue demonstrou o pico de expressdo de EREG as 6 h. Como EREG é utilizado como gene
marcador da ovulacdo, os resultados obtidos no estudo sugerem que o modelo de cultivo
utilizado é eficiente para estudar os genes envolvidos nos eventos pré-ovulatorios dependentes
de LH nas células da granulosa.

Para o segundo estudo, determinamos se a presenca dos AP, SO e SF era capaz de
alterar a expressdo de genes reguladores da cascata ovulatéria através do cultivo de células da
granulosa estimuladas com LH. Surpreendentemente, os alcaléides aumentaram a expressao de
RNAm para EREG apéds 12 h (Figura 7B) quando comparado ao grupo tratado apenas com LH
(P<0,05), indicando um efeito estimulante dos AP sobre a expressdo de RNAm para EREG.
Por ser considerado um gene marcador da ovulacao, ndo era esperado que a expressdo de EREG
estivesse maior nas células estimuladas com os AP. No entanto, a literatura mostra que a
expressdo de EREG pode estar relacionada com a regulagdo da apoptose quando as células estdo
sendo desafiadas (RIESE; CULLUM, 2014; WHITE etal., 2010). Ja esta esclarecido que alguns
AP induzem vias apoptoticas (JI et al., 2008; STEENKAMP et al., 2001; XU et al., 2019). De
maneira semelhante ao encontrado nas células da granulosa estimuladas com AP, algumas
células cancerigenas também apresentaram aumento da expressdo de EREG a medida que é
necessario o controle da apoptose (SUNAGA et al., 2013; SUNAGA; KAIRA, 2015). Além
disso, em células pulmonares cancerigenas o blogueio de EREG induziu a morte celular por
apoptose (SUNAGA et al., 2013). Dessa forma, a expressdo de EREG pode estar diretamente
relacionada ao controle da apoptose pelas células da granulosa que podem estar utilizando como
fator anti-apoptose.

N&o obstante, 0s niveis de expressao de RNAm para STAR em células da granulosa
tratadas com AP diminuiram as 12 h quando comparado ao grupo estimulado apenas com LH
(Figura 7H), indicando que o papel fisiologico de STAR foi comprometido, pois ndo apresentou
0 comportamento esperado na cascata ovulatoria para este horario (PORTELA et al., 2011). A
STAR ¢ uma proteina aguda que regula o transporte de colesterol para dentro da mitocéndria
(CLARK et al., 1994). O colesterol é convertido em pregnenolona, percursora de progesterona,

nas celulas da granulosa (CASTILLO et al., 2014). Por isso, STAR ¢ considerada um marcador
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de luteinizacdo expresso nas células da granulosa e teca (PESCADOR et al., 1996). Estudos
mostraram que humanos e camundongos sem atividade de STAR nascem com insuficiéncia
adrenal, destacando sua importancia para a producdo de corticosterdides (BOSE et al., 2000;
HASEGAWA et al., 2000a). Dentro do cenario reprodutivo, a STAR possui papel fundamental
para a producdo de progesterona. A auséncia de STAR foi relacionada ao desenvolvimento de
cistos ovarianos devido a anovulagdo continua em humanos (HASEGAWA et al., 2000b). De
forma semelhante aos efeitos dos AP em células da granulosa, estudos mostraram que a menor
expressdo de STAR em camundongos na puberdade desencadearam a deposicao de lipidios nas
células afetadas, maturacdo folicular incompleta e menor producéo de progesterona, levando a
insuficiéncia ovariana (HASEGAWA et al., 2000b). A deposicéo de lipidios pode levar a danos
fisicos e quimicos na célula. Em ovinos intoxicados por Senecio spp. estd descrito o acimulo
de gotas lipidicas em hepatdcitos caracterizando um processo degenerativo (HASEGAWA et
al., 2000b). Além disso, um estudo demonstrou que a diminuicdo de STAR em foliculos antrais
de camundongos expostos ao bisfenol A resultou na menor absor¢do de colesterol e
consequentemente menor producdo hormonal (PERETZ et al., 2011). Dessa forma, acredita-se
que os baixos indices de STAR podem estar afetando a produgdo hormonal devido a reducéo
no transporte do colesterol.

Os alcaloides ndo foram capazes de alterar a expressdo de RNAm para PTGS2 apos 6,
12 e 24 h (Figura 7 D-F), seguindo o padrao fisiologico descrito na literatura (PORTELA et al.,
2011). A PTGS?2 é responsavel pela conversao de &cido araquiddnico em prostaglandina em
foliculos ovulatérios (DUFFY, 2015). Este processo € extremamente importante pois a
prostaglandina é responsavel por participar do processo de luteinizacéo e por estimular a sintese
de enzimas colagenoliticas que degradam os tecidos conjuntivos da parede do foliculo no
periodo pré-ovulatério (KAWAKAMI; KOHMOTO, 1992). Além disso, a expressdo de RNAmM
para CTGF ap0s 6, 12 e 24 h de estimulo pelos AP néo foi alterado quando comparado ao grupo
estimulado apenas com LH (Figura 8 A-C). Este gene atua regulando a proliferacdo e
diferenciacéo celular, apoptose e remodelacdo da matriz extracelular (CHEN; LAU, 2009). No
cenario reprodutivo, sua expressao é importante no desenvolvimento embrionario, ovulagdo e
luteinizagcdo (SHIRASAWA et al., 2004).
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7 CONCLUSAO

Os AP alteram a expressdo de genes envolvidos na cascata ovulatoria em celulas da
granulosa bovina in vitro. Estes dados sugerem que a intoxicagdo de bovinos por Senecio spp.
pode ser causa de diminuigdo da fertilidade causando perdas econdémicas superiores as perdas
por animais mortos. Estes dados demonstram que os APs atuam em outros tecidos além do
hepatico. Novos estudos precisam ser feitos para elucidar o mecanismo envolvido nestas

alteragoes.
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