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RESUMO

FELTRIN, I.R.: Efeitos do 17B-estradiol na abundancia de transcritos para enzimas en-
volvidas na sintese de PGF2a endometrial em fémeas bovinas no final do diestro [Effects
of 17B-estradiol in the abundance of transcripts for enzymes involved in the synthesis of
endometrial PGF2a in bovine females at the end of diestrus] 2020. 87 f. Dissertagédo
(Mestrado em Farmacologia e Biotecnologia) — Instituto de Biociéncias, Universidade
Estadual Paulista, Botucatu, 2020.

Em bovinos, o 17p-estradiol (17B-E2) estimula a expressdo de receptores de estradiol
(ER) e ocitocina (OXTR) no endométrio. A ativacdo de OXTR induz a ativagdo de uma
complexa cascata que resulta na sintese de PGF2a. A hipGtese é que o tratamento com
17B-E2, 15 dias apds o estro (D15), modula a expressao génica das proteinas quinase
(PKC) e fosfolipase A2 (PLA2), ambas envolvidas na sintese de PGF2a e dependentes
de calcio. Objetivou-se neste estudo determinar os efeitos do 17B-E2 na abundancia de
trancritos (PKCa, PKCB, PLA2G4, AKR1B1, AKR1C4 e PTGS2) diretamente
envolvidos na sintese de PGF2a. Novilhas (N=50), ndo prenhes, ciclicas, foram
sincronizadas pela insercdo de um dispositivo de liberacdo intravaginal contendo 0,558g
de progesterona (P4), pela administragdo de 1 mg de benzoato de estradiol e 0,075 mg de
D-Cloprostenol, ambos intramuscular (IM). Apos 6 dias, foi injetado 0,075 mg de D-
Cloprostenol, IM. Apds 48 horas, o dispositivo contendo P4 foi removido e 0,150 mg de
D-Cloprostenol foi administrado IM. Nesta ocasido, um adesivo foi inserido na base da
cauda para a identificacdo dos estros (Boviflag Red Estrus Detector - ABS Pecplan) e
observac0es de estro foram realizadas nos proximos 4 dias. Participaram do experimento
somente novilhas identificadas em estro (DO = dia do estro) e que ovularam (N=46).
Entre D14 e D23, a area do corpo liteo (CL; cm?), fluxo sanguineo (%) e as
concentracdes plasmaticas de progesterona (P4) foram avaliadas diariamente. No D15, as
novilhas foram randomicamente divididas em dois grupos: Grupo Controle (C; 2mL de
6leo de girassol puro, IM; N=22) ou Estradiol (E; 1mg 17p-E2 diluido em 2ml de 6leo de
girassol puro, IM, N=24). O momento da administracdo dos tratamentos foi considerado
o tempo 0. Amostras de sangue foram obtidas de Oh a 7h, a cada hora, para a mensuracao
das concentracGes de PGFM no D15. Depois da administracdo dos tratamentos, biopsias
uterinas foram coletadas nos tempos 1,5h (C1,5h, N=8 e E1,5h; N =10) ou 3h (C3h, N
=8 e E3h, N=11). A abundancia de transcritos para os genes PKCa, PKCp, PLA2G4,
AKR1B1, AKR1C4 e PTGS2 foi determinada por g°PCR. No periodo entre 0 D18 e D20,
houve menor area do CL no Grupo E (P = 0,023). O Grupo E apresentou maior
concentracdo de PGFM (P = 0,0002) as 6h (225,45 + 16,96 pg/mL) e 7h (285,58 + 33,09
pg/mL) apds a aplicacdo de 17B-E2. No D16 e D17, o Grupo E apresentou menor
concentracdo de P4 (P = 0,019) no D16 (4,14 + 0,97 ng/mL) e D17 (2,84 + 0,79 ng/mL).
A lutedlise funcional do Grupo E foi antecipada em 1,14 dias (17,07 = 0,43; P= 0,006).
Da mesma forma, o Grupo E também apresentou antecipacdo da lutedlise estrutural em
1,26 dias (18,42 + 0,33; P= 0,026). Entre os grupos de tratamento, a abundancia nao
diferiu para os genes PKCa (P = 0,79), PRKCp (P = 0,17), AKR1B1 (P = 0,34) e PTGS2
(P =0,22). Houve efeito de tratamento apenas para os transcritos PLA2G4 (P = 0,03) e
AKR1C4 (P = 0,05), entretanto, a abundancia de ambos diminuiu no Grupo Estradiol a
1,5 e 3,0 h apds a administracdo do 17B-E2. Conclui-se que a aplicagdo de 173-E2 no 15°
dia do ciclo estral promoveu aumento das concentraces de PGFM e a antecipacdo da
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lutedlise funcional e estrutural nas novilhas Nelore, contudo, este aumento ndo foi
associado ao aumento da transcri¢do génica das proteinas estudadas

Palavras-chave: Lutedlise; Prostaglandina; Endométrio; Bovinos.
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ABSTRACT

FELTRIN, I.R.: Effects of 17p-estradiol in the abundance of transcripts for enzymes in-
volved in the synthesis of endometrial PGF2a in bovine females at the end of diestrus
[Efeitos do 17B-estradiol na abundancia de transcritos para enzimas envolvidas na sintese
de PGF2a endometrial em fémeas bovinas no final do diestro] 2020. 87 f. Dissertagédo
(Mestrado em Farmacologia e Biotecnologia) — Instituto de Biociéncias, Universidade
Estadual Paulista, Botucatu, 2020.

In cattle, 17B-estradiol (17B-E2) stimulates expression of estradiol (ER) and oxytocin re-
ceptor (OXTR) in the endometrium. The activation of OXTR leads to the induction of a
complex cascade of molecular activation resulting in PGF2a synthesis. The hypothesis
was that 17p-E2 treatment on day 15 (D15) after estrus modulates the gene expression of
protein kinase (PKC) and phospholipase A2 (PLA2), both directly involved in the syn-
thesis of PGF2a and calcium dependent. The aim of this study was to determine the ef-
fects of 17B-E2 on the abundance of key transcripts (PKCa, PKCB, PLA2G4, AKR1B1,
AKR1C4 and PTGS2) involved in PGF2a signaling and synthesis. Nelore heifers (N=50),
don't pregnant, cyclic were synchronized by insertion an intravaginal release device con-
taining 0.558g of progesterone (P4), and by the administration of 1 mg of estradiol ben-
zoate and 0.075 mg de D-Cloprostenol, both intramuscularly (IM). After 6 days, 0.075
mg D-Cloprostenol was injected, IM. After 48 hours the P4 device was removed and
0.150 mg D-Cloprostenol was administered IM. On this occasion, an adhesive was in-
serted at the base of the tail for the identification of estrus (Boviflag Red Estrus Detector
- ABS Pecplan) and estrous observation were made in the next 4 days. Participated in the
experiment only the heifers identified in estrus (DO = day of estrus) that ovulated (N=46).
Between D14 and D23, corpus luteum (CL) area (cm?), blood flow (%), and progesterone
(P4) plasmatic concentrations were evaluated daily. On D15 heifers were assigned ran-
domly to one of two groups: Control Group (C; 2mL of pure sesame oil, IM; N=22) or
Estradiol (E; 1mg 17B-E2 diluted in 2mL of pure sesame oil, IM, N=24). Administration
of treatment was considered time Oh. Blood samples were obtained from Oh to 7h, every
hour, for the measurement of the PGFM concentrations on D15. After the treatments,
uterine biopsies were collected at times 1,5h (C1,5h, N=8 and E1,5h; N=10) or 3h (C3h,
N=8 and E3h, N=11). Transcript abundance PKCa, PKCp, PLA2G4, AKR1B1,
AKR1C4 and PTGS2 genes were determined by qPCR. In the period between D18 and
D20, there was a smaller area of CL in Group E (P = 0.023). Group E showed higher
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concentration of PGFM (P = 0.0002) at 6 hour (225.45 + 16.96 pg / mL) and 7 hour
(285.58 £ 33, 09 pg / mL) after the application of 173-E2. At D16 and D17, Group E
showed lower concentration of P4 (P = 0.019) at D16 (4.14 £ 0.97 ng / mL) and D17 (2,
84 £ 0.79 ng / mL). Functional luteolysis in Group E was antecipated 1.14 days (17.07 =
0.43 days; P = 0.006). Similarly, Group E also showed an anticipation of structural
luteolysis in 1.26 days (18.42 = 0.33 vs. 19.68 = 0.42 days; P = 0.026). Among the
treatment groups, abundance did not differ for the PKCa (P = 0.79), PRKCp (P = 0.17),
AKR1B1 (P =0.34) and PTGS2 (P = 0.22) genes. There was a treatment effect only for
the PLA2G4 (P = 0.03) and AKR1C4 (P = 0.05) transcripts, however, the abundance of
both decreased in the Group E at 1.5 and 3.0 h after administration of 173-E2. It was
concluded that the application of 178-E2 on the 15th day of the estrous cycle promotes
increased concentrations of PGFM and anticipation of functional and structural luteolysis
in Nellore heifers, however, this increase was not associated with increased gene

transcription of the studied proteins.

Keywords: Luteolysis. Prostaglandin. Endometrium. Cattle.
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Figura 1.

Figura 2.

Figura 3.

LISTA DE FIGURAS

Via de sintese de PGF2a endometrial durante a fase luteinica em fémeas
bovinas. A presenca do receptor de progesterona (PGR) inibe a a expressao de
receptor 1 de estrdgeno (ESR1). O estradiol ativa seus receptores nucleares
(ESR1 e ESR2). A ativagdo de ESR1 pelo horménio 17p-estradiol estimula a
expresséo do receptor de ocitocina (OXTR). A ocitocina se liga ao OXTR que
estimula proteina G, desencadeando a ativacdo de fosfolipase C (PLC). A ati-
vagdo de PLC leva a liberacdo de inositol trifosfato (IP3) e 2+ diacilglicerol
(DAG) no citosol. O IP3 prove a abertura dos canais de Ca e 0 DAG estimula
uma cadeia sequencial de fosforilagéo de proteina quinase C (PRKCa, PRKCp
e PRKCYy), proteina quinases ativadas por mitogenos (MAPK) e quinases re-
guladas por sinal extra-celular (ERK1/2). A ERK1/2 promove ativacgao de fos-
folipase A2 (PLA2G4) que induz a liberagédo de acido araquidonico (AA) da
membrana fosfolipidica. O AA é utilizado como substrato pela enzma cicloxi-
genase 2 (PTGS2) para formacéo de prostaglandina reduzida (PGH2). As pros-
taglandinas F sintases da familia aldo-ceto redutases (AKR1B1, AKR1C3 e
AKR1C4) metabolizam a PGH2 em prostaglandina F2 «
(PGF20L) ettt sttt et ettt ettt bttt e et neean 36

Modelo Hipotético. Fémeas bovinas tratadas com 1 mg de 17f -estradiol, via
intramuscular, no D15 (DO = dia do estro) apresentam aumento nas
concentracdes de PGFM e na expressdo de componentes da cascata da sintese
PGF2a, com um aumento da abundancia 1,5 horas ap6s a aplicacdo de 17f -
estradiol e com 0 maximo de abundancia 3 horas apds a aplicacdo de 17p-
estradiol, especificamente as proteinas quinase C (PKCa, PKCPB e PKCy) e
fosfolipase A2 (PLA2G4), todas dependentes de calcio para a
YL V7: o7 1 SO SPRPSPI 41

Esquema ilustrando protocolo de sincronizacao de estro que se iniciou pela

insercdo do dispositivo intravaginal de libera¢do de P4 mono dose (0,558g P4;
Cronipress ®, Biogénesis Bagod), D-cloprostenol (0,075 mg; Croniben®,
Biogénesis Bagd) e Benzoato de Estradiol (1 mg; Sincrodiol®, Ourofino),
ambos via intramuscular (IM). Seis dias apdés (D-6), administrou-se D-—
cloprostenol (0,075 mg; Croniben®, Biogénesis Bagd) via IM e avaliou-se 0s
ovarios para verificar a presenca e funcionalidade do CL através de
ultrassonografia transretal. No 8° dia (D-8), retirou-se o implante de P4 e
administrou-se administrado D-cloprostenol (0,150 mg; Croniben®,
Biogénesis Bago), e realizou-se a colocacgdo da fita de identificacdo dos estros
(Boviflag, ABS) e avaliacdo dos ovarios através de ultrassonografia transretal.
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A partir do 9° dia, foi realizada observacdes de cio diarias durante 30 minutos
(inicio da manha e final da tarde) e checagem da ovulagdo a cada 12 horas (*).
O dia da identificacdo do estro foi determinado como DO. Entre 0 D14 ao D23
p6s estro, foram realizadas diariamente coletas de sangue e avaliagdes
ultrassonograficas modo Doppler do CL (*). Quinze dias apds o estro, 0s
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1. INTRODUCAO

A produtividade e a lucratividade de um rebanho bovino estdo diretamente
relacionadas a eficiéncia reprodutiva. Para se elevar os indices reprodutivos torna-se
imprescindivel aumentar a eficiéncia das matrizes de corte na fase de cria. Para tanto, a
melhor compreensdo dos mecanismos endocrinos e moleculares relacionados a fisiologia
do ciclo estral torna-se de extremo interesse, uma vez que constituem a base do
entendimento para a implantacdo de estratégias de manejo reprodutivo que possam
colaborar com o aumento do numero de bezerros nascidos/vaca/ano. Um dos principais
fatores que podem comprometer tal eficiéncia e determinar elevadas perdas econdomicas
em matrizes de corte, refere-se a mortalidade embrionaria precoce, ocasionada no periodo
compreendido entre 0 15° e 0 19° dias ap0s a ovulagdo (DISKIN et al., 2006).

O ciclo estral corresponde ao periodo compreendido entre dois estros, e em
fémeas bovinas possui a duracdo media de 21 dias. Posteriormente a ovulacao, ocorre o
processo de multiplicacdo, diferenciacdo e luteinizacdo das células foliculares
remanescentes do foliculo ovulatorio, dando origem ao corpo luteo - CL (GINTHER et
al., 1989). Quando o reconhecimento materno-fetal é realizado com éxito o CL ¢
preservado e mantido ativo até os ultimos dias que antecedem o parto. Na auséncia da
fertilizacdo ou quando o concepto (embrido e membranas anexas) ndo é capaz de sinalizar
adequadamente sua existéncia no Utero materno, ocorre a faléncia funcional e estrutural
do CL no periodo compreendido entre o 15° e 19° dias pos-ovulagcdo. Neste periodo
especifico, denominado de “periodo critico”, deve ocorrer a auséncia da luteolise e a
manutencdo do CL para que a prenhez se estabeleca ou 0 desencadeamento da luteolise e
a destruicdo do CL para que se proceda o estro e a possibilidade de um novo acasalamento
(GINTHER, 1989).

A prostaglandina F2o (PGF2a) endometrial & conhecida como o principal agente
luteolitico em fémeas ruminantes, e é responsavel por promover a lutedlise e impedir a
continuidade da sintese de progesterona (P4) pelo CL (MCCRACKEN et al., 1972, 1973,
1984; MEIDAN et al., 1999; CARAMBULA et al., 2002). Em vacas e ovelhas,
demonstrou-se que a sintese de PGF2a € regulada pela acdo dos horménios ovarianos
estradiol (E2), P4 e ocitocina (OT) e seus respectivos receptores presentes no endométrio
(SPENCER et al., 2007; HUGHES et al., 1987).

Utilizando em vacas a técnica de eletrocauterizacdo de foliculos ovarianos

através do uso de raio-x (1.500 rads), procedimento que extingue o E2 ovariano
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endogeno, observou-se uma supressdo da sintese de PGF2a acompanhada de um atraso
na regressao do CL, permitiu demonstrar-se que a presenca do E2 é essencial para
promover o desencadeamento da lutedlise espontanea (VILLA-GODOQY et al., 1985).
Também foi demonstrado que, a administracdo de E2 promove a sintese de PGF2a € a
antecipacdo da luteolise (THATCHER et al., 1986; PUGLIESI et al., 2011), sendo tal
estimulo dose dependente (GINTHER et al., 2010; PUGLIESI et al., 2011). Dessa forma,
0 aumento da concentracdo plasmatica de E2, de origem enddgena ou exdgena, promove
0 desencadeamento da lutedlise (SALFEN et al., 1988) enquanto a reducdo da
concentracdo plasmatica de E2 promove atraso na lutedlise em vacas (ARAUJO et al.,
2009).

A sintese de PGF2a no endométrio das fémeas bovinas é resultado de uma
complexa cascata de eventos intracelulares que ocorrem de forma altamente coordenada,
tendo como ponto de partida a ativacdo dos receptores endometriais de OT (OXTR)
(SPENCER et al., 2007; SILVIA; RAW, 1993; MANN et al., 1995). Estudos relataram
que 0 E2 exerce controle positivo sob a expressdo dos OXTR, aumentando a concentragdo
de PGF2a no endométrio das fémeas ruminantes (SPENCER et al., 1995; ASSELIN et
al., 1996; VALLET et al., 1990; FLEMING et al., 2006). Atualmente ¢ descrito que o E2
atua estritamente sob o controle dos receptores endometriais de estradiol (ESR) e
ocitocina (OXTR), entretanto, é possivel que este também exerca efeitos sob outros
componentes da cascada de sintese de PGF2a. De acordo com Membrive et al. (2014),
houve um aumento da sintese de PGF2a quando explantes endometriais de vacas tratadas
com E2 in vivo foram posteriormente cultivados in vitro com calcio ionéforo (CI). O
mesmo efeito foi observado quando células endometriais bovinas (BEND) foram tratadas
in vitro com E2 e Cl, efeito ndo observado em células tratadas somente com E2 ou CI.
Esses resultados demostram que o E2 possivelmente promova um aumento da abundancia
e/ou atividade de enzimas participantes da cascata geradora de PGF2a, estas dependentes
de célcio.

Perante estes achados, presume-se que a expressao de receptores e de enzimas,
assim como a presenca de co-fatores sdo pontos fundamentais para a sintese de PGF2a.
Os efeitos do E2 na expressdo de receptores endometriais sdo conhecidos. Porém, ainda
ndo sdo conhecidos os efeitos do E2 na expressdo das proteinas componentes da via de
sintese de PGF2a por ativagdo de OXTR durante a lutedlise de vacas. A aquisi¢do de tais
conhecimentos poderd contribuir para a elaboracdo de estratégias anti-luteoliticas

potencialmente capazes de aumentar as taxas de concepcdo e a eficiéncia reprodutiva.
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Diante desse contexto, foi formulada a hipdtese de que, a aplicagdo do 17-beta-estradiol
(17B-E2) em vacas de corte, no dia 15 do ciclo estral, modula a expressédo génica das
enzimas célcio-dependentes, especificamente a proteina quinase (PKC) e fosfolipase A2
(PLA2), ambas envolvidas na cascata geradora de PGF2a. Assim, objetivou-se avaliar
os efeitos da administracdo sistémica de 17p-E2 sobre componentes da cascata de sintese
endometrial de PGF2a, em vacas de corte no dia 15 do ciclo estral, especificamente
PKCa, PKCB, PLA2G4, AKR1B1, AKR1C4 e PTGS2, utilizando-se a técnica de gPCR.
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REVISAO DE LITERATURA

2.1 DESENVOLVIMENTO DO CORPO LUTEO E ESTEROIDOGENESE
LUTEAL

No momento da ovulagdo ocorre a ruptura folicular seguida da expulsédo do
odcito. Logo em seguida, a parede do foliculo recém ovulado €é colapsada e a cavidade
do mesmo é invadida por linfa e sangue provenientes do rompimento dos vasos. Este
conjunto de elementos formard inicialmente uma estrutura denominada corpo
hemorragico (DIAZ et al., 2002). No corpo hemorrégico, as células remanescentes séo
submetidas a hiperplasia e hipertrofia formando o CL. Tais modificacdes celulares sdo
mediadas por fatores angiogénicos e mitogénicos como o fator de crescimento dos
fibroblastos (FGF) (GOSPODAROWICZ et al., 1985; SCHAMS; BERISHA, 2004),
fator de crescimento | semelhante a insulina (IGF-1) (SUH et al., 1992; SCHAMS;
BERISHA, 2004), fator de crescimento semelhante a heparina (GRAZUL-BILSKA et
al., 1992) e fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) (REDMER; REYNOLDS,
1996), dentre outros.

O tecido luteal é formado por diversos tipos celulares heterogéneos, que incluem
as células esteroidogénicas luteais pequenas (CLP) e grandes (CLG) e também as células
ndo esteroidogénicas como células endoteliais, fibroblastos, peridcitos, fibrocitos e
células imunes (SHIRASUNA et al., 2007). Em fémeas bovinas, o CL cresce
rapidamente de 2 a 3 dias ap6s a ovulacdo, seguido de ampla angiogénese e
vascularizacdo (MIYAMOTO et al., 2009). Fatores de crescimento como fator de
crescimento endotelial vascular (VEGF) e fator de crescimento fibroblastico basico
(bFGF); sdo fundamentais para que ocorra o desenvolvimento e manutencao da vasta rede
de capilares recém-formados e também colaboram para a producdo de P4 (SALLES;
ARAUJO, 2010).

O CL é um 6rgédo enddcrino transitorio cuja acdo principal € a producdo de P4
pelas células esteroidogénicas (NISWENDER et al., 2000; SKARZYNSKI et al., 2008;
SALLES; ARAUJO, 2010). A P4 liberada na circulacdo sistémica promove a quiescéncia
da musculatura miometrial, desenvolvimento das glandulas endometriais e promove a
preparacdo de um microambiente uterino apropriado para que o concepto se desenvolva.

Uma adequada funcdo luteal é essencial para promover o éxito do reconhecimento
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materno-fetal e o estabelecimento da prenhez ((NISWENDER et al, 2000;
SKARZYNSKI et al., 2008; SALLES; ARAUJO, 2010).

Posteriormente a ovulacao, para que as células luteais produzam P4, é necessario
que ocorra a diferenciacdo celular, aumento na expressao das enzimas que convertem
colesterol em P4 e aumento de proteinas transportadoras de colesterol para a membrana
mitocondrial. O colesterol € o principal substrato utilizado para a formagdo da P4. Na
membrana mitocondrial, o colesterol é convertido a pregnolona pela acdo da enzima
citocromo P450 side chain cleavage - P450 scc (HANUKOGLU, 1992). A pregnenolona
é transportada ao reticulo endoplasmatico liso, onde pela acdo da enzima 3 - beta -
hydroxysteroid dehydrogenase, A5A4, isomerase (3-HSD) é convertida a P4
(HANUKOGLU, 1992; NISWENDER et al., 1994).

Ha basicamente trés proteinas transportadoras de colesterol para a membrana
mitocondrial, sendo elas, a proteina de regulacdo aguda da esteroidogénese (StAR
“Steroidogenic Acute Regularoty Protein™), 0 receptor benzodiazepinico tipo periférico
(PBR) e a endozepina, uma ligante natural do PBR. Este transporte é condicionado a
fosforilacdo da proteina StAR. Essa proteina possui dois sitios de fosforilacdo, sendo um
deles fosforilado pela PKA e o outro pela PKC. O mecanismo de ativacao pela acdo da
PKA é estimulado pelo horménio LH, o que acarreta em um aumento do transporte de
colesterol e da esteroidogénese com consequente aumento na sintese de P4. A PKA
também causa a fosforilagdo do PBR, gerando um aumento no transporte do colesterol
(NISWENDER, 2002).

2.2 LUTEOLISE

Caso ndo aconteca a fertilizacao ou haja a incapacidade do concepto em sinalizar
sua existéncia no Utero, o CL deve regredir para que ocorra um novo estro (MILVAE,
2000; WEBB et al., 2002). Durante o processo de lutedlise, o qual corresponde a
regressao funcional e estrutural do CL, que ocorre durante o 15° e 19° dia do ciclo estral,
o tecido luteal sofre alteracbes bruscas em sua capacidade esteroidogénica,
vascularizacdo e remodelamento resultando na substituicdo da glandula por tecido
conjuntivo (GINTHER et al., 1989; STOCCO et al., 2007). Desse modo, a lutedlise pode
ser subdividida em lutedlise funcional e estrutural (STOCCO et al., 2007; SKARZYNSKI
et al., 2008).
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A lutedlise funcional caracteriza-se pela diminuicdo da producdo de P4 em um
breve periodo de tempo na ovelha (MCCRACKEN et al., 1999) e na vaca (GINTHER et
al., 2010a); e inicia-se antes de serem observadas altera¢cdes morfoldgicas na integridade
das células luteais (STOCCO et al., 2007). Desse modo, observando a concentracdo
plasmética de P4, a lutedlise funcional pode ser subdividida em trés fases, a "pré-
lutedlise” que carateriza-se pelo periodo antes do inicio da reducdo na concentracdo
plasmatica de P4; o "periodo luteolitico” caracterizado pela drastica diminui¢do da
concentracdo plasmatica de P4 e o "periodo pés-luteolitico™ onde a concentracdo de P4
torna-se menor que 1 ng/mL. Com base em amostras de P4 plasmaticas coletadas de hora
em hora, estima-se que o periodo luteolitico possui a duracdo de 24 horas em novilhas
(GINTHER et al., 2010a). Os pulsos sequenciais ocorrem a cada 9 a 12 horas, e possuem
duracdo media de 4 horas, sendo que todo o processo de lutedlise funcional possui
duracdo aproximada de 30 horas (MIYAMOTO et al., 2005; GINTHER et al., 2007,
2010a, 2010b).

Especula-se que a acdo da PGF2a neste contexto, seja de inibir as enzimas
esteroidogénicas (P450 scc e 3-HSD), essenciais para a sintese de P4. Por outro lado,
também existem evidéncias que a PGF2a possa atuar bloqueando o transporte de
colesterol para o interior da mitocdndria, promovendo a restricdo de tal substrato. De
acordo com estudos, a administracdo de PGF2a levou a auséncia da expressdo génica da
3-HSD e da STAR, enquanto que a P450 scc permaneceu expressa. Assim esses dados
sugerem que, a atividade da PGF2a seja de inibir a sintese de P4 através da inibicdo da
3-HSD e/ou por bloqueio do transporte de colesterol para dentro da mitocéndria por
inibicdo da STAR (TIAN et al., 1994; PESCADOR et al., 1996).

Nas células endoteliais que constituem a parede dos vasos sanguineos do CL, a
PGF2a também estimula a sintese de RNAm e a secrecdo de endotelina 1 (ET-1). Em
vacas, esta caracteristica se torna mais evidente no periodo entre os dias 17 e 21 do ciclo
estral, onde a sintese de ET-1 aumenta em torno de 30 vezes quando comparada aos dias
5 e 6 do ciclo estral. A ET-1 caracteriza-se com uma das mais potentes substancias
vasoconstritoras do organismo (GIRSH et al., 1996).

Em um modelo descrito por Meidan, Milval e Weiss (1999), a PGF2a se liga a
receptores presentes nas CLG e promove uma grande diminui¢do na sintese de P4 e um
aumento na sintese de OT, eventos estes que associados beneficiam o aumento da
expressdo de ET-1. Esta também atua sobre as CLP reduzindo a sintese de P4. A PGF2a

se conecta aos receptores que estdo presentes nas células endoteliais e estimula a sintese
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de ET-1. Esses eventos associados, promovem uma vasoconstricdo no CL e subsequente
hipoxia, condicdo que estimula ainda mais a secrecdo de ET-1, que leva a apoptose das
células vasculares e esteroidogénicas. Este processo também é acompanhado por um
influxo de mondcitos, macréfagos e citocinas inflamatdrias, dentre elas o fator de necrose
tumoral (TNF) (HAHNKE et al., 1994). As CLP e CLG n&o apresentam alteragdes
evidentes em sua morfologia 24 a 36 horas ap6s a exposicdo a PGF2a, entretanto, sua
capacidade esteroidogénica mostrou-se ja reduzida neste intervalo de tempo (SAWYER
et al., 1990).

A regressao estrutural do CL caracteriza-se pela diminui¢cdo do tamanho e peso
da glandula, a qual passa a ser um tecido totalmente regredido dentro do estroma
ovariano, passando a ser denominado corpo albicans. A involugdo do CL n&o se trata
apenas da apoptose do tecido luteal, mas também de uma substitui¢do do suporte vascular
e do tecido conectivo pré-existente com fibras colagenas, fibroblastos e macréfagos; onde
a maior parte desta estrutura € substituida por estroma ovariano (STOCCO et al., 2007).

A diminuicédo do fluxo sanguineo no CL tem sido apontada como essencial para
0 inicio da luteolise (MIYAMOTO et al., 2005). A aplicacdo de PGF2a quando realizada
no inicio da fase de metaestro, até o 5°dia do ciclo estral, ndo causa efeitos sobre o fluxo
sanguineo e tamanho do CL. Entretanto, quando esta aplicacdo é realizada em vacas a
partir do 6° dia do ciclo estral, determina um aumento do fluxo sanguineo no CL
prosseguido por uma drastica reducdo do mesmo (ACOSTA et al., 2002).

Em bovinos, a lutedlise estrutural inicia-se logo apés o inicio do declinio da P4
plasmatica (GINTHER, 2007). Entretanto, este processo pode demorar ainda alguns dias
para ser finalizado apo6s o término da luteodlise funcional (MCCRAKEN et al., 1999).
Muitos agentes tém sido indicados como mediadores da lutedlise funcional
(MCCRAKEN et al., 1999), como por exemplo, macréfagos e outras células imunes que
exercem importante papel na regressao luteal através da liberacdo de fatores de necrose
tumoral-a (TFN-o) e outras citocinas. Além disso, 0 TFN-o pode também estar
relacionado a um efeito anti esteroidogénico durante a lutedlise, visto que in vitro o TFN-
a bloqueia a producdo de P4 estimulada pelo horménio luteinizante (LH) nas células
luteais bovinas (BENYO; PATE, 1992).

31



2.3 ACAO DA PGF2a NA LUTEOLISE

A PGF2a é um potente agente luteolitico em diversas espécies de animais
domésticos. Nos bovinos, constitui a principal molécula produzida pelo endométrio
durante a regressao do CL (MCCRACKEN; CUSTER, 1999; ASSELIN et al., 1996). Nas
fémeas bovinas, a secrecdo de PGF2a ocorre decorrente de multiplos pulsos (4 a 7 pulsos)
de curta duracéo (3 a 6 horas) durante 2 a 3 dias, ocorrendo durante e apds a queda da P4
circulante (KINDHAL et al., 1981; GINTHER, 2007; 2010b). Pulsos sequenciais de
PGF2a para induzir a lutedlise foram relatados em bovinos (GINTHER et al., 2009a),
equinos (GINTHER et al., 2009b) e ovinos (SCHRAMM et al., 1983). Em bovinos
evidenciou-se que para a ocorréncia da lutedlise completa (P4 < 1 ng/mL) sdo necessarias
trés sessbes de infusdo de PGF2a (0,5 mg, via intravenosa, a cada 12 horas), sendo que
ap0s uma Unica sessdo de PGF2a, as concentracfes de P4 permanecem altas (GINTHER
et al., 2009a).

Utilizando modelos experimentais onde foram realizadas histerectomias uni e
bilaterais, verificou-se que a presenca do corno uterino ipsilateral ao ovario contendo o
CL é determinante para que ocorra a regressao do CL em ruminantes. Verificou-se
também, que histerectomia unilateral do corno uterino ipsilateral ao ovario contendo o
CL, acarreta a persisténcia do CL (MCCRACKEN; CUSTER, 1999). Assim,
demonstrou-se a necessidade de haver uma comunicacéo direta entre Utero e ovarios para
que a PGF2a uterina chegue até o CL e promova a lutedlise. Tal comunicacgéo é possivel
através do contato vascular entre a veia uterina e a artéria ovariana, sendo esse mecanismo
posteriormente denominado “transporte de PGF2a por contra-corrente”. E de
conhecimento, que a PGF2a é rapidamente metabolizada, onde em apenas uma passagem
pelos pulmdes sua metabolizacdo é de 90% e 65% de PGF2a em bovinos e ovinos,
respectivamente. Desse modo, através deste importante mecanismo de transporte, a
PGF2a consegue alcancar primeiramente o0s ovarios, chegando aos pulmdes
posteriormente a sua acdo no CL. Além disso, o transporte de PGF2a também é
beneficiado por proteinas transportadoras de prostaglandinas que fazem parte da familia
“solute carrier” (LEE et al., 2010).

A 13,14-dihydro-15-keto-PGF2a (PGFM) € o principal metabdlito da PGF2a e
sua mensuracdo no plasma sanguineo possui alta correlagdo com as concentragdes de
PGF2a. A PGF2a possui curta meia vida, em torno de 1 minuto, enquanto, a PGFM

apresenta meia vida em torno de 8 minutos. Assim, em diversos estudos utilizou-se a
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mensuracao plasméatica de PGFM para indicar as concentra¢des de PGF2a (KOTWICA
etal., 1997; MANN, 1999; SANTOS et al., 2009; GINTHER et al., 2010). A elevacéo da
amplitude dos pulsos de PGF2a, que acontece entre os dias 15 e 19 do ciclo estral, torna-
se determinante para a adequada regressdao do CL em fémeas bovinas (MCCRACKEN;
CUSTER, 1999). Os primeiros pulsos de PGFM possuem concentragdo menor que 100
pg/mL e posteriormente aumentam até aproximadamente 500 pg/mL, causando a
regressao funcional do CL (GINTHER et al., 2010).

Anélogos da PGF2a vém sendo amplamente utilizados para a sincronizacao do
estro de vacas, onde seus efeitos geram a regressdo do CL determinando o inicio de um
novo ciclo estral (PURSLEY et al., 1995; PURSLEY et al., 1997).

2.4 ACAO DOS ESTEROIDES E DA OCITOCINA NA LUTEOLISE

O E2 e a P4 sdo importantes hormdnios esteroides produzidos pelos ovarios e
que exercem controle sob o ciclo estral dos mamiferos. Durante o decorrer do ciclo estral
normal da vaca, o E2 atua promovendo as manifestacdes de estro (LYIMO et al., 2000);
enquanto a P4 exerce efeitos positivos sob o desenvolvimento da prenhez e a
sobrevivéncia embrionaria (CARTER et al., 2008).

Dentre as diversas acdes dos hormdnios E2, P4 e OT, estes tém sido relacionados
a regulacdo do inicio da secrecdo de PGF2a endometrial durante a lutedlise das fémeas
bovinas. Recentemente, diversos modelos de mecanismos controladores da luteolise tém
proposto que mudancas na expressdo dos receptores endometriais de E2, P4 e OT,
influenciam na secrecdo de PGF2a uterina e por consequéncia, na lutedlise da vaca
(SILVIA et al., 1991; AROSH et al., 2004; WEEMS et al., 2006). Em tais modelos
observou-se gque a expressdo dos receptores de E2 e OT ¢ inibida durante as fases inicial
e intermediaria do desenvolvimento do CL gracas ao efeito inibitorio causado pelas altas
concentracdes de P4 (WATHES; HAMON, 1993; IVELL et al., 2000).

O efeito exercido pela P4 envolve sua ligacdo com alta afinidade ao OXTR,
inabilitando este hormdnio de se ligar ao seu receptor, assim por consequéncia, ha uma
supressdo da producéo de IP3 e mobilizacdo de calcio que sdo necessarios para a resposta
celular (ZINGG et al., 1998). Apds a ocorréncia da ovulagdo, € necessario que o Utero
seja exposto a P4 por no minimo 10 dias, para que sejam ativados 0s mecanismos
responsaveis pela secrecdo espontanea de PGF2a. Esta maior exposi¢cdo a P4 promove o

acumulo de acido araquidénico (AA) e cicloxigenases (COXs) dentro das células
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endometriais, necessarios para a sintese de PGF2a (MCCRACKEN et al., 1984; SILVIA;
RAW, 1993).

No final do periodo luteal, os receptores de E2 no Gtero se elevam apds a
diminuicdo dos receptores de P4 e da sensibilidade uterina a P4 (MEYER et al., 1988).
Em sequéncia, a agdo do E2 circulante sobre os seus receptores endometriais, estimula a
sintese dos receptores endometriais de ocitocina, o que leva a secrecdo de PGF2a atraves
da ligacdo da OT ao seu receptor endometrial (FLINT; SHELDRICK, 1985; SILVIA et
al., 1991; MANN et al., 2001).

O E2 é sintetizado pelas células da granulosa provenientes de foliculos antrais,
em especial, pelos foliculos dominantes pré-ovulatérios (DIELEMAN; BEVERS, 1987).
Em bovinos, as concentracdes plasmaticas de E2 oscilam de acordo com as ondas de
crescimento folicular (GINTHER et al., 1989); sendo alcancada as concentracfes
plasmaticas maximas, momentos antes da ovulacdo (ROCHE et al., 1998).

Diversos estudos tém evidenciado a importancia do E2 na luteolise e para a
producdo de PGF2a pelo endométrio. Thatcher et al. (1986) administraram E2 em vacas
no dia 15 do ciclo estral e observaram o desencadeamento da lutedlise seguida da
manifestacdo de estro. Em outros estudos, a administracdo do 17p-E2 aumentou a
liberacdo de PGFM gerando um pico luteolitico (GINTHER et al., 2010). Da mesma
forma, a administracdo do 17B-E2 determinou a elevacdo da amplitude e da intensidade
do pico de PGF2a no decorrer do pico luteolitico de forma dose dependente (PUGLIESI
et al., 2011). Ainda, um Unico tratamento utilizando 0,1 mg de E2 no dia 14 apos a
ovulacdo promoveu um pulso acentuado de PGFM e a lutedlise prematura (GINTHER et
al., 2010d).

Diante desse contexto, assume-se que o E2 exerce papel fundamental na
lutedlise, entretanto, os mecanismos envolvidos em sua acéo ainda ndo foram totalmente

esclarecidos.

2.5 MECANISMOS ENDOCRINOS E MOLECULARES ENVOLVIDOS NA
SINTESE DE PGF2a

As prostaglandinas sdo compostos eicosandides bioativos provenientes de
acidos graxos formados de 20 carbonos, que através de agdes paracrinas e autdcrinas,
realizam funcdes fisiologicas e patologicas em diversos 6rgéos e tecidos do organismo
(BERGSTRON et al., 1964).
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Em ruminantes, os pulsos de OT ocorrem simultaneamente aos pulsos de PGF2a
durante a luteolise (FAIRCLOUGH et al., 1980; WEBB et al., 1981). A PGF2a produzida
pelas células endometriais e a OT luteal constituem um sistema de retroalimentacéo
positiva. Em bovinos, a administracdo de PGF2a estimula a secre¢do de OT pelo CL
(FLINT; SHELDRICK, 1982; LAMSA et al., 1989), da mesma maneira, altas doses de
OT causam o aumento da secrecdo de PGF2a (SILVIA; TAYLOR, 1989; KOTWICA et
al., 1998). Entretanto, os fatores que levam ao inicio e término da secrecdo desses
hormdnios ainda ndo foram determinados.

Os receptores endometriais de OT (OXTR) fazem parte da familia de receptores
acoplados a proteina G, e que ao serem ativados pela sua ligacdo a OT, estimulam
moléculas de sinalizacdo intracelular e proteinas da via de sintese de PGF2a (SILVIA;
HOMANICS, 1988). Um modelo celular da biossintese de PGF2a a partir do AA foi
descrito por Burns et al. (1997), representado pela Figura 1. A ativacdo dos OXTR leva
a ativacdo da proteina G, que por sua vez ativa a fosfolipase C (PLC). A PLC ativada
cliva o fosfatidilinositol bifosfato (PIP2) em inositol trifosfato (IP3) e diacilglicerol
(DAG) (TYSSELING et al., 1997). O IP3 liga-se aos seus receptores presentes no reticulo
endoplasmatico, promovendo a abertura dos canais de calcio, o que acarreta em um
aumento nas concentracdes de célcio no citosol da célula. Algumas enzimas presentes
nesta cascata sdo dependentes de calcio para sua ativacdo, dessa forma, o DAG na
presenca de calcio, leva a uma cascata de ativacdo de proteinas quinases - PRKCa,
PRKCB, PRKCy (MELLOR; PARKER, 1998) e fosfolipase A2 (PLA2). Em seguida, a
PLA2 cliva o &acido araquidénico (AA) presente na membrana plasmatica (GIMPL,;
FAHRENHOLZ, 2001; TITHOF et al., 2007). Assim, o AA livre no citosol é convertido
através da acdo da cicloxinagenase 2 (COX 2), a prostaglandina H2 (PGH2). A PGH2 ¢
entdo convertida a PGF2a através da acdo de enzimas sintases (AKR1B1 e AKR1C4)
(FORTIER et al., 2008).
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tier et. al. (2008).

Figura 1. Via de sintese de PGF2a endometrial durante a fase luteinica em fémeas bovinas.
A presenca do receptor de progesterona (PGR) inibe a a expressdo de receptor 1 de estrégeno
(ESR1). O estradiol ativa seus receptores nucleares (ESR1 e ESR2). A ativacdo de ESR1 pelo
horménio 17p-estradiol estimula a expressdo do receptor de ocitocina (OXTR). A ocitocina se
liga a0 OXTR que estimula proteina G, desencadeando a ativacdo de fosfolipase C (PLC). A
ativacdo de PLC leva a liberacdo de inositol trifosfato (IP3) e 2+ diacilglicerol (DAG) no citosol.
O IP3 prove a abertura dos canais de Ca e 0 DAG estimula uma cadeia sequencial de fosforilacao
de proteina quinase C (PRKCa, PRKCP e PRKCy), proteina quinases ativadas por mitdgenos
(MAPK) e quinases reguladas por sinal extra-celular (ERK1/2). A ERK1/2 promove ativacdo de
fosfolipase A2 (PLA2G4) que induz a liberacdo de &cido araquidénico (AA) da membrana
fosfolipidica. O AA é utilizado como substrato pela enzma cicloxigenase 2 (PTGS2) para
formacdo de prostaglandina reduzida (PGH2). As prostaglandinas F sintases da familia aldo-ceto
redutases (AKR1B1, AKR1C3 e AKR1C4) metabolizam a PGH2 em prostaglandina F2 a
(PGF2a).

Este mecanismo molecular de biossintese de PGF2a realizado a partir da
ativacdo dos OXTR € reconhecido. Comprovou-se que o estimulo exercido pelo E2 na
expressao de receptores endometriais de E2, e especialmente sob 0s OXTR, é passo-chave
para a ativacdo da via de sintese de PGF2a (FLEMING et al., 2006). Porém, os efeitos
desempenhados pelo E2 sobre outros componentes da cascata geradora de PGF2a
endometrial durante a lutedlise das fémeas bovinas ainda permanecem desconhecidos.

Com o passar dos anos, diferentes grupos de pesquisa vém estudando 0s
mecanismos de regulacdo da atividade da PKC na ativagdo da PLA2 para a sintese de

PGF2o. A sintese de PGF2a exige a ativacéo, sinalizacéo e fosforilacdo de um complexo
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conjunto de moléculas; onde ambas as enzimas quinases e fosfolipases envolvidas nesse
processo, necessitam de calcio para serem ativadas (BURNS et al., 1998). O célcio é um
importante modulador da sinalizacdo de vias moleculares, atuando na regulagdo da
atividade enzimatica a partir de sua ligagdo a sitios especificos. Nesse contexto da cascata
geradora de PGF2a, este atua como modulador na ativacdo de enzimas célcio
dependentes, em especial a PKC e PLA2 (CLARK et al., 1991).

Existem evidéncias de que o E2 atue estimulando a liberacdo de célcio
intracelular. Thomas et al. (2006) verificaram que o E2 aumentou a concentracdo de
calcio intracelular de maneira acelerada, e ativou a via de sinalizacdo da sintese de
prostaglandinas em células MCF-7 humanas. Observou-se que em explantes endometriais
bovinos tratados com ion6foro de célcio (CI) in vitro, houve um aumento da liberagéo de
PGF2a (DANET-DESNOYERS et al., 1996; BURNS et al., 1997). Verificou-se ainda
que o acréscimo de Cl ao cultivo de explantes endometriais, coletados no dia 17 do ciclo
de vacas previamente tratadas in vivo com E2, aumenta a sintese de PGF2a (MEMBRIVE
et al., 2014). O mesmo efeito tambem foi observado em células endometriais bovinas
(BEND) submetidas ao tratamento in vitro com E2 e ClI (MEMBRIVE et al., 2014).
Membrive et al. (2014) sugere um modelo, onde o E2 estimularia a sintese das proteinas
que participam da cascata geradora de PGF2a, sendo estas dependentes de calcio, assim

especificamente a PKC e PLA2.

2.6 CARACTERISTICAS DAS PROTEINAS PARTICIPANTES DA
CASCATA GERADORA DE PGF2a

2.6.1 Proteina Quinase C (PKC)

A PKC foi identificada como sendo uma proteina quinase dependente de calcio
e fosfolipidio. Nos mamiferos, foram reconhecidos 11 isotipos de PKC que foram
classificados em trés grupos de acordo com sua estrutura e caracteristica de ativacdo. O
primeiro grupo € composto pelas “PKCs convencionais” (PKCa, PKCpI, PKCBII e
PKCy) as quais sdo dependentes de célcio e ativadas pela fosfatidilserina ou diacilglicerol
(DAG). O segundo grupo é composto pelas “Novas PKCs” (PKCo, PKCS, PKCg, PKCn
e PKC0) as quais sdo independentes de calcio, mas também reguladas pela fosfatidilserina

ou DAG. O terceiro grupo é composto pelas “PKCs atipicas” que sdo independentes de

37



célcio e ndo necessitam de fosfatidilserina ou DAG para sua ativacdo (MACKAY;
TWELVES, 2007).

O dominio regulatério da PKC possui dois médulos conservados, o dominio C1
e C2. Ao contrario das “PKCs convencionais”, 0 dominio C2 das “Novas PKCs” ndo
possui amino&cidos para a ligacdo com calcio; e as “PKCs atipicas” ndo possuem o
dominio C2 completo e apenas um anel rico de cisteina no dominio C1 (NISHIZUKA,
1992; NEWTON, 1995; SCHENK; SNAAR-JAGALSKA, 1999; SHIRAI; SAITO,
2002).

A PKC € uma das trés principais quinases serina-treonina, e esta relacionada
com eventos de transducao de sinais, respondendo a estimulos hormonais caracteristicos,
neuronais e de fatores de crescimento. Sua acéo ocorre catalisando a transferéncia de um
grupo fosfato do ATP (adenosina trifosfato) a diversas proteinas substrato. A PKC
também sofre fosforilacGes antes de ser ativada, que acontece durante sua translocagéo
do citosol para a membrana da célula. Sua ativacdo e translocacdo para a membrana
plasmatica acontecem em resposta ao aumento transitorio do DAG ou devido a exposicao
a agentes exogenos, conhecidos como forbol-estéres (GRIFFIN et al., 1992; ADAMS,
2001; IBRAHIMI et al., 2004).

2.6.2 Fosfolipase A2 (PLA2)

As fosfolipases compdem uma classe de proteinas denominadas de acordo com
o sitio de clivagem sobre o qual atuam, podendo ser classificadas como do tipo Al, A2,
B, C e D (MACEDO, 2011).

As fosfolipases A2 (PLA2s) fazem parte de uma grande familia de proteinas
cujas funcBes enzimaticas sdo semelhantes e que apresentam uma consideravel
homologia em relacéo a sequéncia de aminoacidos. As PLA2s sdo enzimas que catalisam
a hidrélise especifica da ligacdo 2-acil-éster na posicao sn-2 de fosfolipideos, causando a
liberacdo de acidos graxos e lisofosfolipideos, como o acido araquiddnico e acido
lisofosfatidico, respectivamente (ARNI; WARD, 1996; KINI; EVANS, 1989; SETUBAL
et al., 2013). Os acidos graxos liberados sdo precursores de lipidios biotivos e potenciais
mediadores da inflamacdo, dor e ativacdo plaquetaria, tais como o0s eicosandides
prostaglandinas, tromboxanas, prostaciclinas e leucotrienos (DENNIS, 1997). Os
lisofosfolipideos atuam no remodelamento dos fosfolipidios de membrana e no processo

de sinalizacdo celular, participando também como precursores de mediadores lipidicos
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relacionados a proliferacdo, sobrevivéncia e migracédo celular (SCHALOSKE; DENNIS,
2006; SIX; DENNIS, 2000).

Schaloske e Dennis (2006) propuseram a atual classificacdo das PLAZ2s
baseando-se em sua origem, mecanismo catalitico e suas caracteristicas funcionais e
estruturais. Tal designacéo utiliza algarismos romanos e letras arabicas pré-estabelecidas.
Sendo assim, a superfamilia das PLA2s pode ser dividida em 15 grupos (GI-GXV) e seus
subgrupos, e compreende cinco tipos distintos de enzimas, sendo elas: PLA2s citosdlicas
(cPLA2s), PLA2s independentes de Ca?* (iPLAZ2s), acetilhidrolases de fatores ativadores
de plaquetas (Platelet-activating factor acetylhydrolase — PAF-AH), PLA2s lisossomais
e PLAZ2s secretadas (SPLAZ2s).

As cPLA2s sdo proteinas citosélicas grandes, com massa molecular que varia
entre 61 e 114 kDa, sitio catalitico apresentando residuos de serina e aspartato, e atuam
hidrolisando preferencialmente fosfolipidios contendo acido araquiddnico na posi¢ao sn-
2. Ainda que ndo dependam de Ca?* para sua catalise, as CPLA2s necessitam deste ion
para se translocarem para membranas intracelulares através do dominio C2
(SCHALOSKE; DENNIS, 2006). A cPLA2 é a principal enzima que inicia o
metabolismo do &cido araquiddnico (AA). Sua acdo consiste em clivar o AA dos
fosfolipidios de membrana, sendo tal funcédo essencial para o desempenho das atividades
reprodutivas, uma vez que esta é a enzima de maior importancia em respostas originadas
por estimulos celulares e que levam a sintese de prostaglandinas (MURAKAMI; KUDO,
2002).

2.6.3 Prostaglandina sintetase 2 (PTGS2) ou Cicloxigenase 2 (COX-2)

A cicloxigenase (COX), também conhecida como prostaglandina sintetase ou
prostaglandina endoperéxido sintetase, em 1972, foi identificada como sendo a principal
enzima responsavel por converter o AA em prostaglandina H2 - PGH2 (SMITH; LANDS,
1972). A mesma foi purificada em 1976 a partir de vesiculas seminais de ovelhas
(HEMLER; LANDS, 1976; MIYAMOTO et al., 1976).

Ainda que a velocidade de sintese de PGH2 dependa primeiramente da
disponibilidade de AA livre, a cicloxigenase é considerada como enzima limitante da
velocidade na via de biossintese de prostaglandinas e tromboxanos a partir do AA. A
cicloxigenase é uma enzima bifuncional que possui duas atividades enzimaticas que
ocorrem em dois sitios cataliticos diferentes (VANE et al., 1998; SIMMONS et al., 2004);

39



a “atividade de cicloxigenase” que catalisa a oxidacdo e ciclizacdo do AA em
hidroperoxido prostaglandina G2 (PGG2); e a “atividade de peroxidase” que catalisa a
peroxidacdo do PGG2 a hidroxiperoxido prostaglandina H2 (PGH2). A PGH2 é
quimicamente instavel e € rapidamente convertida pela acdo de sintases especificas em
diversos tipos de prostaglandinas e tromboxanos, como a prostaglandia E2 (PGE2),
prostaglandina F2a (PGF2a), prostaglandina D2 (PGD2), prostaglandina 12 (PGI2) e o
tromboxano A2 - TXA2 (GUPTA, DUBOIS, 2001).

A COX-2 pode ser estimulada na presenca de citocinas como a interleucina 1 e
2 e TNF, ésteres do forbol, fatores de crescimento e endotoxinas, sendo expressa
principalmente em células envolvidas no processo inflamatério, tais como macréfagos,
mondcitos e sinovidcitos. A expressdo da COX-2 pode ser blogueada por
glicocorticoides, interleucina-4, interleucina-13 e interleucina-10, enquanto que a
prostaglandina E2 (PGE2) promove a regulacdo (up-regulation) de sua expressao
(KUJUBU et al., 1991; XIE et al., 1991; FITZGERALD et al., 2001; MEADE et al.,
1993; MORISSET et al., 1998).

2.6.4 Aldo-ceto redutases - AKR1B1 e AKR1C4

As Aldo-ceto redutases fazem parte de uma superfamilia de enzimas que
compartilham caracteristicas estruturais e funcionais, e possuem mais de 114 proteinas.
Com o rapido crescimento desta superfamilia, tornou-se necessario estabelecer uma
nomenclatura sistematica baseando-se na semelhanca entre as sequéncias de aminoacidos
(JEZ et al., 1997; LAMBERT-LAMGLAIS et al., 2009), a qual é periodicamente
atualizada (JEZ; PENNING, 2001).

Estabelecer a habilidade e a funcdo destas enzimas no metabolismo do carbonil
sdo importantes, porém ha uma dificuldade devido a grande quantidade de substratos
presentes na maioria das AKRs e na presenca de mais de um tipo de AKR em cada célula.
Embora exista uma consideravel sobreposicdo funcional, a estrutura tridimensional das
AKRs diferencia-se das proteinas que fazem parte da familia das
desidrogenases/redutases de cadeia curta (JORNVALL et al., 1995).

As enzimas AKR1B1, AKR1C3 e AKR1C4 fazem parte da familia aldo-ceto
redutase e participam da via de sintese de prostaglandina, convertendo a PGH2 & PGF2a
(ACTIVITY etal., 1998). Nos mamiferos, a sintese de PGF2a. pelo Utero esta relacionada

a regulacdo do ciclo ovariano (MADORE et al., 2003), e sobre sua atuacdo no CL,
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levando ao término o ciclo estral (MCCRACKEN et al., 1999). Além de ser encontrada
na placenta, a enzima AKR1B1 é altamente expressa no endométrio durante a lutedlise,
indicando que a expressdo desse gene pode estar correlacionada a falhas na concepcéo
(MADORE et al., 2003).

3. HIPOTESE

A hipétese, representada na Figura 2, é que o 17p-E2 no D15 (DO = dia do estro)
modula, em novilhas de corte, a expressdo génica de moléculas envolvidas na sintese de
PGF2a no endométrio bovino, promovendo aumento na concentracdo de PGFM e na
expressao de componentes da cascata da sintese PGF2a, com um aumento da abundancia
1,5 horas apos a aplicacdo de 17B-E2 e com 0 maximo de abundancia 3 horas apés a
aplicacdo do mesmo, em relacéo as proteinas quinase C (PKCa e PKCp) e fosfolipase A2
(PLA2G4), todas dependentes de calcio para a ativacao.

£ PRKCa 4 PRKCa
TPRKCE  “MPRKCB

TPLA2G4 @ PLA2G4
T AKR1B1 1 AKR1B1

T AKR1IC4 T AKR1IC4
1 PTGS2 1 pTGS2

Concentracdes plasmaticas de PGFM (pg / mL)

oh 1,5h 3h

17B'-E2 Tempo de tratamento com 17B-E2 (horas)

Figura 2. Modelo Hipotético. Fémeas bovinas tratadas com 1 mg de 17p -estradiol, via
intramuscular, no D15 (DO = dia do estro) apresentam aumento nas concentracdes de PGFM e na
expressdo de componentes da cascata da sintese PGF2a, com um aumento da abundancia 1,5
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horas ap6s a aplicagdo de 17 -estradiol e com o maximo de abundancia 3 horas ap6s a aplicacdo
de 17pB-estradiol, especificamente as proteinas quinase C (PKCa, PKCp e PKCy) e fosfolipase A2
(PLA2G4), todas dependentes de célcio para a ativagéo.

4. OBJETIVOS

Objetivou-se avaliar os efeitos da administragédo IM de 17B-E2, em vacas de
corte no dia 15 do ciclo estral, na expresséo génica das enzimas PKCa, PKCp, PLA2 G4,
AKR1B1, AKR1C4 e PTGS2 (COX 2), todas integrantes da cascata geradora de PGF2a,
através das técnicas de qPCR. Para tanto, objetivou-se avaliar: (1) a concentracdo
plasmética de 13,14-dihydro-15-keto-PGF20 (PGFM); (2) concentracdo plasmatica de
P4; (3) tamanho e perfusdo sanguinea do corpo liteo e (4) abundancia dos transcritos
diretamente relacionados a sintese de PGF2o (PKCo, PKCpB, PLA2G4, AKR1B1,
AKR1C4 e PTGS2).

5. MATERIAL E METODOS

5.1 LOCAL DO EXPERIMENTO

O manejo dos animais, a coleta dos materiais biologicos e as analises pela técnica
de qPCR foram realizados na Universidade de Sdo Paulo (USP), na Faculdade de
Medicina Veterinaria e Zootecnia, no Centro de Biotecnologia em Reproducdo Animal,
Pirassununga/SP, Brasil. As mensuracdes de PGFM e P4 por ELISA foram realizadas na
Texas A & M University, College Station, Texas, EUA; com a colaboracao do Prof. Dr.
Ky Pohler. A andlise estatistica dos dados foi realizada com a colaboracdo da University

of Florida, Gainesville, Flérida, EUA, pelo P6s-doutorando Thiago Martins.

5.2 ANIMAIS

Foram utilizadas inicialmente 50 novilhas Nelore (Bos taurus indicus), com
idade média de 24 meses, ndo gestantes, ndo lactantes, ciclicas e com escore de condi¢do
corporal entre 3 e 3,5; utilizando uma escala de 1 a 5 (WILDMAN et al., 1982). Os
animais foram alojados em piquetes contendo pastagem de braquiaria (Brachiaria sp.),
onde receberam suplementacéo mineral e agua ad libitum. A coleta do material biol6gico

foi realizada em novembro de 2018 e novembro de 2019. As praticas envolvendo 0s
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animais foram aprovadas pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da
Universidade Estadual Paulista (UNESP), Campus de Dracena/SP (Certificado n°
31/2018).

5.3 SINCRONIZACAO DOS ESTROS

Conforme ilustrado na Figura 3, as fémeas foram submetidas a implantacdo de
um dispositivo intravaginal mono dose contendo progesterona (0,558g P4; Cronipress®,
Biogénesis Bagd), momento em que também receberam uma injecdo de benzoato de
estradiol (1,0 mg; IM; Sincrodiol®, Ouro Fino Saide Animal) e D-cloprostenol (0,075
mg; Croniben®, Biogénesis Bagd), ambos via intramuscular (IM). Ap6s 6 dias da
implantacéo do dispositivo, aplicou-se D-cloprostenol (0,075 mg; Croniben®, Biogénesis
Bago), via IM. Apds 48 horas, o dispositivo intravaginal foi removido e aplicou-se
novamente D-cloprostenol (0,150 mg; Croniben®, Biogenesis Bagd), via IM. Nesta
ocasido, foi inserido um adesivo na base da cauda com a finalidade de identificacdo do
estro (Boviflag Red Estrus Detector - ABS Pecplan).

5.4 OBSERVACOES DE ESTROS

Conforme ilustrado na Figura 3, apds 24 horas da ultima injecdo de D-
cloprostenol, iniciou-se as observagdes de estro, que foram realizadas 2 vezes ao dia
(07:30 e 16:30 h), a cada 12 horas, por 40 minutos, durante 4 dias consecutivos. As vacas
observadas aceitando monta ou com aproximadamente 50% ou mais do revestimento de
prata removido do adesivo Boviflag foram consideradas em estro e este dia foi
considerado dia 0. As fémeas que apresentaram estro, foram submetidas a exames
ultrassonograficos para a identificacdo da ovulacdo. Participaram deste estudo as fémeas
gue manifestaram estro e que posteriormente ovularam. Das 50 novilhas sincronizadas,

apenas 46 tiveram o estro detectado e ovularam.
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Figura 3. Esquema ilustrando protocolo de sincronizacao de estro que se iniciou pela insercdo do
dispositivo intravaginal de liberacdo de P4 mono dose (0,558g P4; Cronipress ®, Biogénesis
Bagd), D-cloprostenol (0,075 mg; Croniben®, Biogénesis Bago) e Benzoato de Estradiol (1 mg;
Sincrodiol®, Ourofino), ambos via intramuscular (IM). Seis dias apds (D-6), administrou-se D—
cloprostenol (0,075 mg; Croniben®, Biogénesis Bag0d) via IM e avaliou-se os ovarios para
verificar a presenca e funcionalidade do CL atraves de ultrassonografia transretal. No 8° dia (D-
8), retirou-se o implante de P4 e administrou-se administrado D—cloprostenol (0,150 mg;
Croniben®, Biogénesis Bagd), e realizou-se a colocacdo da fita de identificacdo dos estros
(Boviflag, ABS) e avaliacdo dos ovarios através de ultrassonografia transretal. A partir do 9° dia,
foi realizada observacgdes de cio diarias durante 30 minutos (inicio da manha e final da tarde) e
checagem da ovulagéo a cada 12 horas (*). O dia da identificacdo do estro foi determinado como
DO. Entre o0 D14 ao D23 p6s estro, foram realizadas diariamente coletas de sangue e avaliagdes
ultrassonograficas modo Doppler do CL (*). Quinze dias ap6s o estro, 0s animais foram divididos
em Grupo Estradiol e Controle para receberem os tratamentos. Neste mesmo dia, foram realizadas
coletas seriadas de sangue e coleta de fragmentos endometriais através de bidpsia uterina.

5.5 AVALIACOES ULTRASSONOGRAFICAS

Para as avaliacbes ultrassonograficas utilizou-se o equipamento ultrassom
Doppler acoplado a probe linear de 5 MHZ modo-B (MyLab30 Vet Gold; Esaote
Healthcare, Genova, Italy). Conforme representado na Figura 3, A partir do 10° dia do

inicio do protocolo de sincronizacéo, foram realizadas avaliag@es diarias dos ovarios para
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mensuracao dos foliculos com a finalidade de identificar a presenca do foliculo dominante
(FD com didmetro > 7,5mm) e determinar a ovulagdo, através do desaparecimento do FD.
Entre 0 D14 e D23 (DO = dia do estro), foram realizadas mensuracdes da area e do fluxo
sanguineo do CL para determinar a % de animais com corpo ldteo ativo. Os corpos liteos
cavitarios tiveram a area da cavidade subtraida da area total do CL (KASTELIC, 1990).
A luteolise estrutural foi definida pela avaliacdo das variaveis de area e fluxo sanguineo
do CL. O fluxo sanguineo do CL foi mensurado pela % de pontos coloridos em relacdo a
area do CL (GINTHER et al., 2007). Considerou-se luteolise estrutural e presenca de CLs
inativos, quando o CL atingiu valor de area inferior a 2 cm? e fluxo sanguineo do CL
menor ou igual a 25% (PUGLIESI et al., 2014). A lutedlise funcional foi determinada no
dia em que as concentracdes de P4 atingiram valores inferiores a 50% da média da
concentracédo de P4 no dia 14 e 15 ap0s o estro. As analises pertinentes a luteolise, faléncia
estrutural e funcional do CL, foram realizadas nos diferentes dias do ciclo estral, tendo
como referéncia inicial o dia do estro (DO0). Para as analises de variaveis continuas como

area, fluxo sanguineo e concentracao de P4, levou-se em consideracgéo o dia do estro (D0).

5.6 TRATAMENTO IN VIVO

Conforme representado na Figura 3, no dia do estro (D0) as novilhas (N=46)
foram divididas aleatoriamente e equitativamente em dois grupos experimentais: Grupo
Controle (C) ou Estradiol (E). Os tratamentos foram realizados no dia 15 apds o estro
(D15). O momento do tratamento foi definido como o tempo zero hora (0h). Os tempos
1,5h e 3h correspondem ao periodo ap6s o tratamento. Os animais do grupo estradiol
(N=24) receberam por via intramuscular, 1mg de 17B-E2 diluido em 2 mL de 6leo de
gergelim puro (Sesamum Indicus L. — Pedaliaceae, GRAM OILS, Cat. No. ODGNG1),
conforme estabelecido por Pugliesi et al. (2011). Concomitantemente, 0s animais do
grupo controle (N=22) receberam, via intramuscular, uma injecdo de apenas Gleo de

gergelim.

5.7 COLETA DAS AMOSTRAS DE SANGUE

Para mensuracao da concentracdo plasmatica de P4 e caracterizagdo da lutedlise
funcional, foram realizadas coletas de sangue diarias de cada animal, do D14 ao D23

(Figura 3). Para a quantificacdo plasmatica de PGFM, foram realizadas coletas seriadas
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de sangue, no dia 15 ap0s o estro, dia em que 0s animais receberam os tratamentos, a cada
hora do tempo 0 ao tempo 7 horas depois da aplicagéo do tratamento (Figura 4). Foram
escolhidos 5 tempos de coleta para caracterizacdo da liberacdo de PGFM por ensaio
imunoenzimatico (ELISA). Os tempos escolhidos para anélise foram: Oh, 3h, 4h, 6h e 7h.
Todas as amostras de sangue foram obtidas através de puncdo da veia jugular, sendo
coletados aproximadamente 10 mL/animal em tubos contendo heparina. Imediatamente
apods a coleta, as amostras foram acondicionadas a 4°C e enviadas ao laboratério para
centrifugacdo a 1500g durante 30 minutos, a 4°C. Apo6s a centrifugacdo o plasma foi
imediatamente aliquotado em microtubos e armazenados a -20°C até o0 momento das

analises de quantificacdo de P4 e PGFM.

5.8 BIOPSIA UTERINA PARA OBTENCAO DOS FRAGMENTOS
ENDOMETRIAIS

Para obtencdo dos fragmentos endometriais, os animais foram submetidos a
anestesia epidural utilizando 0,06g de cloridrato de lidocaina imediatamente antes do
procedimento de bidpsia (Lidovet, Bravet, Rio de Janeiro, Brasil). As bidpsias
endometriais foram realizadas utilizando uma pinca Forceps, por via transcervical
(PUGLIESI et al., 2014). Os fragmentos foram obtidos do terco médio do corno uterino
ipsilateral ao ovario contendo o CL, e apresentavam aproximadamente 4 mm x 4 mm de
dimensdo. Conforme representado na Figura 4, as coletas foram realizadas 1,5 ou 3 horas
apos a administracdo dos tratamentos, onde cada novilha foi submetida a coleta de um
fragmento endometrial em apenas um dos momentos (1,5 h ou 3 h apos o tratamento).
Assim, as novilhas do Grupo Estradiol (N=24) foram submetidas a biopsia na Hora 1,5
(E 1,5h; N=10) ou na Hora 3 (E 3h; N=11). As novilhas do Grupo Controle (N=22) foram
submetidas a bidpsia na Hora 1,5 (C 1,5h; N=8) ou na Hora 3 (C 3h; N=8). Os tecidos
coletados foram entdo acondicionados em criotubos e armazenados inicialmente em
nitrogénio liquido (-196C°) e posteriormente a -80C° até o momento das analises de

expressao génica e proteica.
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Figura 4. Detalhamento do procedimento experimental de coleta de sangue e biopsia endometrial.
O momento zero hora foi definido como 0 momento em que 0s animais receberam os tratamentos
(Estradiol e Controle). O Grupo Controle recebeu 2 mL (IM) de 6leo de gergelim puro. O Grupo
Estradiol recebeu 1 mg de 17f -estradiol (IM) diluido em 2 mL de 6leo de gergelim puro. Os
animais dos Grupos Estradiol e Placebo foram novamente divididos em subgrupos para coleta de
bidpsia endometrial nos tempos 1,5 e 3 horas pds tratamento. Cada animal foi submetido a coleta
de fragmento endometrial em apenas um momento. Amostras de sangue seriadas foram coletadas
em todos os animais, simultaneamente, nos momentos zero, 3, 4, 6 e 7 horas (*).

5.9 MENSURACAO DAS CONCENTRACOES PLASMATICAS DE P4 POR
RADIOIMUNOENSAIO

A concentracdo sérica de P4 foi quantificada pela técnica de Radioimunoensaio
(RIA) utilizando um kit RIA de anticorpo duplo (MP Biomedicals, Costa Mesa, CA),
conforme validado por Pohler et al. (2014). A concentracdo de P4 foi determinada
utilizando aliquotas de 100 puL de soro em triplicata utilizando RIA de anticorpo duplo,
de acordo com o protocolo descrito pelo fabricante (MP Biomedicals, Costa Mesa, CA,
Cat. No. 07-170105). Foram adicionados aos tubos de ensaio em triplicata a concentragédo
padrdao de P4 (0,005, 0,01, 0,02, 0,05, 1,0, 2,5, e 5 ng/tubo — dados fornecidos pelo

fabricante) e volumes crescentes de soro de P4 (25, 40, 60 e 100 pL), e o volume total foi
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ajustado para 100 puL/tubo com solucdo tampéo constituida por 0,1% de gelatina, 0,01 M
EDTA, 0,9% NACL, 0,01 M PO, 0,01% azida de sddio e 0,05%, Tween-20, pH = 7,1
(PABET). Anti-soro primario anti-P4 (200 pL; MpBio, Cat. No. 07-170105) foi ent&o
adicionado a cada tubo, com excecdo dos tubos de ligagdo total e inespecifica. Logo apos,
100 pL de 125I-progesterona (MpBio, Cat. No. 07-170105) foram adicionados a todos 0s
tubos e incubados a 37 ° C por 1 h. O complexo antigeno-anticorpo foi precipitado ap6s
uma incubacdo de 15 min, 22 °C com 100 pL de um segundo anti-soro, por centrifugacao
a 3.750 g por 30 min a 4 °C, e o sobrenadante foi descartado por aspiragdo. Os tubos de
ensaio contendo o complexo antigeno-anticorpo primario precipitado foram contados
durante 1 min em um contador gama LKB1277 (LKB Wallac, Turku, Finlandia). Os
padrdes e as aliquotas combinadas de soro foram lineares (transformacéo log / logit; R2
> 0,99) e paralelos sobre uma massa de 0,005 a 5 ng/tubo e um volume sérico de 25 a 100
uL, respectivamente. A ligacdo especifica total foi em media de 40% e a concentracao
minima detectavel do ensaio foi de 0,005 ng/tubo. As variacdes intraensaio foram de 4,7%

e as variacdes inter-ensaios foram de 10%.

5.10 MENSURACAO DAS CONCENTRACOES PLASMATICAS DE PGFM
POR ELISA

A quantificacdo de PGFM foi realizada nas amostras de plasma segundo a
metodologia proposta por Ginther et al. (2010). Os padrées foram preparados utilizando-
se 1 mg PGFM (PGFM Sigma-Aldrich Chemical Co.; MO, Cat. No. 4143), diluida em
200ul de dioxano (Fisher Cientific Fair Law, NJ), seguido pela adicdo de 5 pL de
tributilamina (Sigma Aldrich) e 2,6 uL de cloroformato de isobutil (Sigma Aldrich) e
prosseguido pela incubagdo a 15°C por 1h. A horseradish peroxidase (HRP; 15mg; Tipo
1; Sigma Aldrich) foi preparada por uma solugdo com proporcdo de 1:1 de dioxano e
0,5% de bicarbonato de sddio para a obtencdo de um volume final de 700uL. Os 200uL
de solucdo contendo PGFM foram adicionados vagarosamente em 700uL da solucdo de
HRP e incubados por 2 horas a 4°C para a preparacéo da solucdo PGFM-HRP. Plasma de
bovino tratado com banamine, isento de PGFM, foi utilizado como matriz para diluicao
da curva padrdo, onde utilizou-se a concentracgao de 19,5 a 10000 pg/mL de PGFM. Todas
as amostras foram submetidas a extracdo. As amostras tiveram o pH ajustado para 3,0 e
utilizou-se 2 mL de éter para extracdo, seguido por agitacdo em vértex durante 1 minuto

e evaporacdo durante a noite. Apos a evaporacdo do éter, 250 pL de tampdo foram
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adicionados a cada tubo, seguido por agitacdo em vArtex por 2 minutos e incubacao por
1 hora em temperatura ambiente. O tamp&o carbonato de sodio (0,5 M; pH 9,6) foi
utilizado para a dilui¢do do anticorpo secundario (2 pg/mL). A placa contendo anticorpo
secundario permaneceu em incubacdo durante a noite. No dia seguinte foi preparado o
tampdo para o ensaio de ELISA, contendo: MOPS (0,04 M), cloreto de sodio (0,12 M),
EDTA (0,01 M), Tween 20 (0,05%), digluconato de clorexidina (0,005%) em pH 7,4 e
gelatina (0,1%). Todos os pogos da placa foram lavados com tampdo de lavagem por trés
vezes. Diluiu-se o anticorpo primério (cedido gentilmente pelo Prof. Dr. W. W. Thatcher,
University of Florida) em tamp&o de ensaio de ELISA (1:2000) que foi colocado em todos
0S pogos, exceto non specific binding (NSB). A placa permaneceu sob incubacgéo por 1,5
horas em temperatura ambiente.

Apos a incubacdo, lavou-se novamente a placa por 3 vezes com tampéo de
lavagem. Em seguida foram adicionados 100uL de amostras, controle e padrdo e realizou-
se incubacgédo por 30 minutos. Em seguida, 50uL de PGFM-HRP foram adicionados em
cada poco da placa que foi mantida em temperatura ambiente e incubada por 1 hora. A
placa foi lavada 4 vezes, posteriormente adicionou-se 125 pL de substrato colorimétrico
(TMB) que permaneceu em incubacéo, na estufa, por 20 minutos a 37 °C. A reacédo da
TMB determina a cor azul. Foi utilizado 50uL de solucdo contendo 0,5 M de &cido
sulfurico para cessar a reacdo. A densidade dptica foi quantificada por ondas com 450 e
600 nm de comprimento. A sensibilidade do ensaio foi de 12,04 pg/mL e as variacGes

intraensaio foram de 9,24% e as variacdes inter-ensaios foram de 14,32%.

5.11 AVALIACAO DE TRANSCRITOS POR gPCR

A abundancia de transcritos de nove genes (Tabela 1) foi avaliada nos grupos E
1,5h (N=10); E 3h (N=11); C 1,5h (N=8) e C 3h (N=8).

Extracdo de RNA. Para a extracdo de RNA, o tecido endometrial obtido pelas
bidpsias uterinas foi previamente macerado. Para isso, as bidpsias foram submersas em
nitrogénio liquido e maceradas segundo a metodologia descrita por Oliveira et al. (2015).
Cada fragmento macerado possuia cerca de 50 a 100 mg. A extracdo do RNA foi realizada
através da maceracgdo dos fragmentos endometriais obtidos por meio de bidpsia uterina.
Para isso, os fragmentos endometriais foram retirados dos criotubos de armazenamento e
colocados em placa de petri (60x15 mm). Com o auxilio de agulha e lamina de bisturi foi

realizada a maceracdo do tecido. Cada fragmento macerado possuia cerca de 50 a 100
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mg. Em seguida, para a extragdo de RNA foi utilizado o reagente Trizol (TRIzol® LS
Reagent, Invitrogen™, Cat. No. 10296010), seguindo o protocolo de extracdo descrito
pelo fabricante.

Tratamento com DNAse. Ao término da extracdo, as amostras foram tratadas
com enzima DNAse (DNase |, Amplification Grade, Invitrogen™, Cat. No. 18069-015),
também de acordo com as especificacfes do fabricante. As amostras de RNA foram
diluidas para obtencdo da concentracdo de 100ng/pL de RNA total, em um volume de
8uL. A sequir, foi adicionado 1uL de 10X DNase | Reaction Buffer e 1uL de DNase I,
Amp Grade (Deoxyribonuclease I, Amplification Grade; Invitrogen™, Cat. No. 18068-
015), alcangando o volume final de 10uL de amostra. As amostras de RNA foram tratadas
com DNAse (Cat. No. 12185, PureLink™ DNase, Invitrogen, Carlsbad, U.S.A.) durante
0 procedimento de extragdo, conforme indicacGes do fabricante. O referido Kit
possibilitou a separacdo de RNA, DNA e proteina.

Sintese de cDNA. Para a sintese de cDNA, utilizou-se ‘High Capacity cDNA
Reverse Transcri¢cdo Transcriptiont kit” (Applied Biosystems™, Cat. No 4368814) para
0 preparo de 10 pL de solucdo Master Mix de Transcricdo Reversa (RT) para cada
amostra. Foram adicionados 10 puL de Master Mix RT junto a 10 uL de solucéo de cada
amostra contendo RNA em placa livre de nucleases (MicroAmp™ Fast Optical 96-
Well Reaction Plate, Applied Biosystems™, Cat. No. 4346907), que em seguida foi
colocada em termociclador com gradiente (Step One Plus™ Real Time System, Applied
Biosystems®, Life Technologies Corporation, Cat. No. 4376600) para RT. Todas as
amostras contendo Master Mix RT foram submetidas aos seguintes ciclos de temperatura:
25°C durante 10 minutos, 37°C durante 120 minutos, 85°C durante 5 minutos e 4°C
infinito. Em seguida, as amostras foram acondicionadas a -20°C

Preparacdo dos primers. Os primers utilizados foram obtidos na literatura
cientifica e 0s que ndo puderam ser encontrados em literatura, foram desenhados e
validados de acordo com Oliveira et al., 2017 (Tabela 1). Neste estudo foram utilizadas
as sequéncias de primers descritos na Tabela 2. A diluicdo dos primers foi realizada
utilizando-se 4gua DEPC (livre de nucleases) para a obtencdo da solucdo de trabalho.
Para isso, foram adicionados 180 pL de &gua DEPC a 20 uL de primer da solugédo de
estoque (100 uM) para obtencdo de um volume total de 200 pL de solugdo de trabalho
(10 uM). Ambas as solucGes foram armazenadas a -20°C. Cada poco da placa foi
composto por 2 uL de cDNA diluidas na concentracdo de 1:80. A cada amostra foi
adicionado 8 pL de solugédo Master Mix (PowerUp™ SYBR™ Green Master Mix,
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Applied Biosystems™, Cat. No. A25742) contendo as sequéncias reverse e forward de
cada primer e 4gua DEPC; chegando a um volume total em cada poco de 10 uL. Para o

controle negativo, foi substituida a solu¢do de cDNA diluida por 2 uL de &gua DEPC.

o1



Tabela 1. Sigla da proteina, nome da proteina, sequéncia dos primers forward (F) e reverse (R), identificacdo representativa (ID), nimeros de pares de bases
(PB) e eficiéncia da curva para 0s genes testados

Simbolo Nome da proteina Sequéncia de primes Foward (F) e Reverse (R) Identificagédo Pares de Eficiéncia da
da representativa (ID)| bases (PB) curva padrao
proteina
PKCa A Proteina quinase C alfaG PRKCo_F TGCAAAGGGCTGATGACCAAGCA NM_174435.1 110 97.2
PRKCa_R AGCTTCTCCCAGTCGATCCTCCG
PKCB A Proteina quinase C BetaG PRKCP_F GGGAGAGGAGAGCACCGTGCG NM_174587.1 151 104.4
PRKCB R CTTCCCGAAGCCCCAGATGAAGTC
PLA2G4 A Fosfolipase A2, grupo IV PLA2G4_F GATGCCGCTGTCGCAGATCCTG NM_001075864. 1 96 105.8
PLA2G4_R TGTGAGGCCACTGTCCACCACAT
AKR1B1 B Aldo-ceto redutase familia 1, membro B1 AKR1B1_F ATACAAGCCGGCGGTTAAC NM_001012519 188 93.9
AKR1B1_R TGTCTGCAATCGCTTTGATC
AKR1C4 C Aldo-ceto redutase familyl, member C4 AKR1C4_F TCCTGTCCTGGGATTTGGAACCTT NM_181027.2 166 102.2
AKR1C4_ R ATCGGCAATCTTGCTTCGAATGG
C
PTGSE/COX C Prostaglandina endoper6xido sintase 2 PTGS2_F CCAGAGCTCTTCCTCCTGTG NM_174445.2 161 100,8
PTGS2_R GGCAAAGAATGCAAACATCA
PPIA D peptidilpropil isomerase A (ciclofilina A) PPIA_F GCCATGGAGCGCTTTGG NM_178320.2 63 97.9
PPIA_ R CCACAGTCAGCAATGGTGATCT
RPS18 E Ribosomal Protein S18 £ RPS18_F TGGAGAGTATTGCGCCTTCTC AY_786141.1 79 97.9
RPS18 R CACAAGTTCCACCACACTATTGG
GAPDH E Glyceraldehyde-3-Phosphate Dehydrogenase GAPDH_F GCCATCAATGACCCCTTCAT NM_001034034.2 69 99.9
GAPDH_R TGCCGTGGGTGGAATCA

Adaptado de OLIVEIRA, M. L., 2017. Letras sobrescritas no nome da proteina: PrimerQuest;

al., 2006; £ Sa Filho et al., 2017.

A B

C

Ulbrich et al.,2009; Oliveira et al., 2015;

Bettrrgowda et
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Reacdo em cadeira da Polimerase em tempo real (QPCR). Para a reacdo de
gPCR foi utilizado o termociclador Step One Plus™ Real Time System (Applied
Biosystems®, Life Technologies Corporation, Cat. No. 4376600), com a programacao
dos seguintes ciclos de temperatura: 95°C durante 10 minutos, seguido de 40 ciclos a
95°C durante 15 segundos e 60°C durante 1 minuto. Logo ap6s a amplificacdo, a placa
permaneceu a 95°C durante 15 minutos, 60°C durante 1 minuto e novamente 95°C

durante 15 minutos, para obtencdo da curva de dissocia¢éo (“Curva Melt”).

5. 12 ANALISE ESTATISTICA

Todas as analises estatisticas foram realizadas utilizando o SAS (verséo 9.4, SAS
Institute Inc., Cary, NC, USA) considerando a novilha como unidade experimental e um
delineamento inteiramente casualizado.

As variaveis dependentes continuas (area e fluxo do CL, concentracdes de
PGFM e P4) foram analisadas como medidas repetidas no tempo utilizando o PROC
MIXED e o comando REPEATED. Considerou-se no modelo como efeito fixo as
variaveis: tratamento (administracdo de Placebo ou 17p-estradiol), dia e a interacdo entre
tratamento e dia. O efeito aleatorio de novilha dentro de tratamento foi utilizado como
erro termo para se determinar o efeito da administracdo do 17p-estradiol. A estrutura de
variancia-covariancia empregada em cada modelo foi selecionada de acordo com menor
valor do critério de informacéo corrigido de Akaike (AICC). Para as variaveis area e fluxo
do CL, utilizou-se as estruturas ARMA(1,1) e ARH(1), respectivamente. Para as variaveis
PGFM e P4, foram utilizadas as estruturas TOEPH e ARH(1), respectivamente. A
premissa de normalidade do residuo foi checada pelos graficos de diagnéstico do PROC
MIXED e pelo teste Shapiro-Wilk do PROC UNIVARIATE utilizando o residuo
estudentizado (output do PROC MIXED). A premissa foi atendida, quando as variaveis
area CL e P4 foram transformadas utilizando logaritmo natural, e as variaveis PGFM e
fluxo foram transformadas utilizando raiz quadrada.

A variavel abundancia de transcrito (genes: PRKCA, PRKCB, AKR1B1,
AKR1C4, PLA2G4A e PTGS2) foi analisada utilizando o PROC MIXED. Foi
considerado, um arranjo fatorial 2 x 2 para essas anélises. Os efeitos fixos: administracdo
de Placebo ou 17p-estradiol de transcrito (genes: PRKCA, PRKCB, AKR1B1, AKR1C4,
PLcdo, foram considerados nos modelos. As premissas de normalidade do residuo

(Shapiro-Wilk) e homogeneidade das variancias (teste de Welch) foram checadas.
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Quando néo atendidas, as variancias residuais eram primeiramente modeladas utilizando
a op¢do GROUP=Tratamento do comando REPEATED. Logo apds, procedia-se a
checagem do AICC, quanto menor melhor, e das premissas. Persistindo o problema, os
dados eram transformados utilizando Log, raiz quadrada e inversa, sendo entdo
reanalisados.

As variaveis dependentes discreta, momento da lutedlise (estrutural e funcional),
foram analisadas pelo PROC NPARIWAY, pois ndo seguiram a distribuicdo de Gauss.
Adicionalmente, os dados de lutedlise estrutural foram selecionados para analise de
distribuicdo do momento da lutedlise. Para isso, foi feita uma andlise de curva de
sobrevivéncia utilizando PROC LIFETEST para estabelecer o efeito dos grupos placebo
e estradiol sobre a incidéncia de luteblise entre os dias 15 e 24.

A opc¢do Kenward-Roger de ajuste dos graus de liberdade do denominador foi
incorporado em todos os modelos do PROC MIXED. Os efeitos das variaveis
independentes no PROC MIXED foram determinados pelo teste F utilizando a soma de
quadrados tipo IlIl. Quando necessario, o comando SLICE foi adicionado ao
procedimento, para identificar o efeito de tratamento dentro da variavel, dia. Os
resultados foram reportados como LSMEANS + EPM. Em todos os casos uma
probabilidade < 0.05 indicou que a diferenca foi significativa e entre 0,05 > P < 0,10

indicou que diferenca tendeu a ser significativa.

6. RESULTADOS

6.1 MOMENTO DA LUTEOLISE FUNCIONAL E ESTRUTURAL

Neste estudo, a hipdtese testada é que a administracdo de 17p-E2 no D15 seria

capaz de antecipar a regressao luteal, conforme ilustrado na Tabela 2.
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Tabela 2. Dias da lutedlise funcional e estrutural (média £ EPM) em novilhas Nelore
tratadas com 17 -Estradiol (Grupo Estradiol) e ndo tratadas (Grupo Controle) no dia D15
apos o estro.

Parametro avaliado Grupo Controle Grupo Estradiol Valor de P
Luteolise Funcional* 18,21 + 0,24 dias 17,07 + 0,43 dias 0,006
Lutedlise Estrutural® 19,68 + 0,42 dias 18,42 £ 0,33 dias 0,026

'Dia do ciclo estral em que as concentracdes de P4 atingiram valores inferiores a 50% da média
das concentracdes entre os dias 14 e 15.

% Dia do ciclo estral em que a area do CL foi menor que 2 cm? e o fluxo sanguineo foi < 25%
(mensurado pela porcentagem de pontos coloridos do CL detectados pela ultrassonografia
Doppler).

6.2 AREA DO CORPO LUTEO (CL)

Na area do CL ndo houve efeito de tratamento (P = 0,062), entretanto, houve efeito
de dia (P < 0,001) e interacdo tratamento*dia (P = 0,023). Em ambos os grupos, houve
diminuicdo progressiva da area do CL a partir do D15. Do periodo compreendido de D18
ao D120, foi observado que a area do CL foi menor no Grupo Estradiol (P = 0,023),
conforme ilustrado na Figura 5.

Embora neste estudo, tenham sido realizadas mensurag6es diarias da area e fluxo
sanguineo do CL entre 0 D14 ao D23, com o objetivo de determinar a % de animais com
corpo luteo ativo nos diferentes dias do ciclo estral, pouquissimos animais possuiam CL
ainda ativo no D23. Por esse motivo, ndo foi possivel avaliar estatisticamente o D23,
devido a uma inabilidade do programa estatistico em aferir os resultados com tdo poucos

dados.
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Figura 5. Variacéo da area do CL (cm?) ,determinada através de ultrassonografia modo B (meédia
+ EPM), identificada do D14 ao D22 (DO = dia do estro), em novilhas Nelore tratadas com 2 mL
de 6leo de gergelim puro (Grupo Controle; N =22) ou 1 mg de 178 -E2 diluido em 2 mL de 6leo
de gergelim puro (Grupo Estradiol; N = 24) no D15.

*P < 0,05 diferenga significativa entre as médias dos grupos

6. 3 PERFUSAO SANGUINEA NO CORPO LUTEO (CL)

Na perfusdo sanguinea do CL (%) ndo observou-se efeito de tratamento (P =
0,1405) e interacdo tratamento*dia (P = 0,3286), entretanto, verificou-se efeito de dia (P
< 0,001), conforme representado na Figura 6.

Embora neste estudo, tenham sido realizadas mensurag6es diarias da area e fluxo
sanguineo do CL entre 0 D14 ao D23, afim de determinar a % de animais com corpo luteo
ativo, pouquissimos animais possuiam CL ainda ativo no D23. Por esse motivo, ndo foi
possivel avaliar estatisticamente o D23, devido a uma inabilidade do programa estatistico

em aferir os resultados com téo poucos dados.
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Figura 6. Variacdo da area luteal com perfusdo sanguinea (%) determinada através de
ultrassonografia Doppler (média £ EPM)), identificada do D14 ao D22 (DO = dia do estro), em
novilhas Nelore tratadas com 2 mL de 6leo de gergelim puro (Grupo Controle; N = 22) ou 1 mg
de 17p -E2 diluido em 2 mL de 6leo de gergelim puro (Grupo Estradiol; N = 24) no D15.

6. 4 CONCENTRACAO PLASMATICA DE P4

Em relacdo a concentracdo plasmatica de P4 observou-se efeito de tratamento
(P = 0,045), dia (P < 0,001) e interacdo tratamento*dia (P = 0,019). Como ilustrado na
Figura 7, entre 0 D16 e D17, houve um decréscimo progressivo da concentracao de P4,
sendo menor no Grupo Estradiol no D16 (4,14 + 0,97 ng/mL) e no D17 (2,84 £ 0,79).
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Figura 7. Concentracdo plasmatica de progesterona (ng/mL) determinada por Radioimunoensaio
(média = EPM), identificada do D14 ao D22 ao longo dos dias do ciclo estral, em novilhas

Nelore tratadas com 2 mL de 6leo de gergelim puro (Grupo Controle; N = 14) ou 1 mg de 17®-
E2 diluido em 2 mL de 6leo de gergelim puro (Grupo Estradiol; N = 15) no D15.
*P < 0,01 diferenga significativa entre as médias dos grupos

6.5 CURVA DE SOBREVIVENCIA PADRAO EM RELACAO A
PORCENTAGEM (%) DE ANIMAIS COM CL ATIVO

Com base nos resultados obtidos com a area e fluxo sanguineo do CL, foi

possivel estabelecer uma relacdo entre a porcentagem (%) de animais com CL ativo e a

distribuicdo do dia da luteolise estrutural (P = 0,005) ao longo dos dias do ciclo estral.
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Figura 8. Porcentagem de animais com CL ativo detectado através de ultrassonografia modo
Dopppler, do D15 ao D24 do ciclo estral (DO = dia do estro), em novilhas Nelore tratadas com 2
mL de 6leo de gergelim puro (Grupo Controle; N = 22) ou 1 mg de 17f -E2 diluido em 2 mL de
6leo de gergelim puro (Grupo Estradiol; N = 24) no D15.

6. 6 CONCENTRACAO PLASMATICA DE PGFM

Na concentracdo plasmatica de PGFM, observou-se efeito de tratamento (P =
0,0009), dia (P < 0,01) e da interacédo tratamento*dia (P = 0,0002). Conforme ilustrado
na Figura 9, observou-se no Grupo Estradiol maior concentracdo de PGFM as 6h (225,45

+ 16,96 pg/mL) e 7h (285,58 + 33,09 pg/mL) apds a administracdo do tratamento.
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Figura 9. Concentracdo plasmatica de PGFM (pg/mL) (Média + erro padrdo), determinada por
ELISA, as0, 3, 4, 6 e 7 horas (Hora 0 = administracdo do tratamento), em novilhas Nelore tratadas
com 2 mL de 6leo de gergelim puro (Grupo Controle; N = 12) ou 1 mg de 17f3 -E2 diluido em 2
mL de 6leo de gergelim puro (Grupo Estradiol; N = 13) no D15.

*P < 0,01 diferenga significativa entre as médias dos grupos

6.7 ABUNDANCIA DE RNAmM

Neste estudo, foi avaliado a expresdo génica de seis genes alvos para a sintese
de PGF2a (PKCa, PKCpB, PLA2G4A, AKR1B1, AKR1C4 e PTGS2) e trés genes
enddgenos (PPIA, RPS18 e GAPDH).

Abundancia relativa de transcritos para PKCa. Conforme ilustrado na Figura
10, ndo houve efeito de tratamento (P = 0,5193) e da interacdo tratamento*hora (P =
0,792), entretanto, observou-se efeito de hora (P = 0,025). Observou-se que a abundancia
de transcritos foi maior no tempo 3 horas comparado ao tempo 1,5 horas (0,01 £ 0,001 vs
0,008 + 0,001 respectivamente; P = 0,025).
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Figura 10. Abundancia relativa de transcritos para PKCa determinada por gPCR, 1,5 ou 3 horas
apos novilhas Nelore serem tratadas com 2 mL de 6leo de gergelim puro (Grupo Controle; N =
22) ou 1 mg de 17B-E2 diluido em 2 mL de 6leo de gergelim puro (Grupo Estradiol; N = 24) no
D15.

@b Diferencas entre as médias nos diferentes tempos (P < 0.01)

Abundancia relativa de transcritos PKCp. Conforme ilustrado na Figura 11, ndo

houve efeito de tratamento (P = 0,3762), hora (P = 0,9676) e da interacdo tratamento*hora
(P =0,1733).
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Figura 11. Abundancia relativa de transcritos para PKCp determinada por gPCR, 1,5 ou 3 horas
apos novilhas Nelore serem tratadas com 2 mL de 6leo de gergelim puro (Grupo Controle; N =
22) ou 1 mg de 17B-E2 diluido em 2 mL de 6leo de gergelim puro (Grupo Estradiol; N = 24) no
D15.
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Abundancia relativa de transcritos para PLA2G4A. Conforme ilustrado na
Figura 12, ndo houve efeito na interacdo tratamento*hora (P = 0,5600), entretanto,
observou-se efeito de tratamento (P = 0,0306) e de hora (P = 0,0277). Observou-se uma
maior abundéncia de transcritos no Grupo Controle comparado ao Grupo Estradiol 1,5
(0,006 + 0,001 vs 0,003 + 0,0005 respectivamente) e 3 horas apés o tratamento (0,0 +
0,005 vs 0,01 £ 0,002 respectivamente.
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Figura 12. Abundancia relativa de transcritos para PLA2G4A determinada por gPCR, 1,5 ou 3
horas ap6s novilhas Nelore serem tratadas com 2 mL de 6leo de gergelim puro (Grupo Controle;

N =22) ou 1 mg de 17B-E2 diluido em 2 mL de 6leo de gergelim puro (Grupo Estradiol; N = 24)
no D15.

b Diferencas entre as médias nos diferentes tempos (P <0.05)

Abundancia relativa de transcritos AKR1B1. Conforme ilustrado na Figura 13,
ndo houve efeito de tratamento (P = 0,1871) e da interacao tratamento*hora (P = 0,3467),
entretanto, observou-se efeito de hora (P = 0,0079). Observou-se que a abundancia de
transcritos foi maior no tempo 1,5 horas comparado ao tempo 3 horas (0,88 + 0,11 vs 0,42
+ 0,11 respectivamente; P = 0,0079).
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Figura 13. Abundancia relativa de transcritos para AKR1B1 determinada por qPCR, 1,5 ou 3
horas ap6s novilhas Nelore serem tratadas com 2 mL de dleo de gergelim puro (Grupo Controle;
N = 22) ou 1 mg de 17B-E2 diluido em 2 mL de 6leo de gergelim puro (Grupo Estradiol; N = 24)
no D15.

b Diferencas entre as médias nos diferentes tempos (P <0.01)

Abundancia relativa de transcritos para AKR1C4. Conforme ilustrado na Figura
14, ndo houve efeito de hora (P = 0,0747) e da interacdo tratamento*hora (P = 0,8461),
entretanto, houve efeito de tratamento (P= 0,0538). Observou-se uma maior abundancia
de transcritos no Grupo Controle comparado ao Grupo Estradiol 1,5 (0,02 £ 0,005 vs 0,01
+ 0,002 respectivamente) e 3 horas apds o tratamento (0,0 = 0,005 vs 0,01 + 0,002
respectivamente).
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Figura 14. Abundancia relativa de transcritos para AKR1C4 determinada por qPCR, 1,5 ou 3
horas apds novilhas Nelore serem tratadas com 2 mL de dleo de gergelim puro (Grupo Controle;
N =22) ou 1 mg de 17B3-E2 diluido em 2 mL de 6leo de gergelim puro (Grupo Estradiol; N = 24)
no D15.

b Diferencas entre as médias nos diferentes tempos (P <0.05)
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Abundancia relativa de transcritos para PTGS2. Conforme ilustrado na Figura
15, n&o houve efeito de tratamento (P = 0,5645), hora (P = 0,8939) e interacao tratamento

e dia (P = 0,2263) em relagdo a abundancia de transcritos da enzima PTGS2.
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Figura 15. Abundancia relativa de transcritos para PTGS2 determinada por gPCR, 1,5 ou 3 horas
apos novilhas Nelore serem tratadas com 2 mL de 6leo de gergelim puro (Grupo Controle; N =
22) ou 1 mg de 17B-E2 diluido em 2 mL de 6leo de gergelim puro (Grupo Estradiol; N = 24) no
D15.

Na Figura 16, esta ilustrada um sumarizacdo dos resultados referentes a

abundancia dos transcritos. Para os transcritos PKCB e PTGS2 nenhuma diferenca foi

encontrada comparando-se tratamento, tempo e a interacdo tratamento*tempo. Para a

PKCa e AKR1B1 observou-se apenas efeito de hora, com uma maior abundancia de

transcritos PKCa na hora 3 do que 1,5 horas apds a administracdo dos tratamentos e maior

abundancia de transcritos AKR1B1 na hora 1,5 do que 3 horas ap6és a administracdo dos

tratamentos. Houve efeito de tratamento apenas para os transcritos PLA2G4 e AKR1C4,

entretanto, a abundancia de ambos foi diminuida no Grupo Estradiol quando comparado

ao Controle.
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Figura 16. Efeitos da aplicacdo de 1 mg de 17B-E2 no D15 pds estro em novilhas Nelore, sobre
a abundéncia de transcritos relacionados a sintese de PGF2a endometrial, especificamente PKCa,
PKCp, PLA2G4, AKR1B1, AKR1C4 e PTGS2; 1,5 e 3 horas ap6ds a aplica¢do do tratamento
(hora 0 = administracdo do tratamento, no D15 do ciclo estral (DO = dia do estro).

7. DISCUSSAO

Embora a participacdo do E2 na luteolise das fémeas bovinas seja reconhecida
(KARSH et al., 1970; HANSEL et al., 1973; GENGENBACH et al., 1977; VILLA-
GODOQY etal., 1981; HIXON et al., 1987; HUGHES et al., 1987; AULETTA et al., 1988;
BEARD et al., 1994; SPENCER et al., 1995; SALFEN et al., 1999; BALAGUER et al.,
2005; WOCLAWEK-POTOCA et al., 2006), os mecanismos pelos quais ocorre sua a¢cdo
ainda ndo foram elucidados. No presente estudo, a hipdtese testada foi que o tratamento
com 17B-E2 no diestro tardio aumentasse a abundéncia de transcritos para as enzimas
envolvidas na sinalizacdo e sintese de PGF2a, especificamente PKCa, PKCp e PLA2G4,
estas dependentes de calcio. Tal hipotese, baseou-se em resultados anteriores obtidos por
este grupo (BERTAN, 2004; MEMBRIVE et al., 2015; OLIVEIRA, 2017). Para tanto,

neste estudo objetivou-se determinar os efeitos do 178-E2 exdgeno na abundéncia de

65



transcritos chaves (PKCa, PKCpB, PLA2G4, AKR1B1, AKR1C4 e PTGS2) envolvidos na
sinalizacdo e sintese de PGF2a, 1,5 e 3 horas ap6s a administracdo de 17p-E2. Deve-se
salientar que este estudo realizado, é um dos poucos experimentos in vivo que averigua
os efeitos do 17p-E2 na modulacdo da expressao de genes que participam da sintese de
PGF2a endometrial.

A expectativa, era que a aplicacdo de 17B-E2 induzisse antecipadamente a
luteolise funcional e estrutural. Neste estudo, verificou-se que 1 mg de 173-E2 promoveu
a antecipagdo da lute6lise funcional em aproximadamente 1,14 dias (17,07 + 0,43 vs
18,21 + 0,24 dias; P= 0,006) e da lutedlise estrutural em aproximadamente 1,26 dias
(18,42 + 0,33 vs. 19,68 + 0,42 dias; P= 0,026). Oliveira (2017), verificou em estudo
similar, que no Grupo Estradiol houve uma antecipacéo na lutedlise funcional em 2,5 dias
e em 2,4 dias para a lutedlise estrutural, quando utilizou 3 mg de 17p-E2. Ainda, novilhas
que receberam 0,1 mg de 17B-E2 via IM, também observou-se antecipagéo da lutedlise
em 2 dias (PUGLIESI et al., 2011).

Neste estudo, as evidéncias de que a luteolise funcional e estrutural foram
antecipadas, permitem assumir que o numero de pulsos e as concentracfes de PGF2a
minimamente necessarias para promover a lutedlise foram garantidas pela dose de 1mg
de 17B-E2 administrada neste estudo. Em outros estudos, também verificou-se que a
administracdo de 17B-E2 promoveu a sintese de PGF2a e a antecipacdo da lutedlise
(THATCHER et al., 1986; PUGLIESI et al., 2011) e tal estimulo caracterizou-se como
sendo dose-dependente (GINTHER et al., 2010; PUGLIESI et al., 2011).

A dose de E2 escolhida neste estudo deveria cumprir duas premissas, garantir a
lutedlise antecipada e ao mesmo tempo deveria promover concentracdes séricas 0 mais
proximo possivel das concentracdes fisiologicas do organismo. Assim, neste estudo na
tentativa de cumprir tais premissas, utilizou-se a dose de 1 mg de 17B-E2 diluido em 2
mL de 6leo de gergelim puro, conforme previamente descrito por Ginther et al. (2000),
Ginther et al. (2010) e Pugliesi et al. (2011). De fato, tal dose foi efetiva para garantir a
lutedlise antecipada.

A mensuracdo da concentracdo de PGFM no plasma sanguineo foi utilizada com
a finalidade de indicar a concentracdo de PGF2a, conforme realizado por diversos estudos
classicos relacionados ao entendimento da sintese de PGF2a endometrial (KINDAHL et
al., 1976; VIGHIO; LIPTRAP, 1986; KOTWICA et al., 1998; GINTHER et al., 2007).
Em estudos prévios realizados pelo grupo, o aumento na concentracdo plasmética de

PGFM iniciou-se 4 horas ap0s a administracdo, e de fato atingiram um pico de PGFM 6
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a 7 horas apds o0s animais terem recebido o tratamento com estradiol (THATCHER et al.,
1986; BERTAN, 2004; PUGLIESI et al., 2011; OLIVEIRA, 2017). De fato, no modelo
experimental utilizado, verificou-se no Grupo Estradiol maior concentracdo plasmatica
de PGFM as 6h (225,45 *+ 16,96 pg/mL) e 7h (285,58 + 33,09 pg/mL) apo6s a
administracdo do tratamento, quando a concentracdo maxima de PGFM atingiu valores
quatro vezes maiores nos animais tratados com estradiol comparado aos animais do
Grupo Controle, evidenciando que de fato o 17B-E2 estimulou a sintese de PGF2a.

A PGF2a é o principal agente luteolitico produzido pelo endométrio durante a
regressdo do CL nas fémeas bovinas (MCCRACKEN; CUSTER, 1999; ASSELIN et al.,
1996), promovendo efeitos na diminuicdo da concentracdo plasmatica de P4 e fluxo
sanguineo do CL (GINTHER et al., 2007). Neste estudo, entre 0 D16 e D17, houve um
decréscimo progressivo da concentracdo de P4, sendo significativamente mais acentuado
no Grupo Estradiol. Também foi verificado que a area do CL foi menor no Grupo
Estradiol no periodo compreendido entre o D18 ao D20.

Embora tenha havido uma reducgéo na area do CL do D18 ao D20 nos animas
tratados com estradiol, ndo houve uma reducdo no fluxo sanguineo nesses mesmos
animais, conforme esperado. Possivelmente esta auséncia de efeito no fluxo sanguineo se
deva a alta variabilidade entre os dados, devido aos escores de fluxo sanguineo serem
expressos em porcentagem em uma escala de 5% em 5%. Assim, a progressiva e
acentuada diminuicdo da concentracdo plasmatica de P4 caracterizou a antecipacdo da
lutedlise funcional seguida pela luteolise estrutural no Grupo Estradiol. Sendo assim, o
estradiol promoveu uma reducdo na concentragdo plasmatica de P4 no D16 e D17,
reducdo esta que se iniciou 1 dia apos a aplicacdo do tratamento e a uma reducdo da area
do CL que ocorreu 3 dias ap0s a aplicacdo do tratamento, efeito evidenciado do D18 ao
D20. Em sintese, a reducdo da area do CL ocorreu 2 dias apds a queda abrupta na
concentracdo plasmatica de P4.

A avaliacdo ultrassonografica do CL é considerada uma importante ferramenta
no manejo reprodutivo afim de estimar o status funcional do CL, tanto em vacas de leite
como de corte. Embora a avaliacdo do tamanho do tecido luteal tenha uma correlacao
positiva com a concentracao de P4 circulante e servir como indicativo da funcéo luteal,
ao decorrer da fase de regressdo do CL esta correlacdo se torna menor devido as taxas de
decréscimo serem mais rapidas para a P4 do que para o tamanho do CL (KASTELIC et
al., 1990; ASSEY et al., 1993). Neste estudo, nos animais tratados com estradiol houve

reducdo da concentracdo plasmatica de P4 entre 0 D16 e D17. Resultados similares foram
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encontrados por Pugliesi et al. (2011) e Oliveira (2017). A avaliacdo da vascularizagdo
do tecido luteal indica uma forma mais precisa de estimar a fun¢éo do CL, visto que ha
uma intensa rede vascular presente nesta glandula transitoria (BOLLWEIN et al. 2002;
2012), entretanto, neste estudo nédo foi constatada diferenca entre os grupos de tratamento
no D16 e D17.

Diante deste contexto, este modelo mostra-se eficiente para o estudo dos
mecanismos pelos quais o 17B-E2 estimula a sintese de PGF2o endometrial em fémeas
bovinas.

Muitos estudos permitiram demonstrar os efeitos do 17B-E2 na atividade de
enzimas que participam da cascata geradora de PGF2a endometrial. Onde evidenciou-se
que as PKCs sdo importantes sinalizadoras na sintese de PGF2a por contribuir com a
ativacdo da PLA2 (BURNS et al., 1997; TYSSELING et al., 1997; BINELLI et al., 2000;
GUZELOGLU et a., 2004). O uso de um estimulador de PKC, o phorbol 12,13 dibutyrate
(PDBu), promoveu aumento da secrecdo de PGF2a em células endometriais cultivadas
invitro - celulas BEND (BINELLI et al., 2000), além disso, os efeitos do E2 na ativacéo
das PKCs foram inibidos pelo tamoxifen, que constitui um inibidor dos receptores de E2
(SCHWARTZ et al., 2002). Além disso, o estradiol foi objeto de pesquisas envolvendo
vias alternativas de sinalizacdo que levam a uma resposta rapida na ativacdo da PKC
(BOYAN et al., 2003; SEGARS; DRIGGERS, 2014). Segundo Membrive et al. (2014),
houve um aumento na sintese de PGF2a quando explantes endometriais de vacas tratadas
com E2 in vivo foram subsequentemente cultivados in vitro com ionoforo de calcio (CI).
O mesmo efeito foi observado quando células endometriais bovinas (BEND) foram
tratadas in vitro com E2 e CI, um efeito ndo observado em células tratadas apenas com
E2 ou CI. Estes resultados demonstram que E2 possivelmente promova um aumento na
abundancia e/ou atividade de enzimas participantes da cascata geradora de PGF2a,
dependentes de calcio, especificamente a PKCa, PKCP e PLA2G4. No entanto, neste
estudo atual, a hipotese de que o tratamento com 17B-E2 no diestro tardio aumenta a
abundancia de transcritos para as enzimas envolvidas na sinalizagdo e sintese de PGF2a,
ndo foi confirmada.

Em estudos prévios e similares a este, reportou-se que a administracéo de 17p-
E2 estimula o gradual aumento da concentracdo plasmética de PGFM, aumento iniciado
4 horas ap0s a injecdo e que atinge concentragdes maximas de pico 6 horas apos o
tratamento (THATCHER et al., 1986; BERTAN, 2004; PUGLIESI et al., 2011). Oliveira

(2017) conduziu um estudo similar onde bi6psias endometriais foram coletadas 4 e 7
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horas ap0s o tratamento com 17B-E2 e observou que nos animais tratados houve um
decréscimo na abundancia dos transcritos para PKCo, PKCB, PLA2G4, AKR1B1 e
AKR1C4, mas embora tenha havido tal reducdo na transcri¢cdo das enzimas envolvidas
na sintese de PGF2a, as concentracbes de PGFM foram aumentadas e a lutedlise foi
antecipada nas fémeas bovinas tratadas 17B-E2. Neste estudo de Oliveira (2017)
concluiu-se que a ativacdo das enzimas envolvidas na sintese de PGF2a e que 0sS
possiveis mecanismos de estimulacdo da sintese de PGFM pelo 17B3-E2 ocorreria por
efeitos anteriores as 4 horas, o que promoveria um feed back negativo dos niveis
transcricionais, ou o0 17B-E2 poderia promover um aumento na ativacdo de enzimas pré-
existentes nas células endometriais que participariam na cascata de sintese de PGF2a.
Neste contexto, a abundancia de transcritos teria sido antecipada para antes da hora 4 que
precedeu a administracdo de 17p-E2. Pensando nessa premissa, direcionamos este estudo
atual, para que as bidpsias fossem antecipadas em relacéo ao estudo anterior, com coletas
1,5 e 3 horas apds a administragdo de 17p-E2. Mesmo antecipando as biopsias, de forma
geral houve uma reducdo na abundancia de transcritos na hora 1,5 e 3 apos a
administracdo de 17B-E2. Evidenciou-se que, para os transcritos PKCB e PTGS2 (COX
2) nenhuma diferenca foi encontrada comparando-se tratamento, tempo e a interagédo
tratamento*tempo. Para a PKCa e AKR1B1 observou-se apenas efeito de hora, com uma
maior abundancia de transcritos PKCa na hora 3 do que 1,5 horas ap0s a administracao
dos tratamentos e maior abundancia de transcritos AKR1B1 na hora 1,5 do que 3 horas
apos a administracdo dos tratamentos. Houve efeito de tratamento apenas para 0S
transcritos PLA2G4 e AKR1C4, entretanto, a abundéancia de ambos foi diminuida no
Grupo Estradiol, exatamente ao contrario do que era esperado. A possibilidade que 0 17p-
E2 poderia promover um aumento na ativacdo de enzimas pré-existentes nas células
endometriais que participariam na cascata de sintese de PGF2o é bastante remota,
considerando o tempo de acdo requerido para o 17B-E2 promover o aumento nas
concentracdes séricas de PGFM, o tempo de 4 horas sugere o requerimento da sintese de
novas proteinas, pois a ativacdo de proteinas pré-existentes na célula endometrial
promoveria uma resposta fisiolégica muito mais rapida, semelhante ao que ocorre quando
administramos uma injecdo de OT no D15 (BERTAN, 2004). A OT promove um
aumento nas concentracdes de PGFM cerca de 30 minutos apds sua administracéo.
Contrério a nossa hipotese, os isotipos PKCa e PKCP ndo apresentaram aumento
da expressdo génica apoOs o tratamento com 17B-E2. Esses resultados sdo similares aos

obtidos em outro estudo realizado pelo grupo, onde os isotipos PKCa e PKCB também
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tiveram a expressdo génica reduzida em bidpsias endometriais coletadas 4 e 7 horas apds
o tratamento com estradiol (OLIVEIRA et al., 2017). Anteriormente, Alves Junior et. al.,
(2011) mostraram que o tratamento in vivo com 178-E2 ndo modulou a quantidade de
proteina total extraida de explantes endometriais coletados 2 horas apds o tratamento.
Nesse mesmo estudo, também ndo houve modulagdo na abundancia de proteinas de peso
molecular por volta de 80 kDa, compativel ao peso molecular das PKCs. Entretanto, foi
observado aumento de proteinas com menor e maior peso molecular que as PKCs, entre
108-110 kDa e 75-76 kDa, respectivamente (ALVES JUNIOR et al., 2011). Dessa forma,
outras enzimas que ndo foram avaliadas neste estudo podem ter importancia para a sintese
de PGF2a por estimulo do 17B-E2.

A sintese de PGF2a por estimulo de OXTR também esté associada & atividade
da PLA2. As PLA2 s&o enzimas que atuam na mobilizacdo de &cidos graxos presentes na
membrana plasmatica, como o AA, principal precursor da PGF2a (ARNI; WARD, 1996;
KINI; EVANS, 1989; SETUBAL et al., 2013). A utilizacdo de estimulador de PLA2
levou ao aumento da sintese de PGF2a em cultivos de explantes endometriais (BURNS
et al., 1997). Assim como, a insercdo de implantes uterinos de estradiol no utero de ratas,
promoveu o aumento da atividade da PLAZ2, correspondendo a um aumento 167 vezes
maior comparado ao placebo, e aum aumento da sintese de PGF2a (PAKRASI; CHENG;
DEY, 1983). Assim, esperavamos que o estradiol levasse ao aumento dos transcritos de
PLA2. Contudo, em nosso estudo ndo houve aumento de transcritos influenciados pelo
tratamento com estradiol. A abundancia de transcritos foi maior no Grupo Controle em
ambos os horarios (1,5 e 3 horas).

Sendo assim, mesmo ndo ocorrendo 0 aumento dos transcritos PKCo, PKCp e
PLA2G4A, o tratamento com 17B-E2 aumentou a concentracdo plasmatica de PGFM, o
que levou a antecipacdo da lutedlise. Além disso, outros estudos mostram o aumento da
atividade dessas enzimas em beneficio da sintese de PGF2a (BURNS et al., 1997,
BURNS et al., 1998; BINELLI et al., 2000, GUZELOGLU et al 2004).

A enzima PTGS2 também conhecida como COX-2 é uma molécula chave para
a sintese de PGF2a em diversos tecidos, por ser a principal enzima responsavel por
converter o AA em PGH2 (SMITH; LANDS, 1972). Na tuba uterina de camundongos, o
estradiol estimulou o aumento de COX-2. Ainda, a COX-2 pode ser inibida por
tamoxifen, indicando um possivel estimulo do estradiol via seus receptores na expressao
dessa enzima (MARTINEZ et al., 2006). Embora existam evidéncias de que o estradiol

estimule a agdo da COX-2, em nosso estudo ndo houve aumento dos transcritos para essa
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enzima. Esses resultados também foram similares aos encontrados por Oliveira et al.
(2017).

As enzimas AKR1B1 e AKR1C4 fazem parte da familia aldo-ceto redutase e
participam da via de sintese de final de prostaglandina, convertendo a PGH2 a PGF2a.
Desse modo, devido a agéo do estradiol em estimular a liberagdo de PGFM, esperava-se
que a transcrigdo dessas enzimas fosse aumentada. Contudo, em nosso estudo nao houve
aumento de transcritos devido a ac¢do do estradiol. Para a enzima AKR1B1, houve um
efeito de dia, onde a expressdo relativa foi maior no momento 1,5 horas, mas
independente do grupo tratado. JA em relacdo a enzima AKR1C4, houve efeito de
tratamento, porém, a abundancia de trascritos foi maior no Grupo Controle comparado ao
Grupo Estradiol em ambos os horéarios (1,5 e 3 horas). Em contradi¢cdo, em estudo
realizado por Oliveira et al. (2015) a expressao génica das enzimas sintases de PGF2a
(AKR1C3 e AKR1C4) e PGE2 (PTGES1) aumentou no grupo de vacas cujo ambiente
uterino estava sob influéncia de maiores concentracGes de esteroides. Entretanto, esse
aumento de expressdo génica das enzimas sintases ndo resultou em aumento de seus
respectivos metabdlitos no lavado uterino e tecido endometrial. Sendo assim, a analise da
abundancia de transcritos mostrou ser um ponto entre varios outros possiveis para
averiguar os efeitos do estradiol sob os componentes da via de sintese de PGF2a.

Diante dos resultados obtidos neste estudo, conforme ilustrado na Figura 17, e
de nossa hipdtese negada, especulamos outros possiveis mecanismos de acdo do 17p-E2
na sintese de PGF2a. Uma das possibilidades é que no D15 as células endometriais
apresentem quantidade suficiente das enzimas estudadas estocadas para promover pulsos
de PGFM desencadeando a lute6lise funcional e estrutural, independente da transcricao
de novas enzimas, tornando o papel do 17B-E2 restrito a fosforilar muitas destas enzimas.
Desta forma, promovendo pulsos de PGFM sem promover a transcri¢ao de novas enzimas
envolvidas na sintese de PGF2a. Outra possibilidade seria que 0 173-E2 promoveria um
"start" na comunicacdo entre a OT e a PGF2a, ocasionando um aumento nos receptores
de OT que aliado uma liberacdo inicial de OT promoveria a liberagdo de PGF2a nas
células endometriais, que por sua vez estimularia a liberacdo de mais OT acionando a
retroalimentacdo do sistema de liberag&o ocitocina-PGF2a. Uma outra possibilidade seria
a administracdo de 17B-E2 promover aumento dos receptores de P4, e pela acdo da P4
ligada aos receptores, haveria uma diminuigéo na transcricdo das enzimas envolvidas na
sintese de PGF2a. Outros estudos serdo realizados na tentativa de elucidar estas outras
possibilidades de acdo do 17B-E2 na sintese de PGF2a.
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Figura 17. Modelo hipotético representando os efeitos do 173-E2 sobre as enzimas de sinaliza¢éo
e sintese de PGF2a na célula endometrial bovina. A aplicagdo de 17B3-E2 no dia 15 pds estro ndo
promoveu 0 aumento de transcritos de enzimas-chave envolvidas nesta cascata, sendo elas PKCa,
PKCB, PLA2G4, PTGS2, AKR1B1 e AKR1C4. Entretanto, a aplicacdo de 17p-E2 levou ao
aumento da sintese de PGF2o pela célula endometrial. Esses resultados indicam que
possivelmente existam outros mecanismos de acéo através dos quais 0 17p3-E2 exerce seus efetios
sobre a sintese de PGF2a.

8. CONCLUSAO

Conclui-se que a aplicacdo de 17p-E2 no 15° dia do ciclo estral promoveu
aumento das concentracfes de PGFM e a antecipagdo da lutedlise funcional e estrutural
nas novilhas Nelore, contudo, este aumento ndo foi associado ao aumento da transcrigdo

génica das proteinas estudadas.
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