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ACOES DO ESTRADIOL NA SINTESE DE PROSTAGLANDINA F2a EM CELULAS
ENDOMETRIAIS BOVINAS

RESUMO - Em fémeas bovinas a liberagdo de prostaglandina F2a (PGF2a)
endometrial pode ser induzida in vivo pelo estradiol (E;), entretanto, seu papel ainda
nao foi esclarecido. Em estudos prévios realizados pelo grupo, o tratamento com E; in
vivo duas horas antes das vacas serem abatidas no 17° dia do ciclo estral, associado a
adicao de calcio ionoforo (CI) in vitro em explantes endometriais, exacerbou a sintese
de PGF2a quando comparado ao grupo de vacas néo tratadas com E; e Cl. O mesmo
foi observado em células endometriais bovinas (BEND) expostas ao E, e CI
simultaneamente. Considerando que as concentracfes plasmaticas de PGF2a
aumentam a partir de 3,5 horas ap6s da aplicacdo do E; in vivo, possivelmente tais
acOes envolvam a sintese de proteinas. Hipotetizou-se que o E, estimule a expresséo
e/ou a atividade das enzimas dependentes de calcio, especificamente a proteina
quinase C (PKC) e fosfolipase A2 citosdlica (cPLA2). Assim, objetivou-se analisar o
efeito dos inibidores de Proteina G, PKC e PLA2 na sintese de PGF2a induzida pelo
17B-estradiol e Cl em células endometriais bovinas BEND (Experimento 1), e avaliar as
proteinas PKC e PLA2 e ERK 1/2, pela técnica de Western Blotting, em explantes
endometriais obtidos de fémeas bovinas abatidas 2 horas apds a administracdo de 17f3-
estradiol no 17° dia do ciclo estral (Experimento 2). No Experimento 1, células
endometriais bovinas (BEND) foram submetidas a auséncia ou presenca de um inibidor
de proteina G - 10uM de Guanosine 5'- {B-thio} difosfato trilitium (Experimento 1A),
inibidor de PKC - 10uM de CusH24N4O, — Bisindolimaleimide | (Experimento 1B) ou
inibidor de PLA2 - 20pM de AACOCF3 (Experimento 1C), sendo posteriormente
tratadas ou ndo com 17B-estradiol e Cl. Os tratamentos foram realizados em triplicata
em um total de trés repeticdes. As concentracbes de PGF2a no meio de cultivo foram
mensuradas por radioimunoensaio. No Experimento 2, novilhas Nelore ciclicas
receberam os tratamentos, com Omg (n=5) ou 3mg de 17B-estradiol (n=6), ia
endovenosa, 17° dia do ciclo estral e foram abatidas 2 horas apds. Os explantes
endometriais foram avaliados por Western Blotting para as proteinas PKC, PLA2 e
ERK1/2. As analises estatisticas dos experimentos foi realizada no programa SAS (SAS
Institute, 1988). No experimento 1A, observou-se efeito de repeticdo (P<0,001) e
inibidor (P<0,01), onde os grupos tratados com inibidor da proteina G (Inibidor de
Proteina G e Inibidor de Proteina G+CI+ E,) apresentaram DIF 12 (concentracdo de
PGF2a com 12 horas apés o tratamento subtraida da concentracdo de PGF2a com 0
hora) maior (P<0,01) que os grupos nao tratados com o inibidor da proteina G (controle
e Cl+ E2). No experimento 1B, houve efeito de repeticdo (<0,001) e ndo houve efeito do
inibidor (P=0,2709). No experimento 1C, verificou-se efeito de repeticdo (P<0,001) e
inibidor (P<0,05). As células tratadas com o inibidor de PLA; (grupo inibidor de PLA; e
Inibidor de PLA, + CI + E,) apresentaram uma DIF 12 menor (P<0,05) que 0s grupos



nao tratados com o inibidor de PLA; (controle e CI + + E;). No experimento 2, ndo
houve efeito significativo do estradiol no aumento da proteina PKC (P=0,08), PLA2
(P=0,56) e ERK1/2 (P=0,26). Concluiu-se que, no presente estudo, o E; hdo estimulou a
sintese das proteinas PKC e cPLA2.

Palavras-chave: Células endometriais,Estradiol, PGF2a, PKC, PLA2



ACTIONS OF ESTRADIOL IN THE SYNTHESIS OF PROSTAGLANDINE F2a IN BOVINE
ENDOMETRIAL CELLS

ABSTRACT - In bovine females the release of endometrial prostaglandin F2a
(PGF2a) can be induced in vivo by estradiol (E2), however, its role has not yet been
clarified. In previous studies conducted by the group, treatment with E2 in vivo two hours
before cows were slaughtered on the 17th day of the estrous cycle, associated with the
addition of ionophore calcium (IC) in vitro in endometrial explants, exacerbated PGF2a
synthesis when compared to group of cows not treated with E2 and Cl. The same was
observed in bovine endometrial cells (BEND) exposed to E2 and IC simultaneously.
Considering that plasma concentrations of PGF2a increase from 3.5 hours after the
application of E2 in vivo, possibly such actions involve the synthesis of proteins. E2 has
been hypothesized to stimulate the expression and / or activity of calcium dependent
enzymes, specifically protein kinase C (PKC) and cytosolic phospholipase A2 (cPLA2).
The objective of this study was to analyze the effect of Protein G, PKC and PLA2
inhibitors on the synthesis of PGB2a induced by 173-estradiol and IC in BEND bovine
endometrial cells (Experiment 1), and to evaluate the proteins PKC and PLA2 and ERK
1/2 by Western Blotting technique in endometrial explants obtained from bovine females
slaughtered 2 hours after administration of 173-estradiol on the 17th day of the estrous
cycle (Experiment 2). In Experiment 1, bovine endometrial cells (BEND) were subjected
to the absence or presence of a G-10uM inhibitor of Guanosine 5'- {B-thio} diphosphate
trilitium (Experiment 1A), PKC inhibitor - 10uM C25H24N402 - Bisindolimaleimide |
(Experiment 1B) or inhibitor of PLA2 - 20uM AACOCF3 (Experiment 1C), and
subsequently treated with or without 173-estradiol and IC. Treatments were performed
in triplicate for a total of three replicates. The concentrations of PGF2a in the culture
medium were measured by radioimmunoassay. In Experiment 2, cyclic Nelore heifers
were treated with Omg (n = 5) or 3mg of 17B-estradiol (n = 6), intravenous at day 17 of
the estrous cycle and slaughtered 2 hours later. Endometrial explants were evaluated by
Western blotting for PKC, PLA2 and ERK1 / 2 proteins. Statistical analysis of the
experiments was performed in the SAS program (SAS Institute, 1988). In the experiment
1A, a repetitive effect (P <0.001) and inhibitor (P <0.01) were observed, where the G
protein inhibitor (Protein G Inhibitor and Protein G Inhibitor + CI + E2) treated groups
showed DIF 12 (concentration of PGF 2a at 12 hours post treatment subtracted from
PGF 2a concentration with 0 hour) higher (P <0.01) than the groups not treated with the
G protein inhibitor (control and CI + E2). In experiment 1B, there was a repetition effect
(<0.001) and there was no inhibitor effect (P = 0.2709). In the experiment 1C, there was
a repetition effect (P <0.001) and inhibitor (P <0.05). The cells treated with the PLA2
inhibitor (PLAZ2 inhibitor group and PLA2 + CI + E2 inhibitor) had a lower DIF 12 (P
<0.05) than the groups not treated with the PLA2 inhibitor (control and CI + E2). In
Experiment 2, there was no significant effect of estradiol on the increase of PKC (P =



0.08), PLA2 (P = 0.56) and ERK1 / 2 (P = 0.26). It was concluded that, in the present
study, E2 did not stimulate the synthesis of PKC and cPLA2 proteins.

Key words: Endometrial cells , Estradiol, PGF2a, PKC, PLA2
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1. INTRODUCAO

Na bovinocultura de corte a produtividade esta diretamente relacionada a
eficiéncia reprodutiva das fémeas. Para que os indices reprodutivos possam ser
melhorados € necessaria a melhor compreensdo dos mecanismo endocrinos,
fisiolégicos e moleculares envolvidos no ciclo estral. Dentre os importantes eventos
fisiolégicos, a lutedlise ocasionada entre os dias 15 e 19 do ciclo estral, torna-se
fundamental para determinar a ocorréncia de um novo estro e uma nova chance de
acasalamento. A regresséao funcional do corpo luteo determina a drastica reducao das
concentracdes plasméticas de progesterona (P4), evento fisioldgico fundamental para o
maior crescimento do foliculo ovulatério da ultima onda de crescimento folicular,
determinacao das caracteristicas fisicas e psiquicas de estro e a ovulacdo (PUGLIESI
et al., 2017).

Em fémeas bovinas um “periodo critico", entre os dias 15 e 19 do ciclo estral, é
determinado quando o estado fisioldgico reprodutivo da fémea deve ser definido para a
manutenc¢do do corpo luteo e da prenhez ou para o desencadeamento da lutedlise e do
estro. Na ocorréncia de uma prenhez, o concepto (embrido e membranas associadas)
deve tornar-se capaz de enviar sinais anti-luteoliticos apropriados ao endométrio e este
responder a tais sinais, inibindo a sintese de prostaglandina F2a (PGF2a) endometrial.
Frequentemente, mesmo na presenca de um concepto, tal evento fisioldgico ndo é bem
sucedido resultando na ocorréncia da lutedlise, na mortalidade embrionaria precoce e
em perdas representativas na pecuaria.

Em fémeas bovinas, é de amplo conhecimento que a PGF2a é o principal
agente luteolitico e tem como funcdo promover a lutedlise (CARAMBULA et al., 2002;
MEIDAN et al., 1999). Sabe-se ainda que a estimulagéo da sintese de PGF2a envolve
fatores endocrinos como o estradiol (Ez), ocitocina (OT), P4 e hormonio luteinizante

(LH). O papel do E; neste contexto foi pouco estudado. Contudo, sabe-se que durante o
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periodo critico a supressao do E,, por meio da irradiacdo ou cauterizacdo de foliculos
retarda a lutedlise (HUGHES et al.,, 1987). Além disso, vacas prenhes apresentam
diminuicdo do E; circulante (Pritchard et al., 1994), provavelmente em funcdo de uma
reducdo no desenvolvimento folicular e na producéo de E; pelo foliculo (THATCHER et
al., 1991). Em contrapartida, a administracdo de E, em vacas ciclicas estimula a
lutedlise e promove o estro (THATCHER et al., 1986) e quando aplicado em vacas no
18° dia da prenhez estimula apenas de maneira modesta a producdo de PGF2a
(THATCHER et al., 1991). Sugere-se que, possivelmente a presenca do embrido
atenua os efeitos do E,. Diante destas informacdes sugere-se que o E, desempenha
um papel crucial na lutedlise, entretanto, os mecanismos pelos quais o E, desempenha
tal funcédo ainda permanecem desconhecidos.

A sintese de PGF2a no endométrio de fémeas bovinas resulta de uma complexa
cascata de eventos intracelulares que ocorrem de maneira altamente coordenada. Tais
eventos envolvem a ativacdo sequencial de varias proteinas como a proteina
acopladora do GTP (Guanosina trifosfato ativa), fosfolipase C (PLC), proteina quinase-C
(PKC), fosfolipase A, (PLA,) e ciclooxigenase 2 (COX-2). Cunha (2004) sugeriu que a
producdo de PGF2a a in vitro ndo é resultado unicamente da ativacdo de enzimas,
mas da dependéncia de eventos complexos responsaveis pela expressao de proteinas
celulares. Segundo o modelo hipotético proposto por Membrive (2014), o E;
possivelmente estimule a sintese das proteinas PKC e PLA2, ambas dependentes de
calcio e envolvidas na cascata geradora de PGF2a. No presente estudo, objetivo-se
verificar a acdo do E, na sintese e atividade de proteinas especificas envolvidas na
producdo de PGF2a, especificamente, da PKC e PLA2. O melhor entendimento destes
mecanismos, contribuiria na elaboracdo de estratégias anti-luteoliticas que possam

reduzir a mortalidade embrionaria durante o periodo critico.


https://pt.wikipedia.org/wiki/Trifosfato_de_guanosina
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Efeitos do Estradiol na Liberacdo de PGF2a Endometrial

E de amplo conhecimento que a PGF2a, sintetizada principalmente pelas células
epiteliais da regido intercaruncular do endométrio (KIM; FORTIER, 1995; ASSELIN et
al., 1996; SKARZYNSKI et al., 1999) é o principal agente luteolitico em fémeas bovinas.
A PGF2a tem como funcdo bloquear a sintese de progesterona no corpo ldteo
(McCRACKEN et al., 1973; MEIDAN et al., 1999) determinando o final da fase luteinica
e do ciclo estral (DAVIS et al.,, 1988; CHEN, et al., 1998). Em fémeas bovinas, a
lutedlise ocorre normalmente entre os dias 15° e 19° do ciclo estral.

Em estudos sobre a relacdo da aplicacdo de E, na sintese de PGF2q,
Knickerbocker et al. (1986) verificaram aumento das concentracdes de PGF2a na veia
uterina de vacas tratadas com E,. Thatcher et al. (1986) administraram E, em vacas no
15° dia do ciclo estral e observaram a ocorréncia da lutedlise seguida de estro. Em
experimentos in vivo, verificou-se que a concentracdo sérica de 15-ceto-13,14-
diidroprostaglandina F2a (PGFM), principal metabdlito da PGF2a (PIPER et al., 1970),
aumentou 15 minutos apds a injecdo de OT, e quando houve administracdo de E;
houve aumento nas concentrac6es somente 3,5 horas apos (CASTRO; PAULA, 2003).
Sugere-se por tais evidéncias, que o E, estimularia a sintese de proteinas envolvidas
na cascata geradora de PGF2a, enquanto a OT ativaria enzimas presentes no meio
intracelular.

Da Cunha (2004) sugeriu que a produgcdo de PGF2a in vitro parece nao ser
resultado unicamente da ativacdo de enzimas, mas da dependéncia de eventos
complexos responsaveis pela expressdo de proteinas celulares. De acordo com
Membrive (2014), o tratamento com E; in vivo duas horas antes das vacas serem

abatidas no 17° dia do ciclo estral, associado a adi¢cao de calcio ionoforo (ClI) in vitro em
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explantes endometriais provenientes desses animais, exacerbou a sintese de PGF2a
guando comparado ao grupo de vacas nao tratadas com E; in vivo e em explantes n&o
tratados com CI in vitro. O mesmo foi observado em experimentos utilizando células
endometriais bovinas (BEND) expostas ao E, e Cl simultaneamente. Segundo o modelo
hipotético sugerido por Membrive (2014), representado na Figura 1, possivelmente o E,
estimule a sintese das proteinas PKC e PLA2, ambas dependentes de caélcio e

fundamentais para a sintese de PGF2a.
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CELULA ENDOMETRIAL

Figura 1. Modelo hipotético, proposto por Membrive et al., 2014, ilustrando o possivel mecanismo de
atuacdo do E2 na sintese de PGF2a na célula endometrial: (A) o estradiol (E,) ativa receptores
especificos (E;R) no citoplasma; (B) tal complexo (E»-E,;R) se liga a sequéncias especificas de DNA e
estimula a transcricdo de RNA mensageiro (RNAmM) para as proteinas quinase C (PKC) e/ou fosfolipase
A, (PLAy); (C) as concentragbes de PKC e/ou PLA,, sdo aumentadas na célula endometrial; (D) a
ocitocina (OT) se liga a receptores especificos (OTR) na membrana celular e tal complexo (OT-OTR)
altera a estrutura conformacional da proteina G que promove a clivagem da fosfolipase C (PLC) em
diacilglicerol (DAG) e fosfatidilinositol trifosfato (IP3); (E) o IP5; se liga a receptores especificos no reticulo
endoplasmaético e promove a liberacdo de célcio (Ca™) do retidulo para o citoplasma promovendo um
aumento da concentracdo de Ca' no citosol ; (F) a PKC é ativada na presenca de DAG e Ca'™"; (G) A
PLA, é ativada na presenca de PKC e Ca’* e promove a mobilizagéo de acido aracdénico (AA); (H) o AA
da membrana celular e este por agdo da cicloxigenase (COX-2) é convertido em prostaglandina H,
(PGH.,); (I) a PGH, por acdo da PGF sintase (PGFS) é convertida em prostaglandina F2a (PGF2a).
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A sintese de PGF2a resulta de uma cascata de eventos intracelulares altamente
coordenados envolvendo a ativagdo sequéncial de varias proteinas: proteina G, PLC,
PKC, PLA2 e COX-2, dentre outras. Burns et al. (1997) descreveram um modelo para a
sintese de PGF2a em células epiteliais do endométrio. Em tal modelo, a OT liga-se aos
seus receptores, e estes associados a proteina G ativam a PLC, a qual ao ser ativada
cliva o fosfatidilinositol bifosfato (PIP,) em inositol trifosfato (IP3) e diacilglicerol (DAG).
O IP3 liga-se a receptores no reticulo endoplasmatico, promovendo a liberac&o de calcio
do interior do mesmo para o citosol. O DAG ativa a PKC, também dependente de célcio
(ALBERTS et al.,, 1997). A PKC ativada induz a via das quinases reguladas por
mitdgenos (MAPK) e a ERK1/2 fosforila a cPLA2 na serina 505, assim ocorre
translocacdo da cPLA2 para a membrana, e entdo, a PLA2 cliva a fosfatidilcolina
liberando &cido araquidénico (AA) (GIJON; LESLIE, 1999). Finalmente, o AA livre é
convertido pela enzima COX-2 em prostaglandina H, (PGH,) e esta em PGF2a pela
acdo da PGF sintase, em especial a AKR1B1 E AKR1C3 (FORTIER et al., 2008).

Os receptores de estrogeno (ER), subtipos ERa e ERB, foram identificados em
células endometriais bovinas (ROSENFELD et al., 1998). De acordo com Razandi et al.
(1999), a maior agdo dos hormdnios esterdides ocorre pela ativagdo dos ER nucleares
gue ocasionam efeitos na transcricdo de genes especificos. Tais autores também
verificaram que os ER de membrana nas células de ovario de hamster ativaram
proteina G e ERK1/2. Acconcia e Marino (2003) verificaram um sinergismo entre as
acOes moleculares gendmica e ndo gendémica do E, induzindo a transcricdo de genes,
sendo a ativacdo da via ERK1/2 a responsavel pela fosforilacdo da cPLA2, essencial
para o E; induzir a atividade por ambas as vias.

Schwartz et al. (2002) também identificaram efeitos sinérgicos entre as acgdes
gendmica e ndo gendmica do E, sobre o crescimento de condrocitos da cartilagem de
ratas. Esses autores observaram que o E, exerceu efeitos diretos sobre a membrana

dos condrdcitos, causando um rapido aumento na atividade da PKC. No mesmo estudo,
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o tamoxifen inibiu de forma dose-dependente a PKC induzida pelo E; e pelo E;-BSA
(estrégeno associado a albumina sérica bovina), o qual ndo € capaz de atravessar a
membrana celular, sugerindo que o E, atue sobre a membrana. Ao testarem um
antagonista de ER (ICl 182780) e um agonista de ER (dietilestilbestrol), nenhum deles
afetou a resposta da PKC estimulada pelo E; ou pelo E,-BSA nos condrécitos.

Boyan et al. (2003) observaram que o E, e 0 E>-BSA induziram rapidamente a
PKCa tanto em células tumorais humanas positivas quanto negativas para a presenca
de ER, via PLC-dependente de fosfatidilinositol e proteina G (comprovado pela inibicdo
especifica com GDPBS), mas ndo dependente de PLA2 ou AA. Neste estudo, o
Tamoxifen também bloqueou a PKC-dependente de E,, diferentemente do ICI 182780
gue apenas reduziu a sintese de DNA. Os resultados sugeriram que o E; aumenta a
atividade da PKC por uma via envolvendo a membrana celular, e que o tamoxifen reduz
a atividade da PKC através de mecanismos ndo dependentes de ERa e ERB. O
dominio C2 da regido regulatéria da PKC é o sitio de ligacdo para o calcio.

A PLA2c também apresenta um dominio de ligacdo para o calcio (Nalefski et al.,
1994) e na presenca deste, liga-se a membrana plasmatica (CLARK et al., 1991). A
PKC ativa a PLA2 em muitas células, e 0 aumento da atividade da PLA2 foi associado
ao aumento da sintese de PGF2a (DANET-DESNOYERS et al., 1995; BURNS et al.,
1997). O aumento nas concentracdes de ERK1/2 fosforilada foi correlacionado com o
aumento na quantidade de PLA2c e mobilizacdo de AA (BURNS et al., 2001). A PLA2-
dependente de célcio (PLA2G4A) exibe maior seletividade por lipideos contendo AA do
gue outras cPLA2, por isso, essa enzima tem sido primariamente associada com a
geracao direta de AA (TITHOF et al., 2007).

Evidenciou-se em alguns estudos que a melitina, um estimulador da atividade da
PLA2, promoveu a liberagdo de PGF2a no endométrio bovino; enquanto que o &cido
aristoléquico, um inibidor da atividade da PLA2, bloqueou a liberacdo de PGF2a

induzida por OT, por melitina e por AIF*, um estimulador inespecifico de proteina G,
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porém ndo completamente. A partir dos efeitos da melitina e do &cido aristoléquico
sugeriu-se que a PLA2 poderia mediar os efeitos estimulatorios da OT sobre a secrecao
de PGF2a (BURNS et al., 1997).

Burns et al. (2001) detectaram concentracdo de ERK1/2 quatro vezes maior no
grupo de explantes endometriais ovinos que receberam OT, e também observaram a
inibicdo da ERK1/2 com PD98059, e que a secrecdo de PGF2a induzida por OT foi
blogueada de maneira dose-dependente. Chen et al. (2004) também observaram que o
PD98059 inibiu a fosforilagdo de ERK1/2 em células endoteliais de artérias uterinas. No
mesmo estudo, o0 E, aumentou a fosforilacdo de ERK1/2 por 60 minutos e a resposta
maxima foi aos 5 minutos, porém, nao alterou a quantidade total de ERK1/2 nas células
do endotélio arterial. O uso de ICI 182780, por 60 minutos, atenuou quase
completamente a fosforilacdo de ERK 1/2 induzida pelo E,.

Burlando et al. (2002) observaram que o E, aumentou a concentracdo de calcio
livre no citosol em células sanguineas de mexilhdo, enquanto que a presenca de um
guelante de célcio preveniu a acdo do E, em ativar os lisossomos dessas células. Do
mesmo modo, 0 uso de um inibidor de cPLA2-dependente de célcio também preveniu
quase completamente o efeito do E, sobre os lisossomos. O uso de ionéforo de calcio
A23187 (CI) resultou em efeitos similares sobre o célcio intracelular e lisossomos. A
exposicao ao E, também ocasionou a translocac¢do da cPLA2 para a membrana celular.

Thomas et al. (2006) constataram que o E; aumentou a concentracao intracelular
de calcio rapidamente nas células MCF-7 humanas, e que esta resposta foi abolida
apos o uso de um inibidor de PLA2, a quinacrina, ou apés um inibidor de COX-2, a
indometacina. Por meio deste estudo, verificaram que ocorreu translocagédo da cPLA2
para a membrana celular apos o estimulo com E,; além disso, a fosforilacdo e a
translocacdo da CcPLA2 foram sensiveis a inibicho da ERK e ocorreram
simultaneamente com a ativacéo da ERK. A fosforilagdo da cPLA2 pode ser estimulada

pelo E,-BSA, no entanto, foi bloqueada pelo antagonista de ER.
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Binelli et al. (2000) observaram que o forbol éster (PDBu), um indutor de PKC,
estimulou a liberacdo de PGF2a pelas células BEND entre 3 e 12 horas de incubacéo,
engquanto que a expressao das proteinas COX-2 e PLA2 foi observada por 6 e 12 horas
respectivamente. Guzeloglu et al. (2004) identificaram as proteinas PKCa e PKCeg as 3
e 6 horas de incubagdo no citosol e na membrana celular de células BEND né&o
estimuladas; além disso, as células BEND estimuladas por PDBu produziram mais
PGF2a do que o grupo controle, enquanto que o uso de um inibidor de PKC aboliu a
secrecdo de PGF2a induzida pelo PDBu. A partir desses dados, sugere-se que 0 E;
estimule a expresséo e/ou a atividade das enzimas PKC e cPLA2, e estas na presenca

de CI séo ativadas ao maximo promovendo o aumento da sintese de PGF2a.

2.2 Caracteristicas Moleculares da Proteinas Envolvidas da Sintese de PGF2a

2.2.1 Proteina G e seus inibidores

As proteinas G fazem parte de uma superfamilia que atualmente compreendem
mais de 50 proteinas, possuem alto peso molecular e sdo formadas por trés
polipeptidios distintos, chamados heterotrimeros a, B e y. S&o proteinas que
encontram-se acopladas a receptores no meio intracelular da célula, e quando ativadas
podem migrar pelo citosol e ativar enzimas amplificadoras ou canais i0nicos,
determinando a transducgéao de sinais.

Os receptores acoplados a proteina G sédo responsaveis por grande parte das
respostas celulares que ocorrem no organismo, tais receptores que transmitem o sinal
celular via proteinas G possuem uma regido extracelular e uma regido transmembrana

na qual transpassam a membrana com sete dominios hidrofébicos, sendo denominados
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receptores 7TM, com grupos guanilicos guanosina difosfato (GDP) e guanosina
trisfofato (GTP) (MOURA, VIDAL, 2011).

Desta forma quando um agonista liga-se ao receptor acoplado a proteina G,
ocorre uma alteragdo na conformacgéo do receptor, que possibilita o acoplamento ao
heterotrimero da proteina G. Este heterotrimero correspondente as subunidades a, 3 e
y. Essa alteracdo na conformacéo faz com que o fator de troca de nucleotideos de
guanina (GEF) induza a troca de GDP por GTP na subunidade a. A ligacdo com o GTP
por sua vez ativa a subunidade a e faz com que ela libere o dimero By e o receptor,
deste modo, a subunidade a ligada ao GTP e o heterodimero By transformam-se em
moléculas sinalizadoras ativas que iniciam cascatas de sinaliza¢ao intracelular ativando

efetores.

A proteina G permanece ativa até que o GTP ligado a subunidade a seja
hidrolisado em GDP pela atividade GTPase intrinseca dessa subunidade. A ligacao
com o GDP devolve a afinidade da subunidade a pelo dimero By, encerrando o ciclo de
transducdo de sinal e formando novamente o complexo basal inativo, que pode ser
reativado por uma nova ligagao de um ligante ao receptor. Desta forma portanto, age o
inibidor da proteina G escolhido. Fazendo com que n&o ocorra a troca de nucleotideos
GDP para GTP (Figura 2).
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Figura 2. Estrutra quimica do Guanosine (C10H15N5011P2), inibidor da proteina G. Fonte (PUBCHEM,
2015).

2.2.2 Proteina quinase C (PKC) e seus inibidores

A PKC faz parte de uma familia de proteinas serina/treonina quinases que
mediante ativacdo determinam inUmeras respostas intracelulares (TOKER, 1998). Tal
enzima participa de varias etapas do desenvolvimento do sistema nervoso, mediando
eventos proliferativos de diferenciacdo e apoptose (SINGER, 1996). Entretanto, sua
atividade nao se restringe ao periodo do desenvolvimento, visto que durante a vida
adulta, a PKC controla varias respostas celulares tais como a ativacao plaquetaria,
remodelamento do citoesqueleto de actina e modulagcdo de canais i6nicos (TOKER,
1998).

Ao longo dos anos, diferentes grupos de pesquisa vém estudando o0s
mecanismos de regulacdo da atividade da PKC. Tal proteina € composta de duas

subunidades, designadas de a e B. A subunidade a é caracterizada como regulatoria e
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apresenta os dominios C1 e C2. O dominio C1 é responsével pela ligacdo da molécula
ao DAG e ao PMA. O dominio C2 possibilita a ligacdo da molécula com o calcio. A
subunidade B representa a porcéo catalitica, altamente conservada dentre as diferentes
isoformas. Tal subunidade, apresenta os dominios C3 responsavel pela ligacdo ao ATP
e o dominio C4 responsével pela ligagdo ao substrato (MICHIE; NAKAGAWA, 2005).

De acordo com Michie e Nakagawa (2005), a familia das proteinas quinases C é
composta por mais de 10 isoformas, que inicialmente foram subdivididas em 3 classes
ou subfamilias. A classe convencional é representada pelas isoenzimas a (alfa), com
peso molecular de 76,83 kDa e formadas por uma sequéncia de 672 aminoacidos. A
classe B (beta), subdividida em Bl (beta I) e Bll (beta Il), apresenta peso molecular de
76,91 kDa e sao formadas por uma sequéncia de 673 aminoacidos. A classe y (gama),
com peso molecular de 77,15 kDa, € formada por uma sequéncia de 682 aminoacidos.
Estas trés isoenzimas apresentam como caracteristica sitios de ligagdo para o éster de
forbol e para o célcio. A ativacdo destas isoenzimas sdo dependentes de calcio, DAG,

fosfatidilserina e acido fosfatidico. A classe nova é representada pelas isoenzimas &
(delta), € (épsilon), N (eta) e O (teta) cuja ativacdo independe de célcio. Estas enzimas
sao ativadas por DAG, acido fosfatidico, fosfatidilserina, fosfatidilinositol e forbol éster. A
classe atipica € composta pelas isoenzimas ( (zeta) e A (lambda, também conhecida

como iota), sdo calcio independentes e possuem um dominio C1 modificado que néo
permite a interacdo com o DAG e ndo apresentam sitio de ligacdo para o éster de
forbol, ndo sendo portanto por este ativadas. Diversos trabalhos possibilitaram verificar
a capacidade de ativacdo destas enzimas por fosfatidilserina, &cidos graxos,
fosfatidilinositol 3,4,5-trifosfato, ceramida e acido fosfatidico.

Uma das abordagens mais simples para estudar o papel desempenhado pela
PKC em processos celulares é inibir a atividade enzimatica da quinase em células

intactas. Para este propdsito, componentes seletivos, permedveis e potentes séo
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requeridos. A molécula de PKC contém dois dominios: um dominio regulatério que
interage com o calcio, a fosfatidilserina e o diacilglicerol e um dominio catalitico com
sitios de ligac&o para os substratos de ATP e proteina. Portanto, ambos os dominios da
PKC podem ser considerados como alvos farmacologicos para criacdo de inibidores
especificos (TOULLEC et al., 1991).

Muitos inibidores destes dois dominios ja foram descritos e a Estaurosporina,
gue interage com o sitio de ligacdo de ATP, é o mais potente inibidor da PKC descrito
na literatura com uma concentragdo inibitéria (ICsp) maxima meédia de 10uM. No
entanto, este produto natural é pouco seletivo, quando testado contra outras proteinas
guinases e sua completa falta de especificidade € um grande problema quando a via de
sinalizacdo do bloqueio seletivo de uma célula PKC dependente é desejado. A fim de
se obter inibidores especificos de PKC, uma série de Bisindolylmaleimides tem sido
sintetizada (TOULLEC et al, 1991). Bisindolylmaleimide | (BIM) (2-[1-(3-
Dimetilaminopropil)indol-3-il]-3-(indol-3-il) maleimide; (Figura 3) é um inibidor de PKC
altamente seletivo, célula-permeavel e reversivel que é estruturalmente semelhante a
Estaurosporina. Tal molécula age como um inibidor competitivo para o sitio de ligacédo
de ATP da PKC e mostra alta seletividade para PKCa-, B1-, B2-, Y-, O- € €-isoenzimas
(TOULLEC et al., 1991).
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Figura 3. Estrutura quimica da Bisindolylmaleimide | (BIM I; (C25H24N402), inibidor seletivo de PKC
Fonte (PUBCHEM, 2015).

Varias formas de Bisindolylmaleimide foram descobertas para ser potentes e
seletivos inibidores de PKC (valores de ICso entre 5 a 70 uM). Dentre estas, a forma de
Bisindolylmaleimide | (BIM 1), também conhecida como GF109203X, foi escolhida para
estudos adicionais objetivando a caracterizacao da familia quimica. BIM | foi um inibidor
competitivo em relacdo ao ATP e apresentou alta seletividade para PKC, comparando
com outras cinco proteinas quinases. A poténcia e especificidade do inibidor BIM 1 foi
determinada em dois modelos celulares: plaguetas humanas e fibroblastos 3T3 e o
inibidor preveniu eficientemente a fosforilagdo mediada da PKC em ambos os modelos.
(TOULLEC et al., 1991).
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2.2.3 Proteina fosfolipase A2 (PLA2) e seus inibidores

A familia da PLAs é subdividida basicamente por tamanho, capacidade
secretéria e requerimento de calcio em trés subfamilias: as isoformas célcio-
independentes (iPLA2), que removem pequenas quantidades de AA da membrana, as
enzimas citosélicas de alto peso molecular célcio-dependentes (cPLA2s), que
estimulam a producdo da ciclooxigenase e remove uma maior quantidade de AA das
membranas quando comparada a PLA2i e as enzimas secretdrias de baixo peso
molecular célcio-dependentes (sPLA2-1B, sPLA2-IIA), que ocasiona, um aumento no
estimulo de liberacdo de AA para a formacédo de COX-2 (Smith et al., 1996; Gijon et al,
1999; Fitzpatrick e Soberman, 2001; Chakraborti, 2003).

A subfamilia cPLA2 é composta por trés enzimas que dividem as mesmas
caracteristicas estruturais sem se tornarem funcionalmente redundantes: PLA2G4A
(cPLA2a), PLA2G4B (cPLA2b) e PLA2G4C (cPLA2c) (SMITH et al., 1996; TANG et al.,
1997; MURAKAMI, KUDO, 2003). Além disso, apresenta peso molecular de 85,35 kDa
e € formada por uma sequéncia de 749 aminoacidos (DIOUF et al., 2006).

A maioria das PLA2 sdo amplamente expressas em diferentes tecidos, onde sao
envolvidas em diferentes processos bioldégicos como inflamacéo, regeneracao de tecido
e apoptose (FITZPATRICK; SOBERMAN, 2001; FUENTES et al., 2002).

As fosfolipases A2 podem exercer diferentes fungdes, dentre estas, remove 0
AA, acido graxo essencial precursor de PGF2a, das membranas fosfolipidicas. Através
da catalizacdo da hidrolise na posicéo sn-2 da membrana glicerofosfolipidica, levando a
producdo de &cidos graxos livres e lisofospolipideos, dois precursores de mediadores
ativos potentes. Esta reacao € de particular importancia se o acido graxo esterificado é
o acido araquidonico (AA). Assim, a primeira etapa regulada envolvida na formacao de
prostaglandina (PG) é a liberagdo de AA da membrana glicerofosfolipidica, que é
seletivamente realizada pelas cPLA2 (CLARK et. al., 1991).
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O Araquidonil-trifluorometil-cetona (AACOCF3) é um analogo ao acido
araquidénico (AA) em que o grupo carboxila (COOH) é substituido por um grupo
trifluorometilcetona (COCF3). Este acido € um Inibidor reversivel da PLA2, sendo mais
seletivo para PLA2 intracelulares (dependentes e independentes de célcio) do que para
as PLA2 extracelulares devido as suas propriedades fisioquimicas, que permite sua
rapida penetracdo na célula. AACOCF3 (Figura 4) inibe cPLA2 e iPLA2 de cérebro
bovino de maneira dose-dependente com valores de CI50 de 1,5 e 6,0uM,

respectivamente.

Figura 4. Estrutura quimica AACOCF3 (C21H31F30) , inibidor de PLA2. Fonte (PUBCHEM, 2015).

Em contraste a lenta dissociacdo do complexo de Ca+2/cPLA2/AACOCF3 (Street
et al.,, 1993), o complexo IPLA2/AACOCF3 dissocia-se rapidamente sob diluicdo e
aproximadamente toda a atividade de PLA2 pode ser recuperada, sugerindo uma maior
afinidade para cPLA2 (ACKERMAN et al.,, 1995). Sua maior seletividade para PLA2
intracelulares (dependentes e independentes de calcio) em relacdo a PLA2


https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/search/%2523collection=compounds&query_type=mf&query=C21H31F3O&sort=mw&sort_dir=asc

36

extracelulares € justificada por suas propriedades fisico-quimicas que permitem sua
rapida penetracéo para a célula AACOCF3 exerce uma inibicdo 500 vezes mais potente
para cPLA2 que para sPLA2 (TRIMBLE et al., 1993). Contudo, essa inibicdo também
bloqueia a atividade da cicloxigenase (RIENDEAU et al., 1994). Em relacdo ao
mecanismo de bloqueio enzimético, estudos de ressondncia magnética nuclear
mostram que a cadeia carbdnica de AACOCF3 liga-se a uma regido hidrofobica da
enzima, onde o grupo carbonil de AACOCF3 forma uma ligacdo covalente com o
aminoacido Ser228 no local ativo da enzima. Isso gera um axoanion carregado que
interage com um grupo da enzima carregado positivamente (STREET et al., 1993;
TRIMBLE et al., 1993).

A atuacdo de AACOCF3 sobre a atividade de PLA2 é investigada em inimeros
tipos celulares. Concentracdes de 5 a 20uM bloqueiam a liberagdo de AA, produto da
PLA2, em plaquetas, células monociticas humanas e células mesangiais (GRONICH et
al., 1994). O tratamento de células NG 108-15 com AACOCF3 diminui a formacdo inicial
de neuritos de maneira dose-dependente (SMALHEISER et al.,, 1996). Em cultura
neuronais primarias, esse inibidor previne a ativacdo de caspatases-3 e
neurodegeneracdo induzida pelo peptideo B-amiléide (AB) e peptideo prion humano
(BATE et al.,, 2004), o que infere o papel nos subtipos de PLA2 em processos
neurodegenerativos (FAROOQUI; HORROCKS, 1994; FAROOQUI et al.,, 1997). Em
astrocitos, a geracao de radicais livres é fortemente inibida pelo AACOCF3. AACOCF3
também inibiu a ativacdo de cPLA2 e, consequentemente aumento de AA, mediada por
metilmercurio (MeHg+2) (SHANKER; ASCHNER, 2003).

No entanto, apesar de ser descrito como um inibidor especifico de cPLAZ2,
estudos recentes em células ndo-neuronais indicam que AACOCF3 pode inibir também
COX e 5-lipoxigenase (5-LOX) (CUMMINGS et al., 2000; FUENTES et al., 2003).
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2.2.4 Quinases reguladas por sinal extracelular (ERKS)

As Map Kinases ou ERKs sdo koléculas que participam de atividades
intracelulares por meio de sinalizacdo. Classificada como Kinase regulada por sinal
extracelular. Na célula a PKC quando ativada induz a MAPK e ERK %, que fazem com
que ocorra a fosforilacdo da Fosfolipase A2 (Cpla2). O PLA2 €& mobilizado para a
membrana da célula , onde libera acido aracdConico (AA), que posteriormente é

convertido em cicloxigenase 2 (cox2) em seguida em PGH2.

3. HIPOTESE

Hipotetizou-se que o0 E, estimule a expressdo e/ou a atividade das enzimas
dependentes de célcio, especificamente, proteina quinase C (PKC) e fosfolipase A2
citosdlica (cPLA2).

4. OBJETIVOS

Objetivou-se avaliar o efeito dos inibidores de Proteina G, PKC e PLA2 na
sintese de PGF2a induzida pelo 17B-estradiol e Cl em células endometriais BEND
(Experimento 1) e avaliar as proteinas PKC e PLA2 , pela técnica de Western Blotting,

em explantes endometriais obtidos de fémeas bovinas abatidas 2 horas apos a

administracdo de 17B-estradiol no 17° dia do ciclo estral (Experimento 2).

5. MATERIAL E METODOS

5.1 Experimento 1

5.1.1 Local do Experimento
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A parte experimental do cultivo celular, tratamento das células BEND e a técnica
de radioimuensaio foram realizadas na Universidade de Sao Paulo, na Faculdade de
Medicina Veterinaria e Zootecnia, na cidade de Pirassununga/SP, nas dependéncias do
Centro de Biotecnologia em Reproducdo Animal, no Laboratério de Fisiologia e

Endocrinologia Molecular (LFEM), com a colaborag&o do Prof. Dr. Mario Binelli.

5.1.2 Delineamento experimental

Células endometriais BEND (Figura 5) foram suspensas em meio de cultivo
completo contendo: 40% HAM F-12 (Sigma N6760); 40% de Minimal Essential Médium
(MEM; Sigma M0643); 200Ul de insulina/L (Sigma 15500); 10% v/v de Soro Fetal Bovino
(FBS; Gibco Life 10270-106); 10% v/v de soro equino (Nutricel) e 1% v/v de solucéo
antibiética e antimicética (Sigma A7292). As células BEND (4 x 10%) foram semeadas
em pocos de 1,5cm de diametro e 2cm de altura, em placas de 24 pocos (Costar,
Corning Incorporated), em 1,5mL de meio de cultivo completo e cultivadas a 38,5°C em
atmosfera umidificada contendo 5% de CO,, até terem atingido a confluéncia de 90%. A
seguir as células foram lavadas duas vezes meio idéntico ao citado acima, porém com a
auséncia de soro fetal bovino e eqliino (meio sem soro). Ap6s a lavagem as células
foram incubadas em meio sem soro por 24 horas. Apoés tal periodo de incubacao, os
pocos das placas contendo as células cultivadas foram equitativamente divididos para
receberem um dos diferentes tratamentos estipulados. Para a melhor compreenséo do
Experimento 1, o mesmo foi subdividido em Experimento 1A, Experimento 1B e
Experimento 1C.
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Figura 5. Células BEND (American Type Culture Collection AYCC no CRL-2398) cultivadas in vitro.

Para a melhor compreensdo do Experimento 1, o mesmo foi subdividido em
Experimento 1A, Experimento 1B e Experimento 1C. Em todos experimento apos
realizagdo da administragdo dos tratamentos foi realizada a coleta das amostras item
(5.1.3) e a técnica de radioimunoensaio (5.1.4).

5.1.2.1 Experimento 1A - Efeito do inibidor da proteina G na sintese de PGF2a

induzida pelo estradiol e céalcio ionéforo

Os pogos contendo as células foram equitativamente divididos para receberem
um dos seguintes tratamentos. Grupo Controle: meio BEND constituido de 40% HAM
F-12 (Sigma N6760); 40% de Minimal Essential Médium (MEM; Sigma M0643); 200Ul
de insulina/L (Sigma 15500) e 1% v/v de solucdo antibidtica e antimicotica (Sigma
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A7292); Grupo inibidor da proteina G: meio BEND adicionado de 10uM de Guanosine
5’- {B-thio} difosfato trilitium sal (Sigma G 7637); Grupo inibidor da proteina G + E, +
Cl: meio BEND adicionado de 10uM de Guanosine 5’- [ B-thio} difosfato trilitium sal
(Sigma G 7637), 10°M de calcio ion6foro (A23187) e 10™*M de 17B-estradiol (Sigma E-
8875); e Grupo E; + Cl: meio BEND adicionado de 10°M de célcio ionéforo (A23187) e
10M de 17B-estradiol (Sigma E-8875). O inibidor da Proteina G utilizado foi a
Guanosine 5’- [ B-thio} difosfato trilitium sal, inicialmente diluido em meio KHB na

concentracéo inicial de 6,5mg/mL (Figura 6)

24 HORAS

meio sem soro fetal bovine e equino l

e _

. .
60 minutos 1% coleta de meio 10001 |
ﬁ Tempo 0

Adigdo de 100pl de
meio

Sem E2+Cl | ComE2:Cl |

l 12HORAS
.
2° coleta de meio 100yl |
Tempo 12

5

Figura 6: Experimento 1A, ilustracdo do delineamento experimental do cultivo celular, administracao dos

tratamentos nos diferentes grupos, coletas de amostras e mensuracdo de PGF2.
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5.1.2.2 Experimento 1B - Efeito do inibidor da PKC na sintese de PGF2a induzida

pelo estradiol e calcio ion6foro

Os pocgos contendo as células foram equitativamente divididos para receberem
um dos seguintes tratamentos: Grupo Controle: meio BEND constituido de 40% HAM
F-12 (Sigma N6760); 40% de Minimal Essential Médium (MEM; Sigma M0643); 200Ul
de insulina/L (Sigma 15500) e 1% v/v de solucdo antibidtica e antimicotica (Sigma
A7292); Grupo inibidor da PKC: meio BEND suplementado com 10iM de CzsH24N4O>
— Bisindolimaleimide | (Calbiochem 203290); Grupo inibidor da PKC + E; + Cl: meio
BEND suplementado com 10iM de CysH24N4O, — Bisindolimaleimide | (Calbiochem
203290), 10°M de calcio ionéforo (A23187) e 10°M de 17B-estradiol (Sigma E-8875); e
Grupo E; + Cl: meio BEND adicionado de 10°M de célcio ionéforo (A23187) e 10™*M
de 17B-estradiol (Sigma E-8875). O inibidor de PKC utilizado foi CysH24N4O, —
Bisindolimaleimide | (BIS 1) inicialmente diluido em DMSO na concentracdo inicial de
4,125mg/mL (Figura 7).
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meiosem soro fetal bovino e equino l
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Figura 7: Experimento 1B, ilustracdo do delineamento experimental do cultivo celular, administra¢do dos

tratamentos, coletas de amostras e mensuracéo de PGF2a.

5.1.2.3 Experimento 1C - Efeito do inibidor da PLA2 na sintese de PGF2a induzida

pelo estradiol e calcio ion6foro

Os pocgos contendo as células foram equitativamente divididos para receberem
um dos seguintes tratamentos: Grupo Controle: meio BEND constituido de 40% HAM
F-12 (Sigma N6760); 40% de Minimal Essential Médium (MEM; Sigma M0643); 200Ul
de insulina/L (Sigma 15500) e 1% v/v de solucao antibiética e antimicética (Sigma
A7292); Grupo inibidor da PLA2: meio BEND suplementado com 20iM de AACOCF3
(Calbiochem 100109), inibidor de PLA2; Grupo inibidor da PLA2 + E; + Cl: meio
BEND suplementado com 20iM de AACOCF3 (Calbiochem 100109), 10°M de célcio
iondforo (A23187) e 10'°*M de 17B-estradiol (Sigma E-8875); e Grupo E, + Cl: meio
BEND adicionado de 10°M de célcio ion6foro (A23187) e 10*M de 17p-estradiol (Sig-
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ma E-8875). O inibidor da PLA2 utilizado foi o AACOCFS3, inicialmente diluido em etanol
na concentracao inicial de 6,5mg/mL (Figura 8).

24 HORAS
meio sem soro fetal bovino e equino 1
i N
60 minutos 1° coleta de meio 10041 |
do0Q —_— Tempo 0 \ f
%‘ eo00Q l

Adicéo de 100pl de
meio

Sem E2+Cl || Com E2+Cl |

l 12 HORAS

2° coleta de meio 100yl ‘
Tempo 12

Figura 8: Experimento 1C, ilustracdo do delineamento experimental do cultivo celular, administracdo dos
tratamentos, coletas de amostras e mensuracdo de PGF2
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Guanosine 5

Bisindolymaleimide |

CELULA ENDOMETRIAL

Figura 9. Modelo esquematico ilustrando os mecanismos de atuacdo dos antagonistas de
proteinas envolvidas na sintese de PGF2a na célula endometrial: a GUANOSINE 5’ inibe a
proteina G que promove a clivagem da fosfolipase C (PLC) em diacilglicerol (DAG) e fosfatidil-
inositol trifosfato (IP3); Bisindolymaleimide | inibe PKC e o AACOCF3 inibe diretamente a
proteina PLA2.
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5.1.3. Coleta das amostras de meio de cultivo

Os tratamentos foram realizados em triplicata e em um total de trés repeticdes
experimentais, totalizando nove pocos tratados por grupo de tratamento. As células
foram incubadas com os 1 mL de meio sem soro contendo inicialmente apenas 0s
inibidores designados em cada tratamento, onde permaneceram durante 60 minutos.
Apos este periodo foi coletada uma amostra de meio no volume de 100uL (Tempo 0).
Imediatamente apoés, foi adicionado 100uL de meio sem soro contendo ou nao E; + ClI,
gue foi acrescentado aos 900uL restantes nos poc¢os, em quantidade que determinasse
uma concentracéo final de 10°M de calcio ionéforo e 10*M de estradiol. Amostras de
meio, no volume de 100uL, foram coletadas 12 horas apds o tratamento ou ndo com CI.
As amostras foram armazenadas a -20°C para posterior mensuracdo de PGF2a por

radioimunoensaio.

5.1.4 Radioimunoensaio para PGF2a

A técnica de radioimunoensaio foi realizada segundo procedimentos descritos
por Danet-Desnoyers et al. (1995). As concentracdes de PGF2a foram devidamente
ajustadas para pg/mL/mg de tecido endometrial nos tempos O e 12 horas. Para
mensuragao de PGF2a das amostras foram realizados trés ensaios. O coeficiente de
variacao intra-ensaio para referéncia com 250pg/mL de PGF2a foi de: 8,58% (ensaio 1);
6,93% (ensaio 2) e 8,67% (ensaio 3). O coeficiente de variacdo intra-ensaio para
referéncia com 1000pg/mL de PGF2a foi de 4,85% (ensaiol); 6,07% (ensaio 2) e 8,37%
(ensaio 3). O coeficiente de variacao intra-ensaio para referéncia com 3500pg/mL de
PGF2a foi de 7,86% (ensaiol); 19,27% (ensaio 2) e 7,52% (ensaio 3). O coeficiente de
variacdo inter-ensaio para referéncia com 250pg/mL de PGF2a foi de 8,52%. O

coeficiente de variacéo inter-ensaio para referéncia com 1000pg/mL de PGF2a foi de
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5,24%. O coeficiente de variacdo inter-ensaio para referéncia com 3500pg/mL de
PGF2a foi de 13,25%.

5.1.5 Anélise estatistica

As concentracdes de PGF2a produzidas nas primeiras 12 horas (DIF 12), obtida pela
concentracdo de PGF2a com 12 horas de tratamento subtraida da concentracdo de
PGF2a no tempo O, foi a varidvel dependente. As varidveis independentes foram:
repeticdo, tratamento e a interacdo repeticdo x tratamento. Demonstrou-se com uma
analise preliminar que os dados de producdo de PGF2a (DIF 12) estavam adequados
quanto a homogeneidade das variancias (Teste F, p>0,05), os quais foram
apresentados com LSmeans + EPM. Os dados foram analisados por ANOVA,
utilizando-se o proc GLM do programa SAS (SAS Institute, 1988). Os tratamentos foram

comparados por contrastes ortogonais.

5.2 Experimento 2

5.2.1 Local do experimento

Os tratamentos, abate das fémeas e coleta dos tecidos para realizagdo do
experimento, foram realizados na Universidade de S&o Paulo, na Faculdade de
Medicina Veterinaria e Zootecnia, na cidade de Pirassununga/SP, nas dependéncias do
Centro de Biotecnologia em Reproducdo Animal, no Laboratorio de Fisiologia e
Endocrinologia Molecular (LFEM). A realizacdo das técnicas de Extracdo e
Quantificacdo de Proteinas, técnica de Eletroforese Unidimensional e técnica de
Western Blotting foram realizadas no Laboratério de no Laboratério de Investigacdo da

Fisiologia do Endométrio e do Embrido - LIFE, sediado naUniversidade Estadual
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Paulista “Julio de Mesquita Filho” - UNESP, Faculdade de Ciéncias Agrarias e
Tecnologicas - FCAT, Campus de Dracena/SP.

5.2.2 Animais

Foram utilizadas 11 novilhas Nelore (Bos taurus indicus) ndo gestantes, de idade
variavel, ciclicas, com escore de condicdo corporal entre 5 e 6 (na escalade 1 a 9) e
ndo lactantes. Os animais foram mantidos em piquetes, com agua a disposicdo. A
alimentacdo foi baseada no pastejo (Brachiaria spp.) complementada por
suplementacdo mineral. Todos os animais foram vermifugados, vacinados e submetidos

a exames para controle de tuberculose e Brucelose previamente ao estudo.

5.2.3 Sincronizacéo das ovulacdes

Para a sincronizacdo das ovulac¢des, conforme ilustrado na Figura 10, as
fémeas receberam um dispositivo intravaginal contendo 1grama de progesterona (Cro-
nipress®) associado a 2mg de Benzoato de Estradiol (Gonadiol®), via intramuscular
(IM). O dispositivo intravaginal foi mantido por 8 dias. As novilhas receberam uma
injecdo via intramuscular de 150ug de D-cloprostenol, IM (N.C.Preloban® - Intervet) 48
horas antes da retirada do dispositivo intravaginal. Na retirada do dispositivo receberam
novamente via intramuscular 150ug de D-cloprostenol, IM (N.C.Preloban® - Intervet).
Apoés 48 horas da retirada dos dispositivos foi realizado um exame ultra-sonografico

(Aloka, modelo SSD500, transdutor linear de 7,5 MHz) e as fémeas que apresentaram
um foliculo dominante >7,5mm receberam uma injecdo de 100lg de gonadorelina, um

GnRH sintético via IM (Fertagil®-Intervet) com o objetivo de induzir a ovulagéo do foli-

culo dominante. Novo exame foi realizado 48 horas apos a inje¢do de GnRH para avali-
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ar as fémeas que ovularam. O dia do estro foi considerado o dia da aplicagao do GnRH
(D0). No presente estudo, foram utilizadas apenas as novilhas que ovularam no DO. No
D6 foi realizado um exame ultra-sonografico (Aloka, modelo SSD500, transdutor linear
de 7,5 MHz) e as fémeas que apresentaram um foliculo dominante >7,5mm receberam
uma injecdo de 100lg de gonadorelina, um GnRH sintético via IM (Fertagil®-Intervet)
com o objetivo de induzir a ovulacdo do foliculo dominante e promover a formacéo de
um corpo luteo acessorio ao corpo luteo original. Tal procedimento foi realizado com o
objetivo de aumentar as concentracfes plasmaticas de progesterona na tentativa de
induzir um ciclo estral mais longo, de maneira que no D17 as novilhas nao tivessem
iniciado a lutedlise fisioldgica. Novo exame foi realizado 48 horas apls a injecao de
GnRH para avaliar as fémeas que ovularam. No presente estudo, foram utilizadas ape-

nas as novilhas que ovularam no D6 e formaram um corpo luteo acessorio.

D-10 D-4 D-2 D0 D6
l | | | | | '¢ | 4E horas 48 horas 48 horas
o ry ﬂ
i /(‘ /(‘ Retirada P >
dg Dispositive
Dispositivo 150 pg +
1g progesterons D-dloprostenal 150 pg
+ {IM} D-Cloprostenol
2 mg Benzoato de {IN}
estradiol Exame ultra Exame ultra Exame ultra  Exame ultra
(1M1} sonografico sonografico sonografico sonografico
+ +
100 pg GnRH 100 pg GnRH

(M} (M}

Figura 10. Protocolo de sincronizacéo das ovulagfes utilizado no Experimento 2.
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5.2.4 Tratamento in vivo

As novilhas pareadas de acordo com a data de apresentacao do estro, foram no
17° dia do ciclo estral injetadas com Omg (n=5) ou 3mg de 17B-estradiol (n=6) e
abatidas duas horas ap06s o tratamento. O abate foi realizado por concussao cerebral
por pistola pneumatica. Imediatamente apds o abate, o sistema genital foi transportado
ao laboratério a 4°C (Figura 11).

D6 D 17

’

TRATAMENTOS
IN VIVO

0 mg 17p —estradiol em 3mg 17f -estradiol
6 ml de etanol 50%, IV em 6 ml de etanol 50%,

n=5 IV n=6
HORA 0 HORAO

v v
m .
DISSECCAO DO ENDOMETRIO.

4

| ARMAZENAMENTO DOS EXPLANTES ENDOMETRIAISA -90°C
v

EXTRACAO E QUANTIFICACAO DE PROTEINAS
7

WESTERN BLOTTING

Figura 11: Experimento 2 - llustracdo da administracdo dos tratamentos in vivo e in vitro e coletas de

amostras e mensuracgédo de proteinas pela técnica de Western Blotting.
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5.2.5 Isolamento e armazenamento dos explantes endometriais

O endomeétrio, do corno uterino ipsolateral ao corpo lateo original (subentende-se
ndo acessorio), foi dissecado e fragmentos da regido intercaruncular foram

acondicionados em criotubos e imediatamente armazenados a -80°C.

5.2.6 Extracdo e quantificagdo de proteinas

Apés o abate os explantes endometriais das novilhas tratadas in vivo com estradiol
(Grupo Com E,) ou néo tratadas com estradiol (Grupo Sem E,) foram removidos e pesados.
Para cada 2 gramas de endométrio foram acrescidos 2,5mL de uma solucao de extracdo de
proteinas contendo 1mM EDTA (Fisher BP 120-500); 1mM EGTA (Sigma E8145); 1mM DTT
(Fisher BP 172-5); 0,5mM PMSF (Sigma P-7626); 300mM NacCl; 0,5% NP-40; 50mM Tris pH
8.0; 10% Gilicerol; 10ug/mL Aprotinina (Sigma A-4529); 10ug/mL Leupeptina (Sigma L-2884) e
10pg/mL Pepstatina (Sigma P-4265). Devido a baixa quantidade de proteinas nas amostras
analisadas, tornou-se necessario concentrar os extratos para que fosse possivel pipetar em
cada poco do gel de eletroforese 30ul de amostra contendo 50ug de proteina. Portanto foi
realizado o emprego de uma menor quantidade de solugdo de extracdo nos explantes

endometriais.

5.2.7 Western blotting

Foram testados géis de separacdo com diferentes concentracdes de
Poliacrilamida (12 e 14%). A concentracdo de 12% de Poliacrilamida foi padronizada
para todos os géis que foram analisados. Para a confeccdo dos geéis, utilizou-se o
Padrdo de Peso Molecular (PPM) Kaleidoscope Prestained Standards (cat. 161-0324,
BIO-RAD), que continha proteinas com 0s seguintes pesos moleculares: 193,890;
120,371; 88,955; 36,265; 31,041; 16,388 e 6,623 kDa. A quantidade de proteina total
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administrada em cada um dos “pogos” do gel de eletroforese foi de 50ug. O
procedimento de Eletroforese foi realizado em duplicata para todas as proteinas de
interesse do presente estudo (PKC, PLA, e ERK1/2) assim, de cada corrida eram
obtidos dois géis idénticos, ao final do procedimento obtiveram-se quatro géis de duas
corridas eletroforéticas com exatamente as mesmas amostras e sob as mesmas
condicbes para cada uma das proteinas de interesse, a fim de garantir uma maior
confiabilidade de comparacao entre as categorias de animais. A corrida eletroforética foi
ajustada para 220Volts e 100mA, por um periodo variavel de 1 a 2 horas, quando
observou-se a finalizacéo total da corrida. Apds o término da corrida eletroforética, os
géis foram imersos em tampéo de transferéncia contendo metanol durante 2 horas.
Procedeu-se com a montagem do sistema de transferéncia horizontal, onde foram
acomodados dois Blotting Papers, uma membrana de nitrocelulose, um gel de
poliacrilamida e novamente dois Blotting Papers. As condi¢cbes de transferéncia foram
de 47V e 100mA, por um periodo de aproximadamente duas horas. Ao término da
transferéncia, as membranas de nitrocelulose foram imersas em solu¢do de bloqueio,
onde permaneceram incubadas por um periodo médio de duas horas, sobre placa
agitadora em temperatura ambiente. Em seguida, as membranas foram lavadas quatro
vezes com solucdo de TBS durante 10 minutos sobre placa agitadora. Varias diluicbes
distintas dos anticorpos primarios ERK1/2, PKC e PLA2 foram adequadamente
validadas. As dilui¢cdes eleitas para realizar a padronizagéo foram: 1:100, 1:200, 1:600 e
1:1.000 para o anticorpo primario ERK1/2 (sc-16982, p-ERK1/2 (Thr 202/Tyr 204), goat
polyclonal IgG, Lot. # L0209, Santa Cruz Biotechnology); 1:200, 1:600, 1:1.000 para o
anticorpo primario PLA2 (sc-55887, group V PLA2 (T-20), goat polyclonal IgG, Lot. #
A1508, Santa Cruz Biotechnology) e 1:500 e 1:1.000 para anticorpo primario PKC ( #
93775, phopho-PKC theta (T538), rabbit Ab, Cell Signaling). Apos a validagéo concluiu-
se gque a diluigdo mais adequada do anticorpo primario, ou seja, a que proporcionou
melhor visualizagdo de bandas foi: 1:100 para ERK1/2 1:600 para PLA2 e 1:500 para
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PKC. O anticorpo primario foi diluido apenas em Solucdo Tampdo de TBS. Apoés a
quarta lavagem das membranas em Solucdo Tampado de TBS, posteriormente ao
periodo de bloqueio em solucéo de leite desnatado, as mesmas eram incubadas com
exatamente 1mL da solucdo descrita acima, sob placa agitadora, em temperatura de
4°C, onde permaneceram por um periodo médio de doze horas. ApoOs a retirada do
anticorpo as membranas foram lavadas por trés vezes de dez minutos com Solucéo
Tampao de T-TBS sob plataforma agitadora e uma vez de dez minutos com Solugéo
Tampéao de TBS também sob placa agitadora. A mesma validacdo também foi realizada
para o anticorpo secundario. As diluicbes eleitas para se realizar o procedimento de
padronizacdo do anticorpo secundario foram: 1:1.000, 1:5.000, 1:10.000 e 1:25.000
para o anticorppo secundario anti-ERK1/2 (sc-2020, donkey anti-goat IgG-HRP, Lot.
#B2709, Santa Cruz Biotechnology); 1:1.000, 1:5.000, 1:10.000 e 1:15.000 para o
anticorpo secundario anti-PLA2 (sc-2020, donkey anti-goat 1gG-HRP, Lot. #B2709,
Santa Cruz Biotechnology) e 1:1.000, 1:2.000 e 1:3.000 para o anticorpo secundario
anti-PKC (# 7074, anti-rabbit IgG-HRP linked antibody, Cell Signaling). Apos a validacéo
concluiu-se que a diluicdo mais adequada do anticorpo secundario foi a de 1:10.000
para o anti-ERK1/2 e anti-PLA2 e 1:3.000 para o anti-PKC. O anticorpo secundario foi

preparado da mesma forma que o anticorpo primario, ou seja, foi diluido apenas em
Solucdo Tampéao de TBS. ApGs a quarta lavagem das membranas em Solucdo Tampao
de TBS, posteriormente ao periodo de incubacdo em anticorpo primario, as mesmas
eram incubadas com, aproximadamente, 20mL da solu¢cdo contendo o anticorpo
secundario, previamente preparada, sob placa agitadora em temperatura ambiente, por
um periodo de uma hora. Posteriormente ao periodo de incubacdo das membranas em
solucdo contendo o anticorpo secundario (anti-ERK1/2, anti-PLA2 e anti- PKC), as
mesmas foram entdo lavadas por trés vezes de dez minutos com Solucdo Tampéo de
T-TBS sob plataforma agitadora e uma vez de dez minutos com Solu¢cdo Tampéo de

TBS também sob placa agitadora. Apds a devida realizacdo das lavagens das
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membranas, as mesmas foram mantidas em Solugcdo Tamp&o de TBS para sua
posterior revelacdo. Para a revelacao utilizou-se a Solugdo Super Sigmal West Pico
Lumina e Super Sigmal West Stable Peroxide Sotution. Incubou-se as membranas
nesta solucao de quimiluminescéncia por um periodo de 1 minuto para PLA2, 3 minutos
para PKC e 5 minutos para ERK1/2, tempos estipulados ap6s um prévia validagao.

5.2.8 Andlise estatistica

ApoGs a revelagdo, a densidade Optica da banda especifica foi correlacionada
positivamente a sua concentracdo. A densidade digital das bandas detectadas foi
analisada por ANOVA, utilizando-se o Proc GLM do programa SAS (SAS Institute,
1988). No modelo, a variavel dependente foi a densidade de cada uma das bandas e as
variaveis independentes foram vaca e tratamento (Com Estradiol in vivo ou Sem
Estradiol in vivo) para as proteinas PKC, ERK 1/2 e PLA2. A significancia imposta foi de
95%.

6. RESULTADOS
6.1 Experimento 1
6.1.1 Experimento la

As concentracfes meédias de PGF2a no tempo 0 e 12 horas, para os diferentes
grupos de tratamento estédo representadas na Figura 12. As médias no tempo 0 foram
de 460,96 + 17,54pg/mL (grupo controle); 649,88 + 19,88pg/mL (Inibidor de Proteina

G); 675,41 + 17,87pg/mL (Inibidor de Proteina G + CI + E,) e 565,31 + 20,12pg/mL (CI
e E;). As médias no tempo 12 horas foram de 628,1 + 22,86pg/mL (grupo controle);
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865,56 + 22,99pg/mL ((Inibidor de Proteina G); 982,7 + 21,7pg/mL ((Inibidor de Proteina
G +Cl + Ey) e 805,4 + 22,41pg/mL (Cl e Ey).

A DIF 12, representada pela concentracdo de PGF2a com 12 horas de tratamento
subtraida da concentracdo de PGF2aq, para os diferentes grupos de tratamento esta
representada na Figura 13. A DIF 12 foi de 167,16 + 18,17pg/mL (grupo controle);
183,33 + 15,75pg/mL (Inibidor de Proteina G); 307,29 + 19,35pg/mL (Inibidor de
Proteina G + ClI + E) e 235,54 + 18,61pg/mL (Cl e E»).

1100,

825,

ETempo O

>0, ETempo 12

275,

Concentragao de PGF2a
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Controle Inibidor Prot. G Inibidor Prot. CI+E2
G+CI+E2

Figura 12. Experimento 1A: Concentragdes de PGF2a (pg/mL), nos tempos 0 e 12 horas, para
as células endometriais bovinas (BEND) tratadas com meio controle, inibidor proteina G, inibidor
de proteinaG +Cl+E, e Cl + E,
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Figura 13. Experimento 1A: Concentracdes de PGF2a (pg/mL), em relacdo a DIF entre os tempos 0 e 12
horas (DIF 12), para as células endometriais bovinas (BEND) tratadas com meio controle, inibidor de

proteina G, inibidor de proteina G + Cl + E;e Cl + E,

Neste estudo foi verificado efeito de repticdo (P<0,001) e efeito de inibidor
(P<0,01).. As células tratadas com o inibidor de Proteina G (grupo inibidor de proteina
G e Inibidor de Proteina G + Cl + E2) apresentaram uma DIF 12 menor (P<0,01) que os

grupos nao tratados com o inibidor de Proteina G (controle e Cl + E2).

6.1.2 Experimento 1B

As concentracfes médias de PGF2a no tempo 0 e 12 horas, para os diferentes
grupos de tratamento estdo representadas na Figura 14. As médias no tempo O hora
foram de 460,96 + 17,54pg/mL (meio controle); 513,18 + 22,32pg/mL (Inibidor de PKC);
444,93 + 17,63pg/mL (Inibidor de PKC + CI + E2) e 565,31 + 20,12pg/mL (Cl e E). As
médias no tempo 12 horas foram de 628,1 + 22,86pg/mL (meio controle); 620,01 +
19,45pg/mL (Inibidor de PKC); 649,08 + 21,74pg/mL (Inibidor de PKC + CI + E2) e
805,4 + 22,41pg/mL(Cl e E»).
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A DIF 12, representada pela concentragdo de PGF2a com 12 horas de tratamento
subtraida da concentracdo de PGF2a, para os diferentes grupos de tratamento esta
representada na Figura 15. A DIF 12 foi de 167,16 + 18,17pg/mL(meio controle) ;
106,82 + 17,9pg/mL (Inibidor de PKC); 190,12 + 14,61pg/mL (Inibidor de PKC + CI +
E2) e 235,54 + 18,61pg/mL (Cl e Ey).

ETempo 0
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o
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Figura 14. Experimento 1B: Concentra¢Bes de PGF2a (pg/mL), nos tempos 0 e 12 horas, para
as células endometriais bovinas (BEND) tratadas com meio controle, inibidor de PKC, inibidor
dePKC+Cl+E,eCl+E,
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Figura 15. Experimento 1B: Concentracdes de PGF2a (pg/mL), em relagdo a DIF entre os
tempos 0 e 12 horas, para as células endometriais bovinas (BEND) tratadas com meio controle,
inibidor de PKC, inibidor de PKC + Cl + E, e Cl + E,.

Neste estudo foi verificado efeito de repeticdo (P<0,001) e ndo houve efeito de
inibidor (P=0,2709). As células tratadas com o inibidor de PKC (grupo inibidor de PKC e
Inibidor de PKC + CI + E2) né&o diferiram quanto a DIF 12 dos grupos néo tratados com
o inibidor de PKC (controle e Cl + E2). Desta forma o inibidor de PKC néo inibiu a
sintese de PGF2a induzida pelo estradiol. No presente estudo a inibicdo da proteina

PKC nao inibiu a sintese de PGF2a em células tratadas com Cl + E2.

6.1.3 Experimento 1c

As concentracfes médias de PGF2a no tempo 0 e 12 horas, para os diferentes
grupos de tratamento estdo representadas na Figura 16. As médias no tempo 0 hora
foram de 460,96 + 17,54pg/MI (grupo controle); 724,13 + 20,21pg/mL (Inibidor de
PLA2); 656,39 + 20,41pg/mL(Inibidor de PLA2 + CI + E2) e 565,31 + 20,12pg/mL (Cl e
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E> ). As médias no tempo 12 horas foram de 628,1 + 22,86pg/mL(grupo controle);
781,28 + 22,67pg/mL(Inibidor de PLA2); 781,81 + 22,23pg/mL (Inibidor de PLA2 + CI +
E,)e 805,4 + 22,41pg/mL(Cl e E»).

A DIF 12, representada pela concentracdo de PGF2a com 12 horas de
tratamento subtraida da concentracdo de PGF2a, para os diferentes grupos de
tratamento esta representada na Figura 17. A DIF 12 foi de 167,16 + 18,17pg/mL(grupo
controle); 91,47 + 17,69pg/mL(Inibidor de PLA2); 125,42 + 14,59pg/mL (Inibidor de
PLA2 + Cl + E2) e 235,54 + 18,61pg/mL(Cl e E>).

ETempo O
ETempo 12

Concentracao de PGF2a

Controle Inibidor PLE#bidor PLA2+CI+E2 CI+E2

Figura 16. Experimento 1C: Concentracdo de PGF2a (pg/mL), nos tempos 0 e 12 horas, para as células

tratadas com meio controle, inibidor de PLA2, inibidor de PLA2 + CI + E, e Cl + E».
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Figura 17. Experimento 1C: Concentracdo de PGF2a (pg/mL), em relacdo a DIF entre os tempos 0 e 12

horas, para as células tratadas com meio controle, inibidor de PLA2, inibidor de PLA2 + Cl + E, e Cl + E,.

Neste estudo foi verificado efeito de repeticdo (P<0,001) e houve efeito de
inibidor (P<0,05). As células tratadas com o inibidor de PLA; (grupo inibidor de PLA2 e
Inibidor de PLA2 + CI + E;) apresentaram uma DIF 12 menor (P<0,05) que 0s grupos
nao tratados com o inibidor de PLA2 (controle e CI + E;). Desta forma o inibidor da
proteina PLA, ndo inibiu a sintese de PGF2a independente da adicdo ou nédo de CI +
E,. No presente estudo a inibicdo da proteina PLA2 n&o inibiu a sintese de PGF2a em

células tratadas com CI + E,.

6.2 Experimento 2

Todos os animais utilizados no Experimento 2, apresentaram concentracdes
plasmaticas de progesterona > 1ng/mL, entretanto as analise foram feitas com animais
gue no momento do abate ndo haviam iniciado a lutedlise fisiolégica.

As médias da densidade Optica para as proteinas PKC, PLA2 e ERK1/2, estédo

representadas na Figura 18. Para a PKC, as médias foram de 1,0001 + 0,1869 (sem
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estradiol) e 0,9631 + 0,1447 (com estradiol). Nao houve efeito significativo do estradiol
(P=0,88) no aumento da proteina PKC endometrial. Para a PLA;, as médias foram de
1,0007 + 0,3253 e 1,2521 + 0,2520 para o grupo sem estradiol e com estradiol,
respectivamente. Nao houve efeito significativo do estradiol (P=0,56) no aumento da
proteina PLA, endometrial. Para a ERK1/2, as médias foram de 1,1558 + 1,4118 e
3,4748 + 1,2628 para o grupo sem estradiol e com estradiol, respectivamente. Nao
houve efeito significativo do estradiol (P=0,26) no aumento da proteina ERK1/2

endometrial.

(1]
=2 4
-t
j=1
O
W
8 _ 3
B
wy
c g .
o -5 M Sem estradiol
© 2
w 2 )
- 8 B Com estradiol
% —
>
[y Q-
o 1 -
‘@
=
[+F]
—r
£ 0
=X

PKC PLAZ ERK 1/2

-1

Figura 18. Médias + erro padrdo da porcentagem de intensidade de densidade 6ptica (X 1000
pixels) em explantes endometriais de fémeas bovinas néo tratadas (Controle) ou tratadas com 3mg
de 17B-estradiol (Grupo E,), via intramuscular, no 17° dia do ciclo estral, avaliados para as
proteinas PKC, PLA2 e ERK1/2 pela técnica de Western Blotting.
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7. DISCUSSAO
7.1 Experimento 1

No presente estudo esperava-se que o0 tratamento in vitro com E, e CI
estimulasse a sintese de PGF2a em células BEND, considerando que Membrive et al.
(2014) realizou tratamento idéntico com E, e CI e verificou que o CI utilizado
separadamente foi responsavel por um incremento de 179% na producédo de PGF2a
comparado ao grupo controle, contudo, quando o CI foi associado ao E,; o incremento
foi de 340% comparado ao grupo controle e de 58% comparado ao grupo tratado
exclusivamente com Cl .Neste estudo de Membrive et al. (2014), notavelmente o E;
aumentou a sensibilidade das células endometriais a acdo do CI (P<0,01). No presente
estudo, o Cl e E, quando utilizados separadamente ou associados ndo promoveram
aumento na sintese de PGF2a em células BEND.

A acdo do célcio no interior da célula e sua quantidade quando a célula é
encontrada em fase de repouso ou ativacao foi investigada por Alberts et al (1997). Os
mesmos relatam que a concentracdo celular de calcio livre no citosol é <107'M.
Entretanto, para que o aumento de calcio possibilite sua atuacdo como segundo
mensageiro a concentragdo basal de calcio no citosol deve ser mantida ao redor de 10
M. Quando a célula esta sem utilizar o célcio como segundo mensageiro, a bomba
calcio ATPase presente na membrana da célula e do reticulo endoplasmatico utiliza a
energia proveniente da hidrolise do ATP para bombear calcio do citosol para o reticulo
endoplasmatico, condicdo que favorece a manutencdo da concentracdo de <10'M no
citosol quando a célula esta sob tal condicdo. Quando a célula é ativada por um sinal
extracelular o influxo de calcio do liquido extracelular e do reticulo endoplasmatico para
o citosol, estabelece uma concentracdo de célcio de 5 x 10°M, possibilitando nesta
circunstancia que o calcio promova sua a¢do de segundo mensageiro. Os ionoforos,

inclusive o CI, sdo pequenas moléculas hidrofébicas que se dissolvem na bicamada
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lipidica da membrana plasmatica aumentando sua permeabilidade e facilitando sua
entrada na célula. O CI, utilizado no presente experimento, € um carreador i6nico
transportador de calcio, que atua transportando dois ions H+ para fora da célula para
cada ion calcio transportado para dentro das células. Quando as células sdo expostas
ao Cl, o calcio presente no liquido extracelular entra no citosol a favor de um forte
gradiente eletroquimico, possibilitando um aumento de calcio livre no citosol. No
presente estudo, a utilizacdo do Cl provavelmente tenha possibilitado a maior entrada
de calcio nas células endometriais, entretanto sua fungdo como segundo mensageiro
possivelmente ndo tenha sido evidenciada, pela limitada presenca das enzimas PKC e
PLA2, que sabidamente sdo dependentes de calcio para a ativacdo, possivelmente pelo
fato do E, ndo ter estimulado a sintese de ambas as enzimas, contradizendo a hipétese
inicial.

Considerando que nos experimento 1A, 1B e 1C foi observado efeito de
repeticdo (P<0,001), onde evidenciou-se que a cada repeticdo os resultados diferiram
guanto aos tratamento, assim neste estudo especificamente, o modelo de celular ndo
conferiu repetibilidade. Diante da auséncia de estimulacdo do CIl associado ao E; a
busca de verificar efeitos dos inibidores utilizados ficou bastante limitada.

No experimento 1A, as células tratadas com o inibidor de Proteina G (grupo
inibidor de proteina G e Inibidor de Proteina G + Cl + E,) apresentaram uma DIF 12
maior (P<0,01) que os grupos nao tratados com o inibidor de Proteina G (controle e ClI
+ E2). Este efeito foi o contrario do esperado, desta forma n&do houve efeito do inibidor.

No experimento 1B, as células tratadas com o inibidor de PKC (grupo inibidor de
PKC e Inibidor de PKC + CI + E2) nao diferiram quanto a DIF 12 dos grupos nao
tratados com o inibidor de PKC (controle e CI + E2). No presente estudo a inibicdo da
proteina PKC néo limitou a sintese de PGF2a em células BEND.

No experimento 1C, as células tratadas com o inibidor de PLA; (grupo inibidor de
PLA2 e Inibidor de PLA2 + CI + E,) apresentaram uma DIF 12 menor (P<0,05) que os
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grupos néao tratados com o inibidor de PLA2 (controle e CI + E,). Desta forma evidencia-
se gue o bloqueio da acdo da PLAZ2 limita a sintese de PGF2a em células BEND. Burns
et al. (1997) ao tratar explantes endometriais com estimuladores de PLA2 verificou um
grande aumento na sintese de PGF2a. Também relata-se que implantes uterinos de
estradiol em ratas promoveram um aumento da atividade de PLA2 167 vezes maior
gquando comparado ao placebo, reforcando a idéia de que o estradiol potencializa a
acdo da PLA2, assim esperavamos que o estradiol promovesse um aumento dos
transcritos de PLA2 potencializando a sintese de PGF2a em células BEND, acéo que

nao foi evidenciada.

7.2 Experimento 2

Neste experimento, esperava-se evidenciar um aumento nas proteinas PKC e
PLA2 em explanes endometriais provenientes de vacas tratadas com E2 no 17°dia do
ciclo estral. Entretanto ndo houve efeito significativo do estradiol no aumento da
proteina PKC (P=0,88), PLA2 (P=0,56) e ERK1/2 (P=0,26). Em estudo recente Oliveira
(2017), tratou fémeas bovinas de corte com 3mg de 17B-estradiol no 15° dia do ciclo
estral e avaliou, pela técnica de PCR em tempo real, as proteinas PKC alfa, PKC beta e
a PLA2G4 em biopsias uterinas realizadas 4 e 7 horas apdés a injecdo de 17B-estradiol.
Na bidpsias realizadas 4 e 7 horas ap0s o tratamento observou-se inclusive um menor
expressdo das enzimas avaliadas, resultado totalmente oposto ao esperado. Neste
estudo de Oliveira (2017), a hipotese de que o 17B-estradiol estimularia também foi
negada corroborando com os resultados evidenciados neste estudo, tanto no

experimento 1 quanto no 2.

Alves Junior et al. (2011) demonstraram que o tratamento in vivo com 17B-
estradiol ndo modulou a quantidade de proteina total em explantes de endométrio

coletados duas horas apdés o abate das fémeas. Também ndo houve modulacdo na
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abundancia em proteinas de peso molecular compativel das PKCs, aproximadamente
80 kDa. No entanto, o mesmo observou um aumento de proteinas com pesos
moleculares entre 108-110 kDa e 75-76 kDa. Desta forma, sugere-se que outras
proteinas que ndo foram avaliadas no presente estudo podem assumir o papel de
modular a sintese de PGF2a pelo estimulo do 17B-estradiol. Em complemento Oliveira
(2017) utilizando a técnica de imunohistoquimica, verificou que o 17B-estradiol modulou
de maneira oposta os isotipos de PKCs, aumentando PKC gama no epitélio luminal e
ao mesmo tempo diminuindo a abundancia de transcritos e da proteina PKC alfa. A
mesma autora sugere que os diferentes subtipos de PKCs podem regular a sintese de
PGF2a de forma especifica.

Considerando tais resultados sugere-se outros possiveis mecanismos de
atuacdo do E2. Os receptores de E2 também estdo presentes ha membrana celular e
uma vez ativados também desencadeiam respostas celulares por mecanismos nao
genbmicos (HO E LIAO,2002). Razandi et al (1999), observaram que o receptor de E2
ativado é capaz de ativar a atividade da c-Jun quinase (JNK). A c-Jun ativada por JNK
atuaria na transcricdo génica. Considerando tais observacdes, o E2 poderia exercer
indiretamente um efeito genémico na célula, ndo atuando como o proprio elemento de
resposta na transcricdo génica, mas favorecendo a atuacdo de outros elementos de
resposta. Outra possibilidade de atuacado do E, seria pela participacdo estimulando as
vias ERK1/2, JNK/SAPK e p38 MAPK, pelo estimulo na sintese dessas proteinas ou
na ativagcdo de tais proteinas, que associadas ao Cl ativariam PKC e PLA2
estimulando a sintese de PGF2a no endométrio bovino. Ainda seria possivel a
interacdo destes mecanismos. Mais estudos tornam-se necessarios para a elucidagéao
dos mecanismos de acdo pelos quais o estradiol estimula a sintese de PGF2a em

células endometriais bovinas.
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8. CONCLUSAO

No presente estudo a hipotese de que o estradiol estimula a sintese das

proteinas PKC e PLA2 néo foi confirmada.
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