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“O estudo da gramatica nao faz poetas. O estudo da harmonia néao
faz compositores. O estudo da psicologia nédo faz pessoas
equilibradas. O estudo das "ciéncias da educacdao” nao faz
educadores. Educadores ndo podem ser produzidos. Educadores
nascem. O que se pode fazer é ajuda-los a nascer. Para isso eu falo
e escrevo: para que eles tenham coragem de nascer. Quero educar
os educadores. E isso me da grande prazer porque nao existe coisa
mais importante que educar. Pela educacédo o individuo se torna
mais apto para viver: aprende a pensar e a resolver os problemas
praticos da vida. Pela educacéo ele se torna mais sensivel e mais
rico interiormente, o que faz dele uma pessoa mais bonita, mais
feliz e mais capaz de conviver com o0s outros. A maioria dos
problemas da sociedade se resolveria se os individuos tivessem

aprendido a pensar.”

Rubem Alves



“Houve um tempo em que minha janela se abria sobre uma cidade que
parecia ser feita de giz. Perto da janela havia um pequeno jardim quase seco.
Era uma época de estiagem, de terra esfarelada, e o jardim parecia morto.
Mas todas as manhas vinha um pobre com um balde e, em siléncio, ia
atirando com a mao umas gotas de agua sobre as plantas. Ndo era uma rega:
era uma espécie de aspersao ritual, para que o jardim ndo morresse. E eu
olhava para as plantas, para 0 homem, para as gotas de agua que caiam de
seus dedos magros e meu coracéao ficava completamente feliz.

As vezes abro a janela e encontro o jasmineiro em flor. Outras vezes
encontro nuvens espessas. Avisto criangas que vao para a escola. Pardais
gue pulam pelo muro. Gatos que abrem e fecham os olhos, sonhando com
pardais. Borboletas brancas, duas a duas, como refletidas no espelho de ar.
Marimbondos que sempre me parecem personagens de Lope de Vega. As
vezes, um galo canta. As vezes, um avido passa. Tudo esta certo, no seu
lugar, cumprindo o seu destino. E eu me sinto completamente feliz.

Mas, quando falo dessas pequenas felicidades certas, que estdo diante de
cada janela, uns dizem que essas coisas ndo existem, outras que soO existem
diante das minhas janelas, e outros, finalmente, que é preciso aprender a

olhar.”

“A arte de ser feliz”

Cecilia Meireles
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Introducédo 13

1 INTRODUCAO

Evidéncias arqueoldgicas sugerem que o0 céo tenha sido a primeira espécie
domesticada pelo homem, ha mais de 10.000 anos atras, e que os caes foram
importantes individuos na Era Mesopotamia. No Egito antigo, Greyhounds e
Wolfhounds eram usados em cagas e como cdaes-de-guarda (Johnston, 2003).
Atualmente, os caes desempenham importante papel na sociedade como animais de
estimacdo ou companhia, além das finalidades de caca, guarda de rebanhos, guarda
de domicilios e propriedades, através de diversas racas especializadas. Serve
também como modelo para estudos aplicaveis a outras espécies, como o préprio
homem, e aos carnivoros selvagens em extingao.

O ciclo reprodutivo dos cées (Canis familiaris) tem sido estudado nas ultimas
décadas com vistas a compreensdo dos eventos que regulam a ciclicidade das
fémeas e a fertilidade nos machos.

A fisiologia reprodutiva da espécie canina € Unica em diversos pontos: a
ciclicidade ovariana parece néo ser controlada pela funcdo uterina (Olson et al.,
1984a; Hoffmann et al., 1996); a duracdo do diestro pode ser semelhante ou
prolongada quando comparada com o periodo da gestacdo (Smith e McDonald,
1974; Onclin e Verstegen, 1997b); a prolactina é um fator luteotréfico primario
(Okkens et al., 1990; Onclin et al., 1993; Onclin e Verstegen, 1997a).

Embora alguns estudos tentem elucidar aspectos da funcéo luteal em cadelas,
até o presente momento poucas pesquisas foram conduzidas para a compreensao

da luteolise nesta espécie. Pesquisas demostraram o envolvimento da PGF2a na

lutedlise ao término da gestacdo, em decorréncia do aumento das concentracdes



Introducdo 14

plasmaticas de 13,14-diidro-15-ceto-prostaglandina F2-alfa (PGFM) (Concannon et
al., 1988). Entretanto, ndo se caracterizou a producéo de PGF2a pelo endométrio de
cadelas, assim como nas espécies de producdo (Hoffmann et al., 1996). Além disso,
nao se sabe se ha envolvimento de PGF2a no término do diestro na espécie canina.

A duracédo da fase luteal em cadelas, ou diestro, € variavel conforme o critério
adotado para sua caracterizacdo, como detalhado na revisdo de literatura
(Concannon e DiGregorio, 1986). Percebe-se, no entanto, que o decréscimo da
progesterona (P4) a concentracdes basais € longo, tanto na gestagdo como no
diestro.

O aumento de PGFM no pré-parto e pos-parto imediato de cadelas ja foi
demonstrado, sugerindo o envolvimento da PGF2a como fator luteolitico ao término
da gestacdo em cadelas (Concannon et al.,1988), pelo fato da PGF2a exdgena ser
luteolitica em cées (Concannon e Hansel, 1977).

Em vérias espécies animais e no homem, a apoptose esta envolvida no
fendbmeno da lutedlise (Juengel et al., 1993; Shikone et al., 1996; Mccormack et al.,
1998; Rueda et al., 1999). Entretanto, até o presente momento, ndo ha relatos do
envolvimento da caspase-3, executor primario da apoptose (Carambula et al., 2002),
na lutedlise da espécie canina.

O conhecimento dos aspectos morfo-funcionais do corpo luteo de cadelas, os
mecanismos envolvidos na sintese de progesterona, o controle dos mecanismos
luteotroficos e luteoliticos, associado a acfes autdcrinas e paracrinas de substancias
durante o diestro e gestacdo, aumentariam nosso entendimento e permitiriam o

controle reprodutivo nesta espécie.
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2 OBJETIVOS

Em vista do exposto, o objetivo geral deste trabalho foi estudar os aspectos
funcionais e morfologicos da fase luteal e da lutedlise em cadelas, com vistas a
entender 0s mecanismos que controlam a fun¢&o do corpo liteo. Para tal, os seguintes

objetivos especificos foram tracados:

¢ validar a técnica de radioimunoensaio (RIE) para mensura¢ao de 13,14-diidro-15-

ceto-prostaglandina F2-alfa (PGFM);
e avaliar as concentragfes plasmaticas de 13,14-diidro-15-ceto-prostaglandina F2-
alfa (PGFM) e de progesterona, durante toda a fase luteal (diestro e gestacao), e

de 17-B-estradiol ao final da fase luteal (diestro e gestacao), na espécie canina;

e validar a técnica de radioimunoensaio (RIE) para mensuracdo de PGF2a em

cultivo de explantes de endométrio, corpo liteo e placenta de cadelas;

e estudar a producéo “in vitro” de PGF2-a em cultivo de explantes de endomeétrio,

corpo luteo e placenta de cadelas, com e sem inducdo com PDBu (forbol éster).

e avaliar morfologicamente a regressdo luteal, assim como caracteristicas de

apoptose dos corpos luteos ao final da gestacéo e diestro de cadelas;

e caracterizar a participacdo da enzima Caspase-3 na lutedlise de fémeas caninas;
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3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 O Ciclo Estral da Cadela

O ciclo estral da cadela é dividido em quatro fases distintas: proestro, estro,
diestro ou metaestro, e anestro (Johnston et al., 2001), e apresenta aspectos Unicos,
quando comparado ao ciclo estral dos demais animais domésticos. A cadela é
monoéstrica e predominantemente ndo-estacional, com intervalo interestro de 5-12
meses, e ovocitos primarios sao liberados dos foliculos durante o processo de ovulagao,
necessitando de maturagéo nas tubas uterinas previamente a fertilizacao (Concannon et
al., 1989).

A fase folicular do ciclo € compreendida pelo proestro (Concannon et al., 1989), e
o periodo feértil estende-se do final do proestro ao meio do estro. No proestro ocorre
desenvolvimento folicular ovariano, aumento das concentracdes plasmaticas de
estradiol, atragcdo de machos, edema vulvar e perineal, e secrecdo vaginal sero-
sanguinolenta. Entretanto, nesta fase a fémea ainda ndo é sexualmente receptiva ao
macho (Concannon et al., 1989). Tem duracdo de 1 a 2 semanas, com variacéo de 3
dias a 3 semanas (Concannon et al., 1989). Em termos enddcrinos, o0 proestro termina
com o pico pré-ovulatério do horménio luteinizante (LH). Desta forma, ocorre a transi¢ao
da fase folicular para fase luteal, e inicia-se o estro (Concannon et al., 1977; Concannon

et al., 1989).
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O estro é caracterizado pela receptividade sexual e aumento crescente das
concentracdes plasmaticas de P4, com duracdo média de uma semana, podendo variar
de dois dias a trés semanas (Concannon et al., 1989). Na maioria dos ciclos, o pico pré-
ovulatério do hormoénio luteinizante (LH) ocorre um dia antes da transicao
comportamental de proestro a estro, embora o inicio do estro e a primeira cobertura
possam ocorrer 2-3 dias antes ou até 4-5 dias apds o pico de LH (Concannon et al.,
1989).

Outra particularidade do ciclo estral da cadela é a ocorréncia do fenbmeno de
luteinizacdo folicular pré-ovulatéria (Concannon et al., 1977). A fase luteal do ciclo pode
ser entdo compreendida pelo estro (quando ocorre o inicio da formacédo do corpo liteo)
e pelo diestro (Concannon et al., 1977; Concannon et al., 1989).

O diestro ou metaestro corresponde a fase de atividade do corpo lateo, seguida
ao estro. Em paises como Franca e Bélgica, alguns autores referem-se a metaestro
como sendo a fase imediatamente ap0s o estro, onde ocorre descamacgédo macica do
epitélio vaginal, com duragdo de 2-3 dias, e diestro como o periodo de atividade do
corpo luteo seguida ao metaestro, com duracado de 70-120 dias (Silva, 1995).

O inicio da formagéo dos corpos lateos se da através da luteinizacdo folicular
pré-ovulatéria, que se completa ap6s as ovulacdes, desencadeadas pelo pico pré-
ovulatorio de LH. A duracéo do diestro varia conforme a classificagcdo utilizada. Pode-se
considerar sua duracdo como sendo “em torno” de dois meses, assim como na
gestacao; 2-3 meses em funcdo do desenvolvimento mamario associado com a pseudo-
gestacao evidente ou nao; por volta de 80 dias, ao se considerar o decréscimo da P4 a

valores de 1 ng/mL; 100 a 160 dias quando se considera a queda das concentragdes de
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P4 a valores basais de anestro inferiores a 0,5 ng/mL; ou 120 a 140 dias quando o
efeito da P4 no endométrio ja ndo € mais evidente (Concannon e DiGregorio, 1986).

O anestro € o periodo associado a baixas concentragbes circulantes de P4,
estradiol e LH (Jeffcoate, 1992; 1993), e altas concentra¢cdes de hormonio foliculo-
estimulante (FSH) (Olson et al., 1982). E a fase do ciclo estral onde ocorre involugéo
uterina, sendo o intervalo entre o final da fase luteal na fémea ndo-gestante ou término
da gestacdao, e o inicio do proximo proestro (Jeffcoate, 1998).

Mudancas transcripcionais ocorrem no receptor de FSH no anestro, impedindo a
resposta a estimulos gonadotréficos (McBride et al., 2001). De acordo com Kooistra e
Okkens (2001), a progressao do inicio ao final do anestro est4 associada com aumento
da secrecao de FSH, sem aumento concomitante de LH, indicando que o aumento de
FSH deve ser considerado como o evento critico para o inicio da foliculogénese e

consequente término do anestro.

3.2 O Corpo Luteo

O corpo lateo (CL) ou corpo amarelo foi descoberto por Coiter em 1573 (Senger,
1999) e foi assim denominado por Marcello Malpighi (1628-1694).

A primeira descricdo detalhada foi realizada por Regnier De Graaf, em 1672. Foi
relatado inicialmente o aparecimento de “corpos globulares” no ovario apés o coito em

coelhas, os quais permaneciam até o parto, e que o numero destas estruturas estava
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relacionado a quantidade de filhotes (Niswender et al., 2000). Em 1898, Prenant, ao
examinar cortes histologicos de corpos luteos, afirmou que ndo havia duvidas de que o
corpo luteo agiria como uma glandula de secrecao interna (Short, 1977, apud Smith et
al., 1994). Frank, em 1903 (apud Smith et al., 1994), descobriu que a remocéo dos
ovarios de coelhas gestantes interrompia a gestacao, levando Gustav Born’s a sugerir
gue 0s corpos lateos sdo necessarios para o processo de implantagdo (Smith et al.,
1994). E em 1929, Corner e Allen (apud Verstegen e Onclin, 2002) identificaram a P4
como sendo o principal produto primério secretado pelo corpo luteo.

O corpo lateo é uma glandula enddcrina transitéria, oriunda do rapido
crescimento, diferenciacdo e luteinizacdo das células da teca e granulosa (Concannon
et al., 1977), tecido remanescente do foliculo ovulatério (Davis e Rueda, 2002). E
composto por células luteais esteroidogénicas e células ndo-esteroidogénicas, como
fibroblastos, células endoteliais e células do sistema imune (Webb et al., 2002). Todas
as caracteristicas estruturais e funcionais desta glandula parecem ter um objetivo maior:
a producao de P4 (Verstegen e Onclin, 2002).

Macréfagos e linfécitos T estdo normalmente presentes no corpo ldteo,
particularmente no momento de lutedlise. Os macréfagos realizam ingestdo de restos
oriundos da morte celular, embora hajam indicios de que estas células imunes também
participem do processo de destruicdo celular e perda da capacidade de
esteroidogénese (Pate e Keyes, 2001).

O desenvolvimento do corpo liteo esta associado com um dramatico aumento da
guantidade de vasos sanguineos (Webb et al.,, 2002). As células esteroidogénicas
luteais secretam P4 para iniciar o processo de quiescéncia uterina e formacgao glandular

em preparo para o estabelecimento de uma gestacéo (Niswender, 2002).
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Nos diversos mamiferos, os principais fatores luteotréficos sdo o LH, a prolactina,
a gonadotrofina coridnica e a insulina (Gibori et al., 1988). Em cadelas, as luteotrofinas
sdo a prolactina e o LH, ambas de origem hipofisaria (Okkens et al., 1990; Verstegen e
Onclin, 2002). H4 uma variacdo temporal na dependéncia hormonal do CL (Verstegen e
Onclin, 2002) e estudos evidenciaram ser a prolactina o principal destes fatores
luteotroficos (Okkens et al., 1990; Onclin e Verstegen, 1997a).

Em ratas, a populacéo de receptores para LH é prolactina-dependente (Murphy e
Rajkumar, 1985) e desta forma, em cadelas, pode também existir uma co-dependéncia
(Onclin e Verstegen, 1997a). De acordo com Rothchild (1981), o efeito luteotrofico da
prolactina € um evento crénico, ocorrendo um prolongamento da meia-vida luteal, ao
invés de uma elevagdo na secrecao de P4.

Uma particularidade da cadela é que mesmo na auséncia de gestacdo, no
periodo de diestro, o corpo Iuteo é mantido por um periodo semelhante (Olson et al.,
1984a; Chakraborty, 1987; Onclin e Verstegen, 1997a).

O colesterol é o precursor para a biosintese da P4. A sintese de colesterol ocorre
no figado, e o transporte aos tecidos esteroidogénicos, como cértex adrenal, foliculos,
testiculos e corpo liteo, ocorre na forma de lipo-proteinas de baixa densidade (LDL) e
alta densidade (HDL). Em condi¢bes de deprivacdo de lipidios, as células luteais sao
capazes de sintetizar colesterol a partir de acetato (Niswender et al., 2000). Na célula
luteal, o colesterol € transportado para o interior de mitocondrias, via proteina STAR
(“steroidogenic acute regulatory protein”), receptores periféricos tipo-benzodiazepinas e
endozepinas. A enzima P-450 SCC é responsavel pela conversao de colesterol em

pregnenolona, que é convertida a P4 pela enzima 3p-hidroxi-esteroide desidrogenase



Revisao da Literatura 21

(3B-HSD) no reticulo endoplasmatico liso (Niswender, 2002), estando pronta para
difuséo.

N&o ha evidéncias de que a P4 possa ser estocada em altas quantidades no
tecido luteal (Niswender et al., 2000). Fatores de crescimento semelhantes a insulina,
IGF-1 e IGF-II (“insulin-like growth factors | e 11”), estdo envolvidos na esteroidogénese e
angiogénese luteal, assim como na protecao contra apoptose. As enzimas P-450 SCC e
3B-HSD séo alvos da acao IGF, demonstrada tanto pelo aumento da expressao génica,
como pelo aumento da atividade enzimatica em resposta ao estimulo de IGF-1 em ratas
(Magoffin e Weitsman, 1993).

Estudo de Fernandes et al. (1987) demonstrou que ao longo do diestro,
concentracdes baixas e constantes de receptores para LH estdo presentes no corpo
luteo de cadelas. As concentracOes de receptores para prolactina no CL foram similares
dos dias 2 a 40, com decréscimo néo significativo dos dias 40 a 70.

Papa (2001) evidenciou a presenca de receptores para P4 e estradiol nas células
luteais de cadelas, mas apenas a expressao de receptores para P4 foi relacionada a
fase do ciclo. JA& a expressdo de receptores para estradiol foi correlacionada a
expressdo de receptor de P4 A concentracdo plasmatica de P4 foi negativamente
correlacionada com o numero de células luteais expressando receptores para P4 e as
outras ceélulas positivas ao receptor de P4.

Estudos imunohistoquimicos ndo demonstraram a ocorréncia de esteroidogénese
na placenta de cadelas, devido a auséncia de enzimas esteroidogénicas, como P-450

SCC, 3B-HSD, 17 a-hydroxilase (C17), 20lyase (cl7) e aromatase (Kiso e
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Yamauchi,1984; Nishiyama et al., 1999). Desta forma, a Unica fonte de P4 em cadelas é
0 corpo luteo.

Embora a P4 seja o esterdide primario secretado pelo CL, em outras espécies
algumas substancias também sdo secretadas em grandes quantidades, como 20p-
hidroxi, preg 4-ene, 3-one pelo CL bovino, estrégenos na fase luteal do ciclo menstrual
de primatas (Niswender et al., 2000) e ocitocina (Stormshak, 2003).

Dentre as enzimas esteroidogénicas presentes em células luteais de cadelas, a
aromatase foi detectada a partir do dia 40 da gestacado, sendo evidenciada em grande
quantidade no terco final da gestacdo (D50 a 60), o que indica a biosintese de
estrogeno no corpo luteo de cadelas. Entretanto, os sitios dos precursores do estrégeno
ainda sado desconhecidos (Nishiyama et al., 1999).

Em cadelas, mesmo na auséncia de gestacdo, o corpo Iiteo permanece no
ovario durante todo o diestro, que possui duragdo semelhante a gestagdo. Ao término
da fase luteal, as concentragOes de P4 atingem valores basais, inferiores a 1 ng/mL, e a
fémea passa ao anestro (Concannon e DiGregorio, 1986). Desta forma, em cadelas,
ndo ha necessidade de um mecanismo de reconhecimento materno da gestacéo, pois
ndo é preciso bloquear a sintese de PGF2q, ja que a fémea s6 voltar4 a apresentar
proestro/estro apds alguns meses.

Estudos demonstraram que a P4 € a responsavel pela manutencdo da gestacéo
em cadelas, ja que o uso de acetato de medroxiprogesterona em cadelas

ovariectomizadas é capaz de manter a gestagdo (Concannon et al., 1977).
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3.3 Controle da Funcéo Luteal em Cadelas

Normalmente, o controle da funcao luteal é realizado por um balanco de fatores
luteotroficos e luteoliticos. Entretanto, em cadelas, estudos demonstraram que uma
luteolisina de origem uterina parece ndo estar envolvida na regulacdo do corpo liteo
ciclico (Olson et al., 1984a; Okkens et al., 1985a;b).

Onclin e Verstegen (1997b) ndo observaram diferencas significativas entre as
concentracdes plasméaticas de P4 em cadelas gestantes ou em diestro, embora apés o
D40 da gestagdo as concentracdes de P, foram maiores nas fémeas gestantes. Os
autores enfatizaram que houve um término abrupto do periodo luteal nas cadelas
gestantes, e que nas cadelas em diestro este término foi mais progessivo.

Olson et al. (1984a) estudaram a influéncia da histerectomia em diferentes
momentos da gestacao ou diestro, sobre a regulacéo luteal de cadelas. Foi observado
um decréscimo transitorio da P4 circulante nas 24 horas seguintes a cirurgia, mas com
manutencdo de valores superiores a 1 ng/mL até por volta dos dias 57-60 da fase luteal,
indicando que ndo ha necessidade do Utero gestante ou ciclico para manutencdo da
funcéo luteal.

Na mesma linha de pesquisa, Hoffmann et al. (1992) estudaram o efeito da
histerectomia na funcéo luteal de cadelas no diestro. A histerectomia foi realizada nos
dias 35-40 apds o inicio do proestro, e as cadelas foram acompanhadas por 2 ciclos
consecutivos. Nao foi observada diferenca significativa nas concentragbes de P4,

estradiol, prolactina e horménio do crescimento (GH) entre o0s grupos
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histerectomizados e controle, e entre os ciclos. Os autores concluiram que a regressao
luteal em cadelas no diestro ndo é dependente de fatores luteoliticos de origem uterina,
embora o utero possa influenciar a duracdo do anestro, ja que o intervalo interestro foi
dramaticamente diminuido (97 x 149 dias) apés a histerectomia.

Steinetz et al. (1989) encontraram concentracbes de P4 em cadelas no diestro
56% inferiores as gestantes, com valores maximos entre a 2* e 5% semanas. Ja
concentracdes de relaxina s6 foram detectaveis nas cadelas gestantes, e apos a 4°
semana. As cadelas gestantes ovariectomizadas e suplementadas com progestageno
apresentaram concentragcdes de relaxina inferiores as cadelas gestantes intactas, e
decréscimo nas concentracdes de P4. Os autores sugeriram que a placenta e o0s
ovarios poderiam contribuir com a producédo de relaxina, ou que a ablacdo dos ovarios
removeu substancias tréficas ovarianas que potencializam a secrecdo de relaxina por
outros tecidos. Ja Buff et al. (2001) demonstraram que concentracbes de relaxina
podem ser detectadas precocemente, apos o dia 19 do pico de LH.

Smith e MC Donald (1974) observaram concentracbes de P4 superiores a 0,5
ng/mL até o dia 80 do diestro, em cadelas ndo-cobertas ou cobertas com machos
vasectomizados.

Graf (1978) encontraram concentra¢des individuais flutuantes de estrégeno ao
longo da gestacao, e aumento das concentragcdes de prolactina na segunda metade da
gestacdo. As concentracfes de P4 atingiram valores maximos duas semanas apés a

cobertura, permaneceram elevadas até o D35, e decresceram gradualmente até o parto.
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De acordo com Okkens et al. (1986), o corpo luteo da cadela é independente de
suporte hipofisério entre a ovulacdo e o dia 24 do periodo luteal, sendo este necessério,
entretanto, na segunda metade deste periodo.

Trabalhos de Concannon associados ou ndo a colaboradores (1980; 1987)
demonstraram que o LH é um fator luteotréfico na cadela. Foi demonstrada a inibicdo da
secrecao de P4 com uso de soro anti-LH ou com bromocriptina (inibidor da prolactina)
em cadelas gestantes e no diestro, e afirmaram que a funcao luteal normal de cadelas é
dependente de LH e de prolactina. Houve recuperacao das concentracdes de P4 4 a 8
dias apos a aplicacéo do soro anti-LH, e o abortamento que se esperava néo ocorreu. A
bromocriptina causou queda permanente da P4 nas cadelas tratadas ap6s o dia 42
(gestacgédo ou diestro), e temporaria nas cadelas tratadas nos dia 8 ou 22 da gestacao.

Entretanto, Okkens et al. (1990) verificaram que o padrdo de secrecdo de P4 é
similar em cadelas controle e tratadas com inibidor de prolactina (bromocriptina) antes
do D25. Todavia, na segunda metade da fase luteal, houve acentuado decréscimo da
P4, assim como da duracdo da fase luteal, sugerindo ser o corpo luteo dependente de
prolactina neste periodo. O uso de hormonio liberador de LH (LHRH) ndo potencializou
a producédo de P4 ap6s o D33, e 0 uso de LHRH suprimiu a secrecdo de LH, mas ndo a
producdo de P4, sugerindo que o LH pode ndo ser um fator luteotréfico na cadela.
Entretanto, a supressao do LH neste estudo de Okkens e seus colaboradores pode nao
ter sido tao eficiente como no trabalho de Concannon et al. (1987).

Onclin et al. (1993) observaram declinio nas concentracdes de P4 a valores < 2
ng/mL e abortamento em 100% das cadelas (n=5) tratadas com cabergolina (inibidor da

prolactina) apos o dia 40 da gestacdo, e em 66% das cadelas (n=6) tratadas apos o dia
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30 da gestagcdo. Em dois animais, com as doses mais altas, as concentracdes de P4
declinaram, mas nao atingiram valores < 2 ng/mL. Em cadelas (n=4) tratadas apés o dia
25, as concentracdes de P, declinaram, mas apenas uma cadela atingiu valores < 2
ng/mL e abortou.

O uso de cabergolina associada a alfaprostol ou cloprostenol foi capaz de induzir
abortamento e queda das concentracdes de P4 em cadelas tratadas na metade da
gestacdo (Onclin et al., 1995). Embora as concentracdes de prolactina observadas no
diestro sejam baixas, comparado a gestacgéo, a inibicdo deste horménio, com o uso de
cabergolina, ocasionou como consequéncia o declinio plasmatico da P4 em cadelas
gestantes ou em diestro, confirmando o efeito luteotréfico da prolactina em ambos os
estados reprodutivos (Onclin e Verstegen, 1997b).

Gerstenberg e Nothling (1995) detectaram declinio transitorio das concentracdes
de P4 apdés o uso de metergolina, e apds um segundo tratamento com metergolina
associada a dinoprost, em cadelas gestantes, bem como recuperacdo das
concentracdes de P4 entre os tratamentos. Em 87% das cadelas o abortamento sé
ocorreu no segundo tratamento.

Chakraborty (1987) comparou o perfil hormonal entre cadelas da raca Labrador,
gestantes e em diestro. As concentracdes de estrona foram superiores nas cadelas
gestantes. Nas 4 semanas seguintes a ovulagédo, as concentracbes de 17-B-estradiol
foram maiores nas cadelas em diestro que nas gestantes. As concentracdes de P4
foram superiores nas cadelas gestantes que nas cadelas em diestro. As concentragfes

de LH foram estaveis até a 6% semana do diestro ou estacdo, mas entre a 62 e 92
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semanas foram encontradas concentracbes elevadas de LH em ambos os estados
reprodutivos.

Similarmente, Hoffmann e Schneider (1993) demonstraram um aumento da
disponibilidade de LH do inicio para o final do diestro, e inicio do anestro, com aumento
da amplitude dos pulsos de LH.

Fernandes et al. (1987) demonstraram que as concentracdes de receptores para
LH na hipofise decrescem do proestro ao dia 2 do diestro, com aumento até o dia 80. Ja
as concentracdes de receptores para prolactina na hipofise permanecem relativamente
constantes até o dia 80 do diestro.

E relatado que o aumento das concentracdes periféricas de estradiol promove a
sintese de receptores para estradiol e para P4. Entretanto, em cadelas, as
concentracdes de receptores para estradiol no endométrio aumentam do final do
proestro ao dia 10 do diestro, com decréscimo nos dias 30-40, aumento apés o dia 40,
quando as concentracbes de P4 circulantes comecam a declinar, e valores
significativamente maiores nos dias 60-80 do diestro. As concentracdes de receptores
para P4 aumentam do final do proestro ao dia 2 do estro, declinam e permanecem
baixas até o dia 40. Quando as concentragfes de P4 declinam na circulagdo, ha
aumento e manutencdo constante das concentracdes de receptores no endométrio até
o dia 80 (Fernandes et al., 1989).

Onclin et al. (2002) estudaram o padrdo de secrecdo de estradiol e das
gonadotrofinas hipofisarias em cadelas. Elevadas concentracbes plasmaticas de
estradiol foram encontradas nas cadelas no diestro e gestagédo, com valores entre 21-42
pg/mL. Os autores sugeriram o possivel envolvimento do estradiol na regulacdo do

“complexo luteotrofico” de cadelas. As concentracdes de LH foram significativamente
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diferentes nos 2 grupos entre os dias 10-40. Entre os dias 40 e 65, foram detectadas
concentracdes basais de LH, entre 2 picos, em ambos 0s grupos, com maior frequiéncia
de pulsatilidade e variabilidade nas cadelas em diestro. Concentra¢gdes de 3-6 ng/mL de
FSH foram detectadas ao longo do diestro, enquanto nas fémeas gestantes foram
detectadas concentragdes de até 10,3 + 1,5 ng/mL dos dias 40 a 65, com valores basais
proximo ao parto. Entretanto, em ambos os grupos, foram detectados aumentos
significativos de FSH e LH na segunda metade da gestacao.

O papel da relaxina e da prolactina na funcéo luteal de cadelas e a variacéo
diurna de P4, relaxina, prolactina e 17-B-estradiol foi investigada por Steinetz et al.
(1990). Foi evidenciada uma variagdo diurna na producdo de P4, com concentracoes
duas vezes superiores pela manha (8h) do que a tarde (15h). Injecdes de prolactina
ovina em cadelas no diestro foram capazes de promover aumento significativo nas
concentracdes de P4. N&o foi demonstrada variagdo diurna na producgédo de relaxina,
prolactina e 17-B-estradiol. Bioatividade de relaxina foi detectada em extratos
placentérios e ovarianos de cadelas gestantes, sugerindo a dupla origem da relaxina em
cadelas gestantes. Nao foi demonstrada relacdo entre producao de relaxina e prolactina

na cadela.

3.4 Lutedlise

3.4.1 Aspectos Funcionais

A palavra luteal origina-se do latim luteolus e significa amarelo, enquanto lysis, do

grego lyo, significa perda, dissolu¢do ou quebra (Davis e Rueda, 2002).
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Lutedlise é o mecanismo de desintegracdo ou decomposi¢cdo do corpo luteo,
processo no qual o CL sofre degeneracao irreversivel caracterizada por uma queda nas
concentracdes plasmaticas de P4, sendo que em muitas fémeas domésticas a PGF2a é
responsavel por este processo (Senger, 1999). Entretanto, em cadelas o papel da
PGF2a na lutedlise do diestro é obscuro, assim como em saguis, embora em ambas as
espécies a PGF2a possui acdo luteolitica por via exdgena (Concannon et al., 1977;
Hoffmann et al., 1996; Fraser et al., 1999). Na lutedlise dois eventos ocorrem: a perda
da capacidade de sintese de P4 (lutedlise funcional) e a perda das células que
compdem o corpo lateo (lutedlise estrutural) (Niswender et al., 2000).

Rodgers et al. (1988) relataram que prostaglandinas sao secretadas por células
luteais bovinas. De acordo com Leymarie e Martal (1993), em primatas, ocorre secrecao
de PGF2a no interior do ovario e a mesma age no corpo liteo de maneira
autocrina/paracrina.

Nas diversas espécies animais, a lutedlise ocorre por acdo da PGF2a no corpo
luteo. Em espécies onde a secrecdo de PGF2a ocorre no Utero, caso nao ocorra
gestacao e inibicdo da secrecdo de PGF2a pelo concepto (Thatcher et al.,, 1997), a
PGF2a atinge o CL via circulacdo sistémica, como nos equinos (Del Campo e Ginther,
1973), ou por um mecanismo de contra-corrente entre a veia Utero-ovariana e a artéria
ovariana, como ocorre em bovinos e ovinos (Ginther et al., 1973; Senger, 1999).

Em cadelas, estudos tém demonstrado nao existir um fator luteolitico de origem

uterina para causar lutedlise (Hoffmann et al., 1992), ndo tendo sido demonstrada a
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transferéncia de PGF2a no citado sistema arterial. Entretanto, de acordo com Del
Campo e Ginther (1974), também em cadelas a associacdo entre a veia Utero-ovariana
com a artéria ovariana permitiria a passagem de PGF2a.

As prostaglandinas sé@o eicosanoides (compostos bioativos derivados de acidos
graxos com 20 carbonos), derivados da clivagem do acido araquidbnico, presente nas
membranas celulares, por acdo da enzima fosfolipase A, (PLA;). Em bovinos, a ligacédo
da ocitocina a receptores de células endometriais estimula a acdo da fosfolipase C
(PLC), que cliva fosfolipidios da membrana celular em diacilglicerol (DAG) e trifosfato
inositol (IP3). O DAG e o IP3 agem como mensageiros secundarios, ativam a proteina
Kinase C (PKC) (Johnson et al., 1995), e aumentam a concentracao intracelular de
célcio (Ca™). A PKC e o calcio estimulam a ac&o da fosfolipase A2 (PLA2), que da inicio
a cascata especifica de producdo de prostaglandinas (Burns et al.,, 1998). O &cido
araquidonico é transformado em prostaglandina H-, (PGH,) pela agdo da enzima
prostaglandina H,-sintase (coloquialmente conhecida como ciclo-oxigenase 2), e a
PGH, é convertida a PGF2a pela enzima prostaglandina F2a-sintase (Funk, 2001).

Em bovinos, as células epiteliais endometriais luminais sao as principais
responsaveis pela producdo de PGF2a (Asselin et al., 1996), que atinge o ovario via
mecanismo de contra-corrente (Ginther et al.,, 1973) e causa lutedlise. Embora em
cadelas a PGF2a possua acgao luteolitica, quando aplicada por via exégena (Concannon
e Hansel, 1977), o sitio de producdo de PGF2a ainda n&o foi determinado (Hoffmann et
al., 1996).

Em bovinos existem sinais anti-luteoliticos enviados pelo concepto ao endométrio

para impedir a lutedlise. O interferon-tau € responsavel por regular a expressao génica
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de forma a atenuar a secre¢édo de PGF2a pelo endométrio, favorecendo a manutencao
do corpo Iuteo em vacas prenhes (Thatcher et al., 1997; Binelli et al.,, 2000). Em
cadelas, diferentemente, a auséncia de gestacdo néo interfere na duracdo do diestro
(Chakraborty,1987; Hoffmann et al., 1996; Onclin e Verstegen, 1997a,b).

A passagem pela circulagdo pulmonar é responsavel pela inativacdo de
aproximadamente 98% da PGF2a produzida, que € transformada em 13,14 diidro-15
ceto prostaglandina F2a (PGFM), em cées, gatos, ratos e cobaias (Piper et al., 1970).
Assim, a produgcdo de PGF2a € normalmente mensurada, in vivo, através de seu
principal metabdlito, a PGFM.

Graves et al. (1995) clonaram o receptor para PGF2a de células luteais de
ovinos, e demonstraram que a expressdo de RNAm para receptores de PGF2o ¢é
dependente da fase do ciclo, com grande expressdo no meio do ciclo e baixa no
momento da lutedlise.

Irons et al. (1997) relataram a ocorréncia de falha na lutedlise com consequente
prolongamento da gestacdo em cadela, a qual possuia 5 fetos no corno uterino
esquerdo com 5 CLs no ovario ipsilateral, além de 1 CL no ovario contra-lateral. Os
autores hipotetizaram que o corno uterino sem fetos poderia ndo ter produzido
guantidade suficiente de PGF2a necessaria para a lise do CL, e que mesmo que
houvesse transporte de PGF2a do corno esquerdo ao direito, via anastomoses venosas
(Del Campo e Ginther, 1974), a mesma poderia ter sido diluida no sangue deste corno
uterino.

Onclin e Verstegen (1999) estudaram os efeitos do abortamento de cadelas com

combinacdes de cloprostenol associado a agonistas dopaminérgicos (cabergolina ou
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bromocriptina). Em todos os grupos tratados foi observado abortamento, queda das
concentracdes plasmaticas de P4, diminuicdo do intervalo interestro e manutencéo da
fertilidade.

Hori et al. (2002) demostraram que o efeito luteolitico do fenprostalene em
cadelas, um analogo de PGF2a de longa acéo, é dose dependente, onde quanto maior
a dose utilizada, mais rapido o declinio da P4 plasmatica, e mais rapido o
reaparecimento de estro. O intervalo tratamento-estro variou de 45 a 95 dias, em média,
em funcdo da dose utilizada, havendo diminuicdo do intervalo interestro. As taxas de
prenhez no estro subsequiente, nas cadelas tratadas com doses maiores (50-150uQ)
foram inferiores as taxas de prenhez dos animais do laboratério dos autores, mas as
taxas de prenhez das cadelas tratadas com doses inferiores (5-25ug), foi similar
(87,5%). Houve maior fertilidade nas cadelas que apresentaram estro dois meses apos
o tratamento, possivelmente devido ao tempo para reparacao uterina.

Em cadelas, estudos demonstraram que a duragdo do diestro € semelhante a
duracdo da gestacdo (Onclin e Verstegen, 1997b), que o corpo liteo na primeira
metade da fase luteal é independente de suporte gonadotréfico e na segunda metade
dependente de LH e de prolactina (Hoffmann et al., 1996), que a PGF2a é luteolitica
nesta espécie (Concannon e Hansel, 1977), e que a placenta ndo se constitui um sitio
de producdo de PGF2a (Nishiyama et al., 1999). Entretanto, a producédo in vivo de
PGF2a ao longo da fase luteal e in vitro através de cultivos de explantes de tecidos,
ainda nao foi investigada.

No final da gestacdo, eventos fisiolégicos controlam o desencadeamento do

parto. Ha necessidade da remocao do bloqueio progesterbnico para que ocorram
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contracbes miometriais, expulsdo fetal e placentaria. Em ovinos, o cortisol fetal
produzido em estimulo ao ACTH fetal promove a sintese de enzimas que convertem a
P4 em estradiol. Ocorre desta maneira a sintese de PGF2a que ajuda no mecanismo de
lutedlise e queda das concentragdes plasmaticas de P4 (Senger, 1999).

As prostaglandinas foram identificadas como mediadores-chave em eventos do
parto, como na abertura cervical, contratilidade uterina, ruptura de membranas,
circulacdo sanguinea uteroplacentaria e adaptacdo fetal ao processo do parto.
Recentes evidéncias tém sugerido que o aumento da producdo fetal de corticéides
aumenta diretamente a producdo intra-uterina de prostaglandinas e o inicio do parto
(Whittle et al., 2001).

Concannon et al. (1988) evidenciaram o aumento nas concentracfes de 12,13
dihidro-15ceto-prostaglandina  F2a.  (PGFM) concomitante a diminuicdo das
concentracdes de P4 no pré-parto de cadelas, evidenciando o envolvimento da PGF2a
na lutedlise pré-parto. Ap6s o0 nascimento do Ultimo filhote, as concentracdes
declinaram, e ndo foi observada relacdo entre tamanho de ninhada e concentragdo de
PGFM.

Concannon et al. (1989) enfatizaram que na cadela os eventos do parto ndo séo
idénticos aos eventos nos ruminantes. Na cadela ocorre um rapido declinio da P4 24-36
horas pré-parto, com moderada ou nenhuma elevacdo do estrogeno. Desta forma, e
também por ndo haver producéo placentaria de estrégeno no final da gestacéo, ndo se
pode explicar a liberacdo de prostaglandinas na cadela como sendo um mecanismo
similar ao descrito para ovinos e outros ruminantes (Concannon et al.,, 2001). Os

autores afirmaram que a queda das concentracdes plasmaticas de P4 refletem lise do
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corpo luteo, mas que alteracdes no metabolismo da P4 possam estar envolvidos. No dia
anterior ao parto (24 horas), as concentracdes de cortisol estdo elevadas (40-80 ng/mL)
e declinam no momento do parto (10-25 ng/mL).

Desta forma, o cortisol poderia agir direta ou indiretamente, alterando a producéao
esteroidal na placenta, para promover a liberacdo de quantidades luteoliticas de PGF2a
placentaria ou uterina, ja que ndo ocorre aumento agudo de estrdgeno no pré-parto
(Concannon et al., 1977; Concannon et al., 1978; Concannon et al., 2001).

Os corticéides parecem aumentar as enzimas sintetizadoras de prostaglandina
no amnion e cérion de primatas, pela expressao da prostaglandina-sintetase, direta ou
indiretamente, pela acdo intermediaria de um efetor paracrino como o fator liberador de
corticotrofina. Logo, o cortisol parece suprimir a 15-hidroxiprostaglandina desidrogenase
e assim reduzir o catabolismo da prostaglandina nestes tecidos. Mecanismo semelhante
pode ocorrer na cadela (Concannon et al., 2001).

Hoffmann et al. (1996) estudaram a capacidade da indometacina em bloquear a
ciclo-oxigenase, com consequente inibicdo da producdo de PGF2a em cadelas (n=4) no
pré-parto. As concentracdes de P4 permaneceram inalteradas e as concentracfes de
PGFM no limite inferior de detecc¢do.

Estudos através de cultivos in vivo e in vitro de tecidos tém sido realizados para
estudo da funcdo luteal em varias espécies. Olson et al. (1984b) demostraram um
aumento de PGE; in vitro no endométrio de cadelas no D15 da gestacao,
diferentemente de cadelas em diestro no mesmo periodo, e especularam a
possibilidade desta substancia possuir funcdo luteotréfica na cadela gestante. As

concentragcbes de PGF2o foram similares no plasma e endométrio, entre cadelas
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gestantes e no diestro, entretanto as concentragcdes de PGF2a no plasma obtido de
veia uterina foram superiores ao plasma obtido de jugular.

Jarry et al. (1990) demonstraram em sistema de microdialise in vivo, a producéo
pelo corpo luteo suino de P4 e ocitocina, com episodios de secre¢do de P4 coincidindo
com a secrecdo de ocitocina e a ocitocina estimulando a secrecdo de P4 e de E,, de
forma dose-dependente. Foi descrito também estimulo também de E; sobre a producgéo
de P4.

Em corpos liteos bovinos submetidos a microdialise, ocorre estimulo da PGF2a
para producdo de P4 e de ocitocina, enquanto a PGl inibe a secrecao hormonal em
baixas doses, mas estimula em doses altas (Miyamoto et al., 1993).

Buhi et al. (1992) demostraram ndo haver diferencas no padrdo de proteinas
secretérias entre cadelas gestantes e em diestro, mas com variagcdo entre os dias

estudados da fase luteal (D3, D7 e D10).

3.4.2 Aspectos Morfoldgicos e Atividade de Caspase-3

Estudos de microscopia eletronica de Abel et al. (1975) demonstraram néo haver
diferencas morfolégicas entre CLs de cadelas gestantes e em diestro, durante o periodo
de formacéo e de regresséo luteal. Os primeiros sinais de regressao luteal, por volta do

D28, coincidiram com a queda das concentracdes de P4, presenca de grandes gotas de
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lipidio intra-citoplasmaticas, grandes corpos densos ao redor do complexo de Golgi,
mitocéndrias que perderam o formato pleomorfico e com crista tubulo-vesicular reduzida
em numero e gradualmente retornando ao formato lameliforme. Ao redor do D45,
nacleos picnoticos, gotas de lipidio fusionadas ou parcialmente digeridas, grandes
corpos densos e autofagossomas apresentavam-se presentes em toda a célula.
Todavia, o colapso do complexo de Golgi e do reticulo plasmatico liso ndo foi
visualizado até a metade do anestro.

Dore (1989) demonstrou que no dia 60 apds o pico de LH, os corpos lateos de
cadelas apresentavam caracteristicas de regressao funcional, com acumulo de lipidios.
Aos 120 dias pés pico de LH os corpos luteos apresentavam células intactas com
acumulo de lipidios, e aos 180 dias as células apresentavam caracteristicas de autélise
e invasdo por macréfagos. Entretanto, a autora citou que a lutedlise funcional estava
completa no dia 120, e a lutedlise estrutural teve grande avanco no dia 180, e
completou-se no dia 240.

Em varias espécies animais e no homem, o mecanismo de apoptose esta
envolvido na regulacdo da lutedlise (Juengel et al., 1993; Shikone et al., 1996;
McComarck et al., 1998; Rueda et al., 1999), entretanto, até o presente momento, ndo
hé relatos para a espécie canina.

Apoptose, ou morte celular programada, € o suicidio ordenado de células na
auséncia de uma reacéo inflamatéria, e deve ocorrer em resposta a eventos fisioldgicos
que regulam a homeostasia. Uma das reagfes iniciais associadas a apoptose é a
ativacdo de endonucleases calcio-magnésio dependentes, resultando em clivagem do

DNA celular em fragmentos de 185-200 bases nos sitios internucleossomais (Terranova
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e Taylor, 1999). Ela envolve processos morfoldgicos e bioquimicos bem organizados
caracterizados por vesiculacbes (“blebbing”) de membrana, retracdo celular,
fragmentacdo do DNA e formacéo de corpos apoptoéticos (Johnson e Bridgham, 2002).

Em humanos, as proteinas da familia Bcl-2 estdo envolvidas no processo de
apoptose. S8o onze proteinas, dentre as quais algumas promovem a apoptose e
algumas regulam negativamente o processo. Estas proteinas regulam a liberagdo de
citocinas do Citocromo C mitocondrial com consequente ativacdo de caspases
(proteases ICE-like, Ich-1 e Yama/CPP32). A caspase ICE cliva CPP32 em sub-
unidades 17 e 12-Kda da enzima, e CPP32 ativa realiza a clivagem e inativacdo da
poly-ADP-ribose-polimerase (PARP). Como a polimerase PARP suprime a agédo de
endonucleases calcio-magnésio dependentes, a sua inativagdo favorece a clivagem
internucleossdémica de DNA, observada na apoptose (Terranova e Taylor, 1999).

A caspase-3 é uma proteina de vertebrados, homadloga a existente em genes que
codificam a morte celular no nematddeo Caenorhabditis elegans (Terranova e Taylor,
1999). Rueda et al. (1999) estudaram o envolvimento da caspase-3 no processo de
lutedlise em ovinos e concluiram que a familia das caspases se expressa durante a
lutedlise, e que esta ocorre, em parte, por expressao destas proteases.

Sawyer et al. (1990) pesquisaram as alteracdes nucleares de células luteais de
ovinos, com ou sem aplicacdo de PGF2a. A ocorréncia de células com nucleos
condensados e/ou marginacdo nuclear ndo ocorreu de forma sincronica nos diferentes
grupos de animais, havendo células normais ou com alteracbes nucleares
independentemente do momento examinado.

Juengel et al. (1993) estudaram a ocorréncia de apoptose durante a regressao

luteal espontanea e induzida por PGF2a em bovinos. Os autores ndo observaram
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fragmentos de DNA internucleossémicos em corpos lateos de vacas que estavam nos
dias 10 ou 15 do ciclo estral (estro = dia 0), mas os mesmos foram observados nas
células luteais de vacas no dia 19. No grupo tratado com PGF2a, foi observada a
presenca de fragmentos de DNA quando a ovariectomia foi realizada 24 ou 48 horas
apés a aplicacdo de PGF2a, mas ndo nos ovarios apos 12 horas da aplicagdo. A
formacdo de oligonucleossomos nao foi aparente até que as concentracdes de P4
comegaram a decrescer.

Shikone et al. (1996) sugeriram que a regressao luteal em humanos deve ser
mediada por apoptose, ja que observaram aumento significativo de clivagem apoptética
de DNA em corpos lateos, do meio da fase luteal para o final, mas sem o mesmo
padréo para corpos lateos no inicio do periodo gestacional.

Wuttke et al. (1997) demostraram acdo do TNF-o no processo de apoptose de
células luteais de suinos. Os autores demostraram que a producdo de TNF-o por
macrofagos pode ser estimulada pela PGF2a e que esta citocina possui efeito inibitério
direto sobre a fun¢éo luteal e na estrutura do corpo lateo.

Yuan e Giudice (1997) estudaram a ocorréncia de apoptose em foliculos em
diferentes estagios de maturacéo e em corpos luteos humanos. Sinais de fragmentacéo
de DNA foram observados em foliculos dominantes e em corpos luteos em
degeneracdo, mais precocemente nas ceélulas luteais grandes.

McComarck et al. (1998) evidenciaram a ocorréncia de apoptose na lutedlise de
hamsters. Os sinais mais precoces de lutedlise estrutural foram detectados no dia 3 do
ciclo estral. Os autores mostraram através de eletroforese em gel de agarose que

ocorreu separacao de fragmentos internucleossémicos de DNA durante a lutedlise
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espontanea nesta espécie.

Carambula et al. (2002) em estudos com camundongas de linhagens normais ou
caspase-3 deficientes, demonstraram haver necessidade funcional da caspase-3 para a
apoptose na regressao luteal, mas que a mesma nao € mediadora da diminuicdo da
esteroidogénese associada a lutedlise. Foi observada queda das concentracdes de P4

em ambas as linhagens.
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ESTUDO 1

CONCENTRACOES PLASMATICAS DE 13,14-DIIDRO-15-CETO-PROSTAGLANDINA

F2-ALFA (PGEM), PROGESTERONA E ESTRADIOL EM CADELAS GESTANTES E

EM DIESTRO

4.1 MATERIAL E METODOS

4.1.1 Animais

Foram utilizadas 17 cadelas adultas, sem-raca-definida (SRD), clinicamente
saudaveis, com peso entre 5 e 40 Kg. Os animais foram mantidos em canis individuais,
com alimentacdo comercial e agua ad libitum. Uma cadela que apresentou padrédo

diferente das demais foi designada de animal “P”.

4.1.2 Grupos Experimentais

As cadelas foram divididas em dois grupos experimentais:

Grupo 1 (Cadelas gestantes, n=8);

Grupo 2 (Cadelas em diestro, n=9)



Estudo 1 — Material e Métodos 4(Q

As fémeas do grupo 1 foram identificadas no proestro pela deteccdo de edema
vulvar e/ou presenca de secrecdo vaginal sero-sanguinolenta. A partir deste dia,
realizou-se exame de citologia vaginal diariamente até a deteccdo de 80-100% de
células do tipo superficial. As cadelas foram acasaladas ou inseminadas artificialmente,
a cada 48 horas, até o final do estro (Holst e Phemister, 1974; Concannon & DiGregorio,
1986). O diagnéstico de gestacdo foi realizado por meio de exame ultra-sonografico
(Pie-Medical Scanner 480), aos 25 dias apdés a primeira cobertura ou inseminacéo
artificial, com identificacdo das vesiculas embrionarias.

As fémeas do grupo 2 ndo foram acasaladas e tiveram seu ciclo acompanhado
por citologia vaginal, até a deteccao do primeiro dia do diestro citolégico (Concannon &
DiGregorio, 1986).

O pico pré-ovulatério de LH (dia zero do ciclo) foi estimado de forma subjetiva,
utilizando-se o exame de citologia vaginal, onde a partir da identificacdo do diestro

citoldgico, retrocedeu-se oito dias (Concannon, 2000).

4.1.3 Obtenc&o das Amostras Seriadas de Plasma para as Dosagens Hormonais

Para as dosagens hormonais dos animais de ambos 0s grupos, amostras de
sangue foram colhidas através de venopuncdo da jugular. A partir do dia 10 do ciclo
(Grupos 1 e 2), as amostras de sangue foram colhidas a cada 5 dias, passando a
colheita a ser diaria nos 10 dias anteriores a realizagdo da ovariosalpingohisterectomia
(OSH), e a cada 6 horas nas 72 horas antecedentes e 24 horas apés a OSH, nos

horarios 8h, 14h, 20h e 2h. As cadelas gestantes foram submetidas a OSH por método
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convencional (Fossum, 2001) aos 63 dias de gestacdo (n=2), 64 dias de gestacéo (n=3)
ou imediatamente apds o parto (n=3), sendo o pico de LH estimado = dia zero. As
cadelas em diestro foram submetidas a OSH aos 65 dias (n=3), 75 dias (n=3) ou 85 dias
(n=3) do diestro, sendo o pico de LH estimado = dia zero.

Apo6s cada colheita de sangue, as amostras de sangue foram centrifugadas
(centrifuga modelo Fanem) por 15 minutos a 600xG, o plasma retirado com auxilio de
pipetadora automatica, aliquotado em microtubos de 1,5 mL e congelado a -20°C para
posterior dosagem hormonal por radioimunoensaio (RIE). Para as dosagens de

estradiol, foram utilizadas as amostras do dia 40 da gestacéo ou diestro, até o dia 66.

4.1.4 Radioimunoensaios de PGFM

Os ensaios hormonais para mensuracdo de 13,14 dihidro-15 ceto-prostaglandina

F2a (PGFM) foram realizados no Laboratoério de Fisiologia e Endocrinologia Molecular

(LFEM) da FMVZ-VRA-USP.

4.1.4.1 Obtencédo de Plasma Canino Livre de Prostaglandinas (PCLP)

Para a mensuracdo plasmatica de PGFM de cadelas, pela técnica de

radioimunoensaio, fez-se necessaria a obtencdo de plasma canino livre de

prostaglandinas (PCLP - plasma controle). Para tal, foram utilizadas trés cadelas SRD,
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tratadas com flunixin meglumine (Banamine - Schering-Plough®), na dose de 1 mg/Kg,
por via intramuscular, uma vez ao dia, durante trés dias (Andrade, 2002), com o objetivo
de inibir a sintese enddgena de prostaglandinas. Duas bolsas de 500 mL de transfuséo
sanguinea foram colhidas por venopuncédo da jugular de cada fémea, uma hora apds a
terceira aplicagéo de flunixin meglumine. O sangue foi transferido para tubos de ensaio
e foi realizada a centrifugacao por 15 minutos a 600xG. O plasma das trés cadelas foi
homogeneizado para obtencédo de um “pool”, e foi acondicionado em tubos plasticos de

50 mL (tubos Falcon®) e armazenado a -20°C.

4.1.4.2 Preparo das Referéncias de 13,14 dihidro-15ceto-prostaglandina F2a

(PGFM) em Plasma Canino

As referéncias utilizadas nos ensaios, para avaliagdo dos coeficientes inter-
ensaios, foram preparadas previamente a fim de se obter as concentraces de 100 e
1000 pg/mL (ou seja, baixa e alta) de PGFM (Sigma — D4143), por diluicdo da solucéo
estoque padrdo de PGFM (1 pg/mL), em plasma canino livre de prostaglandinas

(PCLP). As aliquotas de referéncias (700 pL) foram armazenadas a - 20°C.

4.1.4.3 Técnica de Diluicdo e Determinacdo da Capacidade de Ligacdo do

Anticorpo Anti-PGFM (Teste de “Binding”)

O anticorpo utilizado nos radioimunoensaios de PGFM foi gentilmente doado pelo

Prof. Dr. William W. Thatcher, da Universidade da Flérida - EUA. O anticorpo anti-PGFM
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foi armazenado liofilizado e acondicionado a - 70°C. No momento do uso, e seguindo as
instrucdes do doador, o mesmo foi reconstituido em 500 pl de agua destilada e
deionizada. A diluicéo final foi feita a fim de se obter uma solugdo de anticorpo em Tris-
HCI na concentracdo necessaria para se obter 30% de ligacdo especifica antigeno-

anticorpo (“specific binding”).

Validacdo: a técnica utilizada para mensuracdo de PGFM de cadelas foi validada
a partir de técnica utilizada para a espécie bovina (Meyer et al., 1995). Foi realizada
validacdo do ensaio de PGFM com uso de testes de paralelismo para verificar a
influéncia do volume da amostra (30 a 300 pL) na eficiéncia do ensaio e o paralelismo
das curvas com diferentes concentragcdes de PGFM acrescidas de plasma controle
bovino ou canino. Foram testadas as seguintes diluicbes de anticorpo anti-PGFM:

1:4000, 1:6000, 1:8000, 1:10000 e 1:12000.

4.1.4.4 Técnica de Determinacdo da Concentracdo de 13,14 dihidro-15ceto-

prostaglandina F2a (PGFM) no Plasma Canino por Radioimunoensaio (RIE)

A técnica de radioimunoensaio utilizada foi descrita por Meyer et al. (1995)
(Anexo 6.1). O resultado das leituras, expresso em DPM'’s (desintegracdes por minuto),

foi transferido para uma planilha do programa “Quatro Pro” (Corel). Este programa
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monta uma curva padrdo que é utilizada para transformar os dados em DPM’s para
pg/mL de PGFM. O coeficiente de variagao intra-ensaio foi de 21,00% e o coeficiente de

variacdo inter-ensaio foi de 20,48%.

4.1.5 Radioimunoensaios de Progesterona

Os ensaios para dosagens de progesterona foram realizados no Laboratorio de
Endocrinologia do Departamento de Reproducdo Animal e Radiologia Veterinaria da
FMVZ — UNESP - Campus de Botucatu. Foram utilizados “kits” comerciais de
radioimunoensaio em fase solida, sem extracdo quimica ou processo de purificacédo
(Diagnostics Procedure Corporation — progesterone Coat-a-Count, Los Angeles, USA),
validado para plasma canino (Srikandakumar et al., 1986). As dosagens foram
realizadas de acordo com a recomendacao do fabricante. A cada 70 tubos de amostras
e no final de cada ensaio, foram colocados tubos controle, em duplicata, com os
internos de 0,5 ng/mL e 20 ng/mL (controles C e F), para célculo dos coeficientes de
variacdo intra e inter-ensaio. As contagens foram realizadas em contador Gamma
(modelo Packard). Todas as amostras foram mensuradas em duplicata. Os coeficientes

de variagao inter e intra-ensaio foram 8,45% e 10,75%, respectivamente.
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4.1.6 Radioimunoensaios de Estradiol

O ensaio para dosagem de 17-B-estradiol foi realizado no Laboratério de
Dosagens Hormonais (LDH) da FMVZ-VRA-USP. Foram utilizados “kits” comerciais de
17-B-estradiol 32 geracdo (Diagnostic Systems Procedure — DSL — Texas, USA), sem
extracdo quimica ou processo de purificacdo. As dosagens foram realizadas de acordo
com a recomendacao do fabricante. A cada 30 tubos de amostras e no final do ensaio,
foram colocados tubos controle de 5 pg/mL e 50 pg/mL, em duplicata, para céalculo do
coeficiente de variacdo intra-ensaio. As contagens foram realizadas em contador
Gamma (Packard). Todas as amostras foram mensuradas em duplicata. O coeficiente

de variacao intra-ensaio foi de 6,10%.

4.1.7 Andlise Estatistica

o PGFM e P4

As concentragbes plasmaticas de PGFM e P4 foram analisadas e ndo se
mostraram adequadas quanto a normalidade de residuos (Teste de Shapiro-Wilk, P<
0,01) e homogeneidade de variancias (Teste F, P< 0,01). Os dados foram entdo
transformados por raiz quadrada e reanalisados. Tal transformacdo adequou os dados a

andlise de variancia (Shapiro-Wilk e F; P=0,01). Os efeitos de estado reprodutivo
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(diestro ou gestacdo), dia, animal e suas interacbes foram analisados por ANOVA
utilizando-se o proc GLM e o proc MIXED do programa SAS (SAS Institute, 1988). O
teste de “slice” foi feito para se comparar as médias dos tratamentos dentro de uma
mesma fracdo de tempo. Os dados foram apresentados como LSMeans + EPM, ndo
transformados. Para andlise estatistica das médias, foi utilizado um valor diario das
concentracdes de P4 e PGFM, através da amostra das 8 horas. Em todos os testes

estatisticos, o nivel de significancia minimo considerado foi de 5% (P< 0,05).

e Estradiol

Os dados foram analisados e mostraram-se adequados quanto a normalidade de
residuos (Teste de Shapiro-Wilk, P> 0,01) e homogeneidade de variancias (Teste F, P>
0,01). Os efeitos de “status” reprodutivo, dia, animal e suas interacdes foram analisados
por ANOVA utilizando-se o proc GLM e o proc MIXED do programa SAS (SAS Institute,
1988). O teste de “slice” foi feito para se comparar as médias dos tratamentos dentro de
uma mesma fracdo de tempo. Os dados foram apresentados como LSMeans + EPM,
ndo transformados. Em todos os testes estatisticos, o nivel de significAncia minimo

considerado foi de 5% (P< 0,05).
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4.2 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.2.1 PGFM

Validacédo: Os valores de capacidade de ligacdo encontrados para as diluicdes de
anticorpo anti-PGFM 1:4000, 1:6000, 1:8000, 1:10000 e 1:12000 foram 41,9%, 30,4%,
23,7%, 21,1% e 17,4%, respectivamente. A diluicdo determinada como a mais
adequada foi estipulada em 1:7000 (capacidade de ligacdo ~ 30%). Desta forma, esta
diluicdo foi utilizada nos ensaios subsequiientes. Os testes de validacdo evidenciaram
paralelismo das curvas com diferentes concentracées de PGFM acrescidas de plasma

controle bovino ou canino, e nos diferentes volumes de amostras testados (Figura 1).

Diestro: através da analise da Figura 2, pode-se notar que a concentracdo maxima
de PGFM no diestro foi de 902,70 £ 145,97 pg/mL, e ocorreu no dia 15 apds o pico de
LH. No inicio do diestro foram observadas altas concentracdes de PGFM, até por volta
do dia 25. Do dia 30 em diante, as concentracdes foram inferiores a primeira metade

(efeito de dia, P< 0,05) (Tabela 1; Figura 2).
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Figura 1: Porcentagem de ligacdo (B/BO) de amostras de plasma
bovino ou canino contendo concentracdes crescentes de PGFM. O =

B/B0O em plasma controle bovino; ¢ = B/BO em plasma controle canino.

Tabela 1 - Andlise de variancia das concentracdes plasméaticas de PGFM de cadelas no
diestro.

Fonte de variacdo GL Pr>F

Dia 42 0,05

**= 0,27
** dados transformados por raiz quadrada
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Figura 2 — Médias das concentra¢gfes plasméaticas de PGFM de cadelas
ao longo do diestro (D10 a 86). O Dia 0 correspondeu ao dia estimado do
pico de LH; (Lsmeans + EPM).

Embora a andlise da Figura 2 tenha evidenciado maiores concentragfes de
PGFM no dia 15, observou-se que algumas cadelas apresentaram concentracfes
similares de PGFM ao longo do diestro e outras apresentaram concentra¢cdes maximas

de PGFM em dias variados na primeira metade do diestro (Figura 6).
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A prolactina possui um papel luteotréfico em cadelas; entretanto, durante o
diestro as concentracdes desse hormonio sdo inferiores as da gestacdo (Onclin e
Verstegen, 1997b). A relaxina € um hormdnio especifico da gestacéo, e ndo é produzido
durante o diestro (Steinetz et al., 1989; Buff et al., 2001). Trabalho de Concannon et al.
(1975) demonstrou que as concentracdes de estradiol sdo baixas ao longo do diestro,
embora Onclin e Verstegen (2002) tenham encontrado altas concentragdes ao longo de
todo o diestro (Onclin et al., 2002).

Embora Olson et al. (1984a) e Hoffmann et al. (1992) tenham sugerido que a
funcéo luteal pode nédo ser controlada pela funcdo uterina, em algumas cadelas desse
estudo verificou-se um pico de secrecdo de PGFM observado no inicio do diestro
(Figuras 2 e 3). Este pico poderia ser responsavel pelo inicio da queda nas
concentracdes plasméticas de P4 (lutedlise funcional) observada entre os dias 10 e 30,
em cadelas.

Em varias espécies animais, apos a liberacdo de PGF2a pelo endométrio, ocorre
lutedlise funcional, com queda das concentracdes plasmaticas de P4 em
aproximadamente 48 horas, e manifestacdo de estro (Senger, 1999). Tal fato ndo é
observado em cadelas por mecanismo enddgeno, € mesmo com uso exégeno de
analogos de PGF2a, ocorre queda da P4, mas sem desencadeamento de estro
eminente (Hori et al., 2002). E possivel, portanto, hipotetizar que em cadelas haja
necessidade de uma concentracdo minima de prostaglandina F2a que, quando liberada,

mesmo sem desencadear um pico, é capaz de influenciar a producao de P4 luteal.
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Gestacdo: nas cadelas gestantes, foi observado aumento crescente das
concentracdes de PGFM ao longo do tempo, com a ocorréncia de um pico de liberagcéo
pré-parto (efeito de dia altamente significativo, P < 0,01) (Tabela 2; Figura 3). A
concentracdo maxima de PGFM na gestacao foi de 7941,00 + 950 pg/mL, e ocorreu em
média no dia 63,37 + 6,3. Entretanto, a analise em conjunto dos dados forneceu valor

corrigido pelo modelo do SAS, conforme pode ser observado na Figura 3.

Tabela 2 - Analise de variancia das concentracdes plasmaticas de PGFM de cadelas
gestantes.

Fonte de variacéo GL Pr>F

Dia 20 0,01

*?=0,42
** dados transformados por raiz quadrada
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Figura 3 — Médias das concentracdes plasmaticas de PGFM de cadelas ao
longo da gestacdo e do diestro. O Dia 0 correspondeu ao dia estimado do
pico de LH; (Lsmeans £ EPM). ¢ = diestro; m = gestacao.

* médias dos estados reprodutivos diferiram (P< 0,1);

** médias dos estados reprodutivos diferiram (P< 0,05).

No presente estudo houve necessidade de concentracdes crescentes de PGFM
na segunda metade da gestagdo, para ocorréncia de um aumento final no periodo pré-
parto.

Na segunda metade da gestacdo ha altas concentracBes plasméaticas de

prolactina (Onclin et al., 2002). A manutencdo da gestacdo € dependente de suporte
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hipofisario (Okkens et al., 1990; Onclin et al., 1997a), e as concentracdes de relaxina
estdo altas (Steinetz et al., 1989; Concannon et al., 1996; Buff et al., 2001). Ha também
necessidade de producdo de PGF2a pré-parto para que ocorra queda da P4 plasmatica
com diminuicAo da temperatura corporal (Concannon e Hansel, 1977), contracao
miometrial e expulséo fetal (Concannon et al., 1989).

Desta forma, € possivel que o estradiol, de origem folicular e/ou luteal, e a
ocitocina, hipofiséria e/ou luteal, regulem a secrecdo de prostaglandina F2a que ocorre
neste periodo. Em bovinos, injecdes de estradiol no final da fase luteal sdo capazes de
desencadear a liberacdo de PGF2a pelo endométrio, possivelmente pela estimulagéo

da producéo e/ou ativacdo dos receptores de ocitocina (Castro e Paula, 2003).

Diestro x Gestacdo: a analise das concentragcbes de PGFM ao longo do diestro

e da gestacao (Figura 3) demonstrou que apés o dia 35 ocorreu um aumento gradativo
da secrecdo de PGFM nas cadelas gestantes, que culminou com a ocorréncia do pico
pré-parto. Nas cadelas em diestro, ap0s o dia 35, ocorreu decréscimo progressivo na
producdo de PGFM, e apds o dia 55 as concentracdes mantiveram-se inferiores a 500
pg/mL (efeito da interacdo estado reprodutivo x dia até D65, P< 0,01) (Tabela 3).

Esta maior liberacdo de PGF2a no final da gestacédo ocorre presumivelmente
pela ativacdo do eixo hipotalamico-hipofisério-adrenal fetal, embora nédo se saiba se os
corticides, na cadela, possam aumentar a secrecdo de PGF2a (Concannon et al.,

2001).
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Tabela 3 - Andlise de variancia das concentracbes plasmaticas de PGFM de cadelas

gestantes e em diestro, até o D65.

Fontes de variagcéo GL Pr>F
Estado Reprodutivo 1 0,01
Cadela (estado reprodutivo) 15 0,01
Dia 22 0,01
Status x dia 20 0,01
**=0,57

** dados transformados por raiz quadrada

4.2.2 Progesterona

A concentracdo maxima de P4 no diestro foi de 32,93 + 3,9 ng/mL, e ocorreu no

dia 15 (Figura 4). A concentracao basal de P4 no diestro (dia em que a concentracéo de

P4 < 1 ng/mL; Onclin e Verstegen, 1997b) foi atingida em média no dia 66.

No trabalho de Onclin e Verstegen (1997b) a concentracdo de P4 atingiu um

platd no dia 7, com manutengdo de concentracdes elevadas por trés semanas e

posterior decréscimo. Estes autores colheram amostras diarias das cadelas desde o

final do anestro, o que permitiu a padronizacdo dos momentos exatos em que ocorreu

aumento, platd, ou decréscimo das concentracdes hormonais. No presente estudo, as

amostras foram colhidas a partir do dia 10 apos o pico de LH estimado, e assim foi

possivel detectar apenas o momento em que a P4 ja havia atingido sua concentracéo

maxima.
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Figura 4 — Médias das concentracbes plasmaticas de progesterona de
cadelas no diestro. O Dia 0 correspondeu ao dia estimado do pico de LH;
(Lsmeans = EPM).

A concentragdo maxima de P4 encontrada nesse estudo (32,93 + 3,9 ng/mL) ndo
diferiu das concentragbes citadas por Onclin e Verstegen (1997b), de 35,10 + 2,6
ng/mL, mas diferiu de Chakraborty (1987) que encontrou média de concentracdes
maximas de 10,5 £ 0,9 ng/mL.

Ao contrario de Onclin e Verstegen (1997b), e de acordo com Concannon et al.
(1975), Nett et al. (1975) e Chakraborty (1987), no presente trabalho foram observadas
variagbes individuais no pico maximo de P4 entre as cadelas (Figura 6), com

concentracdo minima e maxima de 14,83 e 50,16 ng/mL, respectivamente.
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Vérios fatores podem ter interferido nesta secrecdo individual de P4. Esta
variacdo entre animais pode refletir uma diferente capacidade de esteroidogénese,
taxas diferentes de captacdo de colesterol, ou diferenca na biotransformacgéo intra-
celular, embora Spies et al. (1974) tenham demonstrado haver mudanca na
sensibilidade das células que secretam P4 mesmo com estimulo constante.

E possivel ainda que, embora a alimentacido das cadelas fosse padronizada,
tenha ocorrido também diferentes taxas de metabolizacdo entre esses animais, como
ocorre em bovinos de leite que recebem grandes quantidades de suplementacédo na
racdo. Uma taxa alta de metabolizacdo hepética de P4 e estradiol tem sido observada
em vacas muito suplementadas (Sangsritavong et al., 2001). Essa variacao individual
também pode ter sido pelo uso de cadelas sem-raga-definida, de varios tamanhos, com
foliculos pré-ovulatorios de diversos diametros e corpos luteos com massa luteal
variada.

Concentracdes basais de P4 foram observadas em média no dia 66 do diestro,
semelhante aos estudos de Onclin e Verstegen (1997b), que encontraram
concentracdes basais no dia 67. Mas diferiu dos trabalhos de Smith e McDonald (1974)
e Chakraborty (1987), que evidenciaram concentracdes elevadas de P4 até o dia 80 do
diestro. Com o intuito de determinar o comprimento do diestro, no presente estudo as
colheitas em um grupo de cadelas (D85; n=3) foram realizadas até o dia 85 apds o pico
de LH. Entretanto, as avaliagbes demonstraram que as concentracdes de P4

alcancaram valores basais em média no dia 66.
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Figura 5 — Perfis individuais de secrecédo de P4 e PGFM em cadelas no diestro.
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Figura 5 — Perfis individuais de secrecdo de P4 e PGFM em cadelas no diestro.

(continuacdo...)
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Nas cadelas gestantes, a concentracdo maxima de P4 foi de 33,38 + 4,1 ng/mL
(estados reprodutivos néo diferiram quanto a concentracdo maxima de P4, P< 0,94), e
ocorreu em média no dia 18,75 (tendéncia a efeito de estados reprodutivos para dia da
maior concentracdo de P4, P< 0,07) (Figura 6). Este resultado foi semelhante ao
descrito por Onclin e Verstegen (1997b) e Benetti (2001), que verificaram concentragdes
de 36,9 ng/mL.

A concentracdo basal de P4 foi atingida em média no dia 63 (efeito significativo
de estado reprodutivo, P< 0,04). Ap0s o0 pico maximo, em ambos o0s estados
reprodutivos, foi observado um declinio lento das concentracbes de P4 até atingir a
concentracdo basal. Este declinio lento refletiu uma lutedlise funcional gradativa, tanto
na gestagao, como no diestro.

Na andlise em conjunto das concentracdes de P4 no diestro e gestacdo, foi
observado que apos o dia 15 do diestro e apos o dia 20 da gestacdo ocorreu um lento
declinio das concentracdes de P4, até atingirem valores basais inferiores a 1 ng/mL.
Nas cadelas em diestro, a concentracdo basal foi atingida oito dias antes das cadelas
gestantes (efeito de interacdo entre estados reprodutivos e dia, P< 0,01) (Tabela 4;

Figura 6).
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Tabela 4 - Andlise de variancia das concentracdes plasméticas de progesterona, de
cadelas gestantes e em diestro, até o D65.

Fontes de variacéo GL Pr>F
Estado Reprodutivo 1 0,01
Cadela (estado 15 0,01
reprodutivo)
Dia 22 0,01
Status (dia) 20 0,01
**=0,90

** dados transformados por raiz quadrada

Tabela 5 — Analise de variancia das concentraces plasmaticas de progesterona de
cadelas no diestro.

Fonte de variacao GL Pr>F

Dia 41 0,01

*?=0,79
** dados transformados por raiz quadrada
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Figura 6 — Meédias das concentracdes plasmaticas de progesterona de
cadelas gestantes e em diestro. O Dia 0 correspondeu ao dia estimado do
pico de LH; (Lsmeans £ EPM). ¢ = diestro; m = gestacgao.

* médias dos estados reprodutivos diferiram (P< 0,1).

** média dos estados reprodutivos diferiram (P< 0,05).

Como citado, a concentracdo maxima observada nas cadelas gestantes ocorreu
em média no dia 18,75. Houve diferenca em relacdo ao trabalho de Onclin e Verstegen
(1997b), onde a concentragdo maxima ocorreu no dia 7, e em relacdo ao trabalho de
Chakraborty (1987), onde ocorreu no dia 6. O inicio das colheitas no dia 10 pode ter
influenciado este resultado, assim como discutido para as cadelas em diestro, embora
os perfis individuais de secrecdo de P4 das cadelas (Figura 6) parecem nao evidenciar
qgue tenha ocorrido um plat, fato também ndo evidenciado por Smith e McDonald

(1974).
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O dia em que a P4 atingiu concentracbes basais nas cadelas gestantes nao
diferiu do encontrado por outros pesquisadores (Chakraborty, 1987; Onclin e Verstegen,
1997b). Foi evidenciado que as concentracfes de P4 atingiram concentracbes basais
no periodo pré-parto, fenbmeno necessario para o0 desencadamento do parto
(Concannon et al., 1988).

Nas trés cadelas gestantes onde o0 parto ocorreu espontaneamente, com
previsdo para o dia 65 + 1 apés o pico de LH estimado, o parto ocorreu no dia 64 (n=1)
ou 65 (n=2). Este resultado deu suporte ao delineamento inicial deste trabalho, que
utilizou o exame de citologia vaginal para realizar a estimativa do dia do pico de LH e da
data prevista do parto, através da deteccao do primeiro dia do diestro citolégico (Holst e

Phemister, 1974; Concannon, 2000).
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4.2.3 Estradiol

N&o foi observado efeito de dia nas concentragfes de estradiol (P> 0,1).
Verificou-se que a concentracdo media de estradiol no diestro foi 20,58 + 6,25
pg/mL, e na gestacéao foi 26,76 + 6,56 pg/mL (diferenca significativa entre os 2 estados

reprodutivos, P> 0,1) (Tabela 6; Figura 8).

Tabela 6 - Analise de variancia das concentra¢des plasmaticas de estradiol, de cadelas
gestantes e no diestro a partir do D40.

Fontes de variagao GL Pr>F
Estado Reprodutivo 1 0,57
Cadela (estado 4 0,01
reprodutivo)
Dia 14 0,48
Estado reprodutivo x dia 14 0,2
**=0,70

** dados sem transformacao

Concannon et al. (1975) encontraram concentracdes elevadas de 20-30 pg/mL
ao longo da gestacdo, mas ndo no diestro. Chakraborty (1987) encontrou
concentracdes basais de estradiol ao longo da gestacdo e concentracdes
significativamente superiores no diestro, até a 3% semana, com valores basais apés a 52

semana, além de altas concentracdes de estrona.
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Estradiol pg/ml

40 45 50 55 60 65 70
Dias ap6s o pico de LH (Dia 0)

Figura 8 — Médias das concentracdes plasméticas de estradiol de cadelas
gestantes e em diestro, do dia 40 a 66. O Dia 0 correspondeu ao dia
estimado do pico de LH; (Lsmeans £ EPM). ¢ = diestro; m = gestacao.

Ja Onclin et al. (2002) encontraram concentracdes elevadas de estradiol a partir
do dia 10 da gestacdo ou do diestro, que permaneceram elevadas durante todo o
periodo luteal, variando entre 21 e 42 pg/mL. Estes autores afirmaram que ndo houve

reacao cruzada com estrona, assim como citado no trabalho de Steinetz et al. (1990).
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As concentracdes citadas nos trabalhos acima diferiram das encontradas no
presente estudo, que variaram entre 5,19 a 83,01 pg/mL, do dia 40 ao 65. Entretanto,
outros autores ndo encontraram mudancas nas concentracbes de estradiol ou
estrogenos totais em cadelas gestantes ou em diestro (Edqvist et al., 1975; Nett et al.,
1975; Austad et al., 1976; Graf, 1978; De Coster et al., 1979).

No presente trabalho ndo foi detectado um pico pré-parto de estradiol, o que
dificulta o entendimento do estradiol em poder agir como um fator determinante ou
estimulador da sintese de PGF2a que ocorre no pré-parto, como considerado em outras
espeécies (Concannon et al., 2001).

Benetti (2001) encontrou uma concentracdo média de 6,23 pg/mL em cadelas
gestantes, mas com variagdo média entre 1-6 pg/mL. Hoffmann et al. (1994) nao
evidenciaram elevacfes especificas de estradiol ao longo da gestacdo. Mesmo assim,
as concentracfes de estradiol detectadas diminuiram antes do parto, juntamente ao
decréscimo da P4 e elevacéo do cortisol e horménio do crescimento (GH).

Embora no presente estudo ndo tenha ocorrido efeito de dia (P> 0,1) para a
producéo de estradiol, houve variacdo individual entre cadelas (P< 0,01) (Figura 9).

Em varias espécies animais, 0s estrogenos possuem papel importante no
desencadeamento do parto (Olson et al., 1995). Entretanto, em cadelas, assim como
em outras espécies de gestacao curta, ndo ocorre aumento significativo de estradiol no
final da gestacdo ou pré-parto (Graf, 1978; Concannon et al., 1989; Hoffmann et al.,

1994).
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Concannon (2003)* citou que, na cadela, o estradiol ndo deve possuir papel
fundamental no mecanismo de desencadeamento do parto, como ocorre em outras
fémeas domeésticas, devido a ndo ocorréncia de aumento abrupto das concentragbes
plasmaticas de estradiol no periodo pré-parto. Tal fato esta de acordo com o encontrado
neste estudo, que nao verificou aumento da producgéo de estradiol no periodo pré-parto.

Entretanto, Nishiyama et al. (1999) evidenciaram a capacidade de producéo de
estrogenos por células luteais no final da gestacdo de cadelas e hipotetizaram existir
dois tipos de células luteais durante a gestacdo: células secretoras de P4 e células
secretoras de estrégeno, ambas potencialmente diferentes.

Ja Papa (2001) demonstrou, no corpo luteo de cadelas, receptores para P4 e
para estradiol, sugerindo um papel autdcrino/paracrino dos dois hormonios na regulacao
da funcéo luteal.

Por outro lado, Onclin et al. (2001) demonstraram a secrecao de FSH no inicio do
diestro e da gestacdo, com aumento da producéo entre os dias 40 e 65 nas cadelas
gestantes. Logo, seria possivel que ao ser estimulado pelo FSH, o ovério apresente
crescimento folicular, responsavel por pelo menos parte da producdo de estradiol
evidenciada nesta pesquisa.

Trabalhos de dindmica ovariana ao longo da gestacao, com utilizagao de ultra-
sonografia, assim como a investigacdo da presenca de receptores ovarianos para FSH,
possibilitardo o esclarecimento destas suspeitas. Além da origem folicular, o estradiol

em cadelas pode ser oriundo da célula luteal.

! (Comunicacéo Pessoal)



Estudo 1 — Resultados e Discussao 72

Um dos papéis do estradiol € o aumento da sensibilidade uterina a ocitocina e
PGF2a, além de promover contracfes uterinas (Challis e Lye, 1999; Challis et al.,
1999). Em ratas, o estradiol juntamente a prolactina exercem importante papel na
manutencdo da funcéo luteal durante os estagios LH-dependentes da gestagéo (Cibori
e Keyes, 1980).

Durante o processo de esteroidogénese, a enzima P-450 SCC é responsavel
pela conversdo de colesterol em pregnenolona, que é convertida a P4 pela enzima 3p-
HSD, e a enzima aromatase é responsavel pela conversao final a estradiol (Nishiyama
et al., 1999).

Estudos tém demonstrado o papel do estradiol na esteroidogénese, como
estimulo da sintese de colesterol (Purycar et al., 1990), aumento da captura de
colesterol e transformacg&o na membrana externa da mitocondria (Kahn et al., 1985). Em
coelhas, a enzima Star participa da mediacdo do efeito luteotréfico do estrogeno para
promover a sintese de P4 (Townson et al., 1996). E possivel ainda que o estradiol
exerca efeito direto sobre a enzima P450-SCC (Toaf et al., 1983).

Desta forma, embora ainda obscuro, € possivel que o estradiol em cadelas, como
em varias espécies, possua algum papel na regulacdo da funcéo luteal, assim como no
mecanismo de lutedlise e sintese de prostaglandina para o desencadeamento do parto.

As concentragOes de estradiol encontradas neste estudo variaram dos valores
encontrados por outros pesquisadores (Concannon et al., 1975; Benetti, 2001; Onclin e
Verstegen, 2002). Neste estudo, foi utilizado metodologia de mensuracdo de 17(3-

estradiol de 32 geracao (Diagnostic Systems Procedure — DSL — Texas, USA). Ja os
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dados de outros autores referem-se ao estradiol mensurado por outras metodologias,
ou por radioimunoensaios que utilizam técnicas com extracdo hormonal. De acordo
com Onclin et al. (2002), esta variacdo nas técnicas de mensuracdo de estradiol pode
ser responsavel por diferencas entre as concentragdes hormonais encontradas entre 0s

estudos.
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ESTUDO 2

PRODUCAO IN VITRO DE PGF2a POR EXPLANTES DE ENDOMETRIO E CORPO

LUTEO DE CADELAS EM DIESTRO E GESTANTES, E PLACENTA DE CADELAS

GESTANTES

5.1 MATERIAL E METODOS

5.1.1 Animais

Foram utilizadas 17 cadelas adultas, sem-raca-definida (SRD), clinicamente
saudaveis, com peso entre 5 e 40 kg. Os animais foram mantidos em canis individuais,

com alimentagcdo comercial e 4gua ad libitum.

5.1.2 Grupos Experimentais

As cadelas foram divididas em dois grupos experimentais:

Grupo 1 (Cadelas gestantes, n=8);

Grupo 2 (Cadelas em diestro, n=9)
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5.1.3 Colheita dos Tecidos para Cultivo

Para a colheita dos tecidos, as cadelas gestantes foram submetidas a OSH por
método convencional (Fossum, 2001) aos 63 dias de gestacdo (n=2), 64 dias de
gestacdo (n=3) ou imediatamente apds o parto (n=3), sendo o pico estimado de LH
considerado como dia zero.

As cadelas em diestro foram submetidas a OSH aos 65 dias (n=3), 75 dias (n=3)
ou 85 dias (n=3), sendo o pico estimado de LH considerado como dia zero.

Ap6s a OSH, os ovarios e cornos uterinos (diestro e gestacdo) e placentas
(gestacgéo), foram transportados ao laboratério em sacos plasticos, dentro de isopor
contendo gelo reciclavel, em um periodo maximo de 15 minutos apds a colheita.

Os filhotes nascidos das fémeas gestantes submetidas a OSH, assim como as

fémeas apos o periodo de pos-operatdrio, foram destinados a adocgao.

5.1.4 Processamento dos Ovarios, Utero e Placenta

Os tecidos foram processados em capela de fluxo laminar. Os ovérios foram
dissecados e realizou-se a remocdo mecéanica dos corpos luteos, que foram
seccionados em pequenos fragmentos e acondicionados em placa de Petri com meio
de cultivo Ham-F10 (Sigma — N6635).

Os cornos uterinos foram separados para a dissecacdo do endométrio.

Seccionou-se a face mesometrial de maneira a expor o endométrio, que foi separado do
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miomeétrio com uso de material cirargico oftalmico. O endométrio dissecado foi
seccionado em pequenos fragmentos e acondicionado em placa de Petri contendo meio
de cultivo Ham-F10. As placentas foram seccionadas em pequenos fragmentos e

armazenadas em meio de cultivo Ham-F10.

5.1.5 Cultivos de Explantes de Endométrio, Corpo Luteo e Placenta

Para os cultivos, os explantes de tecidos foram acondicionados em placas de
Petri contendo 100 mg de cada tecido/placa. O cultivo foi realizado em estufa de
secagem, a 37°C, por um periodo de 6 horas. Para cada tecido, foram montadas placas
em duplicata, sendo que as amostras foram divididas em grupos controle e tratado. As
amostras do grupo controle foram cultivadas em 3 mL de meio Ham-F10, acrescido de
solucdo de penicilina-estreptomicina-anfotericina B (Sigma — A7292). O grupo tratado
recebeu adicdo de 3 mL de meio Ham-F10 acrescido de solugdo de penicilina-
estreptomicina-anfotericina com PDBu (Sigma — A23187) a 100 ng/mL (PDBu — analogo
do diacylglicerol — DAG, estimulador da sintese de PGF2a) (Johnson et al., 1995).
Realizou-se colheita das amostras (500 pL) nos tempos O e 6 horas e armazenou-se a -

20°C para posterior mensuracdo de PGF2a por radioimunoensaio (RIE).
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5.1.6 Radioimunoensaios de PGF2a

Os ensaios hormonais para validacdo e mensuracdo de PGF2a foram realizados
no Laboratério de Fisiologia e Endocrinologia Molecular (LFEM) da FMVZ-VRA-USP,

baseados em Danet-Desnoyers et al. (1994).

5.1.6.1 Preparo das Referéncias de PGF2a

Realizou-se o preparo de referéncias a partir da diluicio de PGF2a (Sigma —
P0424) em Tris-HCI 0,05M pH 7,4. Foram preparadas solucbes contendo 125 e 1000
pg/mL (baixa e alta) de PGF2a, por diluigdo da solucdo estoque padréo de PGF2a (1

pug/mL). As aliquotas de referéncias (500 uL) foram armazenadas a - 20°C.

5.1.6.2 Técnica de Diluicdo e Determinacdo da Capacidade de Ligacdo do

Anticorpo anti-PGF2a (Teste de “Binding”)

O anticorpo utilizado nos radioimunoensaios de PGF2a foi gentilmente doado
pelo Prof. Dr. William W. Thatcher, da Universidade da Florida - EUA. A diluicdo do
anticorpo foi feita a partir de amostras liofilizadas ressuspensas em agua destilada e

deionizada. A diluicéo final foi feita a fim de se obter uma solugdo de anticorpo em Tris-
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HCI na concentracdo necessaria para se obter 30% de ligagdo especifica antigeno-
anticorpo (specific binding). Os anticorpos foram utilizados na diluicdo de 1:4000 da

solucéo inicial de anticorpo.

Validacao: a validacédo do ensaio objetivou verificar, pelos testes de paralelismo, a
influéncia do meio de cultivo Ham-F10 ou da solu¢éo tampéo de Tris HCI 0,05 M pH 7,4
para diluicdo das amostras; testar diferentes concentracdes das amostras de cultivo de
corpo luteo, placenta e endométrio (1:1 a 1:512) e diferentes diluicdes do anticorpo anti-

PGF2a (1:2000, 1:3000, 1:4000, 1:5000 e 1:6000).

5.1.6.3 Determinagéo da Concentragcdo de PGF2a por Radioimunoensaio

Os ensaios de PGF2a foram realizados em duas etapas, conforme Anexo 10.2.
Foram mensuradas as concentracdes de PGF2a nos tempos 0 e 6 horas, e calculou-se
a DIF 6, subtraindo-se a concentracdo de PGF2a na hora 0 da concentracdo de PGF2a
da hora 6. As contagens foram realizadas em contador de particulas Beta (Wallac). O
resultado da leitura, expresso em DPM'’s, foi transferido para uma planilha do programa
“Quatro Pro” (Corel), para transformar os dados de DPM’s (desintegracées por minuto)
para pg/mL de PGF2a. Os coeficientes de variagdo intra e inter-ensaio foram 17,92% e

28,33%, respectivamente.
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5.1.7 Analise Estatistica

As concentra¢gfes de PGF2a em meio de cultivo (DIF 6) foram analisadas e nédo
se mostraram adequadas quanto a normalidade de residuos (Teste de Shapiro-Wilk, P<
0,01) e homogeneidade de variancias (Teste F, P< 0,01). Os dados foram entéao
transformados por raiz quadrada e reanalisados. Tal transformacao adequou os dados a
andlise de variancia (Shapiro-Wilk e F; P= 0,01). Os efeitos de estado reprodutivo,
tecido, tratamento, dia e interacbes foram analisados por ANOVA utilizando-se o proc
GLM e o proc MIXED do programa SAS (SAS Institute, 1988). Os dados foram
apresentados como LSMeans + EPM para a producéo de PGF2a em 6 horas (DIF 6). A
variavel dependente foi a diferenca entre as concentracées de PGF2a medidas na hora

6 e na hora 0. Em todos os testes estatisticos, o nivel de significancia minimo

considerado foi de 5% (P< 0,05).
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5.2 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.2.1 Validacdo: Os valores de capacidade de ligacdo encontrados para as
diluigcbes de anticorpo 1:2000, 1:3000, 1:4000, 1:5000 e 1:6000 foram 46%, 41%, 34%,
26% e 18%, respectivamente, e a diluicdo determinada como mais adequada foi 1:4000.
Os testes de validacdo demonstraram haver paralelismo entre as curvas contendo
varias propor¢des de meio de cultivo Ham-F10 e Tris-HCI. Dessa forma, o Tris-HCI foi
determinado para ser usado na diluicdo das amostras dos ensaios de PGF2a. Para as
diferentes concentracdes das amostras de cultivo (1:1 a 1:512), a diluicdo determinada
como mais adequada para corpo luteo e placenta foi 1:25. Para endométrio, apos

ensaio teste, foi determinada a diluicdo 1:100, em Tris-HCI (Figura 10).
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Figura 10 - Porcentagem de ligacdo (B/B0O) de concentracbes crescentes de
PGF2a diluida em solugbes contendo diferentes proporcdes de Meio Ham-F10
(Sigma) e Tris-HCI.

5.2.2 Producgao de PGF2a por Explantes de Endométrio e Corpo Luteo de Cadelas
nos dias 65, 75 e 85 do Diestro

Para a producdo de PGF2a em 6 horas (DIF 6), foi observado que nos trés
grupos estudados do diestro (D65, D75 e D85), a producdo de PGF2a por explantes de
endomeétrio foi maxima no D65, e diminuiu nos dias 75 e 85 (Figura 11). Ja a producéo
de PGF2a por explantes de corpo lateo foi inferior & producdo por explantes de
endométrio, de forma geral, mas manteve-se constante ou aumentou ao longo do

diestro (interacgéo tecido x dia; P< 0,02) (Tabela 7; Figura 11).
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A utilizacdo de PDBu néo foi capaz de aumentar de forma significativa a
producédo de PGF2a pelos explantes de tecidos na fase de diestro (efeito de tratamento,
P> 0,1) (Tabela 7; Figura 11).

J& para os explantes de corpo lateo, a producédo de PGF2a praticamente dobrou
do dia 65 para o dia 85 (interacdo tecido x dia; P< 0,02), embora tenha sido inferior a

producéo pelos explantes de endométrio (Figura 11).

Tabela 7 - Analise de varidncia das concentracfes plasmaticas de PGF2a produzidas
pelo endométrio e corpo liteo, ao longo do diestro, em 6 horas (DIF 6).

Fontes de variagcéo GL Pr>F
Dia 2 0,13
Tecido 1 0,64
Tecido*Dia 2 0,02
Tratamento 1 0,49
Tratamento*Dia 2 0,87
Tecido*tratamento 1 0,48
Tecido*tratamento*dia 2 0,90

*?=0,39
** dados transformados por raiz quadrada
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Figura 11 - Médias das concentracbes de PGF2a produzidas por
explantes de endométrio e corpo luteo de cadelas em diestro, nos dias
65, 75 e 85. O Dia 0 correspondeu ao dia estimado do pico de LH; Preto =
controle; branco = PDBu. (Lsmeans + EPM).
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A literatura pesquisada demonstrou serem escassos o0s trabalhos com
mensuracdo de PGF2a in vitro em tecidos de cadelas, embora sua importancia na
luteolise pré-parto tenha sido demonstrada (Concannon et al., 1989).

Olson et al. (1984b), apbés extracdo de PGF2a de endométrio de cadelas,
encontraram concentracdes de 2,8 + 0,6 ng/g, 4,3 £ 2,2 ng/g e 1,3 = 0,5 ng/g de tecido,
nos dias 5, 15 e 25 do diestro. Entretanto, estes resultados ndo podem ser comparados
aos resultados do presente estudo pois o referido autor ndo realizou incubacdo do
tecido, mas apenas extracdo das quantidades pré-existentes de PGF2a.

Vérias substancias interagem para a producdo de PGF2a, como o estradiol e a
ocitocina (Castro e Paula, 2003), embora, em cadelas, o real papel destes horménios,
com relagdo a lutedlise, ainda ndo seja conhecido. Assim, a maior producdo de PGF2a
no dia 65 do diestro pode ter ocorrido devido a uma concentracdo maior de receptores
para estradiol ou ocitocina na membrana das células epiteliais endometriais, ou por uma
maior expressao génica para proteinas que regulem esta secrecédo de PGF2a.

Heap e Poyser (1975) demonstraram que o endométrio canino é capaz de
produzir PGF2a in vivo, em processos inflamatorios/infecciosos. Os autores
encontraram altas concentragdes de PGF2a em fluido inflamatério de piometra canina,
mas foi especulada a possibilidade de bactérias presentes no Utero terem produzido a
PGF2a. Neste trabalho, ndo houve relacdo entre a presenca de PGF2a no Utero com
sua possivel propriedade luteolitica.

N&o foram encontrados dados na literatura sobre o uso de PDBu em cultivos de
tecidos de cadelas. Em bovinos, o PDBu tem sido utilizado em pesquisas que utilizam

explantes de endométrio ou células BEND (bovine endometrial cells), e normalmente ele
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possui capacidade de estimular a producédo in vitro de PGF2a (Arnold et al., 2000;
Binelli et al., 2000), motivo pelo qual também foi utilizado no presente estudo.

Castro e Paula (2003) demonstrou a ocorréncia de producéo in vitro de PGF2a
por explantes de endométrio bovino, no dia 17 do ciclo estral, e relatou que esta
producao € estimulada pela ocitocina, assim como demonstrado na mesma espécie por
outros autores. Foi verificado que o didmetro folicular das vacas estava relacionado a
capacidade do endométrio em produzir PGF2a, sugerindo que maior concentracdo de
estradiol, associado a ocitocina, aumenta a secrecao de PGF2a.

O fato do endométrio no presente estudo ter apresentado maior resposta a
producdo de PGF2a no dia 65 pode estar relacionado a concentracdo enddgena de
estradiol no dia da colheita, comparativamente aos dias 75 e 85, quando a cadela ja
estava no anestro (ver Estudo 1), com baixas concentracdes plasmaticas de estradiol.
Tal fato permite especular a possibilidade do estradiol exercer papel importante na
sintese de PGF2a endometrial na cadela, j& que injecdes de estradiol no final da fase
luteinica de bovinos podem desencadear a producdo de PGF2a pelo endométrio, e pelo
fato da ablag&o de foliculos ovarianos em bovinos retardar a lutedlise (Villa-Godoy et al.,
1985; Castro e Paula, 2003).

Embora Papa (2001) tenha demonstrado a presenca de receptores para estradiol
no corpo lateo canino, o autor ndo utilizou amostras de corpo luteo apés o dia 60 do
diestro ou gestacéo.

A baixa capacidade de resposta do tecido luteal a producdo de PGF2a refletiu
menor capacidade de sintese de PGF2a desse tecido, comparada aos explantes de
endométrio. N&o foram encontradas na literatura inferéncias sobre a producao luteal de

PGF2a em cadelas, diferentemente do que ocorre em células luteais bovinas (Rodgers
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et al., 1988; Miyamoto et al., 1993), de babuinos (Dawood et al., 1997) e de ovéarios de

primatas (Leymarie e Martal, 1993).

5.2.3 Producdo de PGF2a por Explantes de Endométrio, Corpo Luteo e Placenta

de Cadelas Gestantes, nos dias 63, 64 e parto

A producdo de PGF2a em 6 horas (DIF 6) por explantes de endométrio
aumentou do dia 63 para o dia 64, quando chegou a maxima concentragdo, e diminuiu
do dia 64 para o dia do parto. Houve maior producao de PGF2a pelos explantes de
endométrio quando estimulados por PDBu, enquanto nos explantes de corpo lateo e de
placenta, a producdo manteve-se praticamente inalterada (interacdo significativa de
tecido X dia, P< 0,01) (Tabela 8; Figura 12).

Houve aumento na producédo de PGF2a por explantes de endométrio e de corpo
lGteo anteriormente ao parto, em ambos os tratamentos (controle e PDBu), com declinio
da producao apos o parto (Figura 12).

Na producdo de PGF2a pelos explantes de endométrio, foi observado que
inicialmente a producdo aumentou, e posteriormente diminuiu, fato ndo observado nos

explantes dos outros tecidos (interacéo tecido X dia, P< 0, 01).
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Tabela 8 - Andlise de varidncia das concentragcbes de PGF2a, produzidas pelo
endomeétrio, corpo lateo ou placenta de cadelas gestantes, nos dias 63, 64 e parto, em 6
horas (DIF 6).

Fontes de variagcéo GL Pr>F
Dia 2 0,01

Tecido 2 0,01
Tecido*Dia 3 0,01
Tratamento 1 0,02
Tratamento*Dia 2 0,13
Tecido*tratamento 2 0,05
Tecido*tratamento*dia 3 0,52

**=0,88
** dados transformados por raiz quadrada
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Figura 12 - Médias das concentracbes de PGF2a produzidas por explantes de
endomeétrio, corpo lateo e placenta de cadelas gestantes, nos dias 63, 64 e parto. O Dia
0 correspondeu ao dia estimado do pico de LH; Preto = controle; branco = PDBu;
(Lsmeans = EPM).
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E possivel que o endométrio de cadelas ao final da gestacéo esteja sensibilizado
e capaz de responder a producdo de PGF2a. Esta capacidade de resposta pode estar
relacionada a uma prévia sensibilizacdo por estradiol e/ou ocitocina, além de fatores
autocrinos e paracrinos, agindo no endomeétrio.

Como demonstrado por Hoffmann et al. (1996), a producdo de PGF2a no periodo
pré-parto é essencial para a ocorréncia do parto eutécico. No presente estudo, foi
evidenciado parto eutdcico em todas as cadelas.

A maior producdo de PGF2a pelos explantes de endométrio, corpo luteo e
placenta tratados por PDBu possivelmente foi devido ao estimulo da proteina kinase C
(PKC), pela ativacdo da cascata de producéo de prostaglandinas (Johnson et al., 1995).
Este aumento foi mais expressivo no endométrio comparado ao CL e placenta, além da
producdo por estes tecidos ter sido inferior a producao pelo endométrio.

Em varias espécies de animais domeésticos, o endométrio € a principal fonte de
producdo de PGF2a (Davis e Rueda, 2002). Entretanto, resultados conflitantes existem
na literatura acerca da origem da PGF2a, assim como da sua importancia no
mecanismo luteolitico em cadelas (Hoffmann et al., 1992). Foi evidenciado neste estudo
que o endométrio canino possui grande capacidade de producdo de PGF2a, muito
superior a capacidade do CL e da placenta, especialmente no periodo pré-parto, e

estimulado por PDBu.
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5.2.4 Producgéo de PGF2a por Explantes de Endométrio e Corpo Luteo de Cadelas,

no dia 65 do Diestro ou Gestacgéo (parto)

Para a producdo de PGF2a em 6 horas (DIF 6) por cadelas gestantes e em
diestro, foi observado que a producdo pelo endométrio variou entre 0s estados
reprodutivos, enquanto no corpo lateo esta variagdo nao foi verificada (efeito de
interacao tecido X estado reprodutivo, P< 0,01) (Tabela 9).

A andlise da producdo de PGF2a no dia 65 demonstrou que a producao por
explantes de endométrio de cadelas gestantes foi superior aos explantes de endométrio
de cadelas em diestro (efeito de estado reprodutivo para producdo de PGF2a pelo
endomeétrio, P< 0,02) (Tabela 9; Figura 13).

A producdo de PGF2a pelos explantes de endométrio aumentou inicialmente,
com posterior decréscimo. Ja nos outros tecidos esta variagdo nao foi observada (efeito

de interacéo tecido X dia, P< 0,01).

Tabela 9 - Andlise de variancia das concentra¢des de PGF2a produzida pelo endométrio
e corpo luteo de cadelas no dia 65 do diestro ou gestacao (parto), em 6 horas (DIF 6)

Fontes de variacéo GL Pr>F
Estado reprodutivo 1 0,02
Tecido 1 0,01
Tecido*estado reprodutivo 1 0,01
Tratamento 1 0,76
Tratamento*estado 1 0,82
reprodutivo
Tratamento*tecido 1 0,57
Tratamento*tecido*estado 1 0,90
reprodutivo
*°=0,72

** dados transformados por raiz quadrada
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Figura 13 - Médias das concentracdes de PGF2a produzidas por
explantes de endométrio e corpo luteo de cadelas gestantes e no
diestro, no dia 65. O Dia 0 correspondeu ao dia estimado do pico de
LH; Preto = controle; branco = PDBu. (Lsmeans + EPM).
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De maneira geral o endométrio respondeu a producdo de PGF2a com ou sem
estimulo por PDBu e a maior secrecdo de PGF2a pelo endométrio das cadelas
gestantes refletiu a necessidade de secrecdo de PGF2a no final da gestacéo, por ser a
PGF2a responsavel pela lutedlise pré-parto nas cadelas (Concannon et al., 1988).

Como ja discutido para outras espécies animais, o estradiol e a ocitocina
possuem papel importante na producdo de PGF2a. Assim, estes hormdnios podem
estar envolvidos neste mecanismo também em cadelas.

O papel do cortisol na producdo de PGF2a em cadelas € desconhecido
(Concannon et al., 2001), e poderia ser alvo de estudos com vistas a elucidar o
mecanismo da endocrinologia do parto na cadela, j que altas concentracdes de cortisol
estdo presentes no periodo pré-parto (Hoffmann et al., 1994).

Hoffmann et al. (1994) demonstraram que no pré-parto imediato de cadelas sao
observadas baixas concentracdes de estradiol e de P4, mas altas concentracbes de
cortisol e GH. Em primatas, Challis et al. (1999) demonstraram haver aumento da
sintese de prostaglandina induzida por corticéides, pelo aumento da expressao de
enzimas sintetizadoras de prostaglandina.

De acordo com Concannon et al. (2001), o cortisol pode possuir um papel central
e significativo no mecanismo de parto da cadela, que merece maior investigacao.
Estudos dos efeitos diretos dos corticoides na producdo e no metabolismo nos tecidos
uterinos e placentérios poderiam contribuir para o entendimento do mecanismo do parto
em cadelas.

Trabalho recente demonstrou que o LH é capaz de estimular a secregédo
endometrial de PGF2a em ovelhas ciclicas, bem como a secre¢cdo de PGE, em ovelhas

gestantes (Weems et al.,, 2003). Desta forma, acredita-se que o LH participe, em
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conjunto com o estradiol, do mecanismo de lutedlise nesta espécie. Acredita-se que 0
estradiol seja capaz de estimular a sintese de receptores para LH, ou ativa-los. Desta
forma, o LH, através da ativacédo de 2°° mensageiros, é capaz de ativar as enzimas PKC
e PLA,, levando a sintese de PGF2a.

Assim, é possivel hipotetizar que, semelhantemente ao descrito, o LH patrticipe
na cadela, juntamente a outros fatores, do mecanismo de sintese de prostaglandina
endometrial. Estudos demonstraram que a concentracdo de receptores para LH é
constante ao longo do diestro no corpo liteo canino. Entretanto, a presenca de
receptores em celulas epiteliais endometriais ndo foi pesquisada.

Olson et al. (1989) relataram que Sawyer H.R. (dados n&o publicados) tentou
realizar estudos de cultivos in vitro para investigacdo da fungéo luteal em cadelas, mas
com dificuldades de manutencdo ou estimulo da secrec¢édo de P4 por fragmentos de CL.
Entretanto, varios pesquisadores tém realizado trabalhos em outras espécies para
estudo de funcédo luteal e uterina, através de cultivo, microdidlises ou perifusdo de
tecidos ou células (Jarry et al., 1990; Miyamoto et al., 1993; Castro e Paula, 2003).

Portanto, estudos com cultivos in vitro ou in vivo, ou perifusdo de corpo liteo ou
células luteais isoladas, assim como placenta ou endométrio, como realizado neste
estudo para mensuracao de PGF2a, poderiam esclarecer os mecanismos envolvidos na
regulacao luteal de cadelas.

O suplemento dos meios de cultivo com substancias como corticéides, prolactina
ou inibidores de prolactina, estradiol ou substancias anti-estrogénicas, P4 ou anti-

progestagenos, assim como ocitocina ou seus antagonistas, poderia ser realizado
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para se estudar a funcéo luteal em cadelas, com estimulo ou inibicdo da sintese de P4
e estradiol.

Da mesma forma, experimentos in vivo poderiam esclarecer tais duvidas. A
colheita de plasma ou soro para dosagem hormonal em cadelas tratadas com
substancias que podem inibir ou estimular a sintese de P4 ou estradiol podem

esclarecer quais as substancias e os mecanismos envolvidos na regulagéo luteal.
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ESTUDO 3

CARACTERIZACAO MORFOLOGICA E ATIVIDADE DE CASPASE-3 NA LUTEOLISE

DE CADELAS GESTANTES E EM DIESTRO

6.1 MATERIAL E METODOS

6.1.1 Animais

Foram utilizadas 17 cadelas adultas, sem-raga-definida (SRD), clinicamente
saudaveis, com peso entre 5 e 40 Kg. Os animais foram mantidos em canis individuais,
com alimentacdo comercial e agua ad libitum. Uma cadela que apresentou padrédo

diferente das demais foi designada de animal “P”.

6.1.2 Grupos Experimentais

As cadelas foram divididas em dois grupos experimentais:

Grupo 1 (Cadelas gestantes, n=8);

Grupo 2 (Cadelas em diestro, n=9)
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Para colheita dos corpos lateos, as cadelas do Grupo 1 foram submetidas a OSH
por técnica convencional (Fossum, 2001) aos 63 dias de gestacdo (G63, n=2), 64 dias
de gestacdo (G64, n=3), e imediatamente apos o parto (parto, n=3). As cadelas do
Grupo 2 foram submetidas a OSH aos 65 dias (D65, n=3), 75 dias (D75, n=3) e 85 dias
(D85, n=3) do diestro. Os ovérios foram transportados ao laboratério dentro de isopor

contendo gelo reciclavel, em um periodo maximo de 15 minutos.

6.1.3 Processamento dos Ovarios

Em capela de fluxo laminar, os ovérios foram dissecados e foi realizada a
remocdo mecanica dos corpos lateos. Os corpos Iuteos destinados a analise
morfoldgica citoquimica nuclear foram seccionados em fragmentos inferiores a 0,5 cm e
fixados em solucdo de formalina. Os fragmentos dos corpos lateos destinados a
mensuracdo da atividade de caspase-3 foram imediatamente congelados em

microtubos a -20°C.

6.1.4 Analise Morfoldgica por Concentracdo Minima de Eletrélitos (CEC)

As analises morfologicas foram realizadas no Departamento de Morfologia do
Instituto de Biociéncias (IB) da UNESP, Campus de Botucatu. Os fragmentos de corpo
luteo foram submetidos a analise de citoquimica nuclear, pela técnica de CEC -

concentracdo minima de eletrélitos (Taboga e Mello, 1996; Vidal et al., 1996). Os corpos

luteos, apds fixacdo em formalina, foram processados histologicamente para inclusao
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em paraplasto e, a seguir, foram realizados cortes histolégicos de 5 um. Os cortes
histologicos foram hidratados em solu¢des decrescentes de alcool (100%, 95%, 70% e
50%) e corados com Azul de Toluidina (diluido em Tampéo Mc llvaine), pH 4,0, por 15
minutos. ApoOs a coloracdo, sem lavar, foram imediatamente colocados em Cloreto de
Magnésio 0,5 M, por 7 minutos sendo em seguida, lavados em agua destilada e
secados durante a noite. O material foi clarificado em xilol e montado em Entellan.

A andlise histolégica foi realizada sob microscopia fotonica, onde se buscou
avaliar a morfologia das células luteais, presenca de ceélulas apoptéticas (corpos
apoptoticos), e a reorganizacdo do corpo luteo em processo de lutedlise. Um corpo
liteo de um animal extra foi utilizado para a padronizagdo dos tempos de permanéncia

dos cortes histolégicos no Cloreto de Magnésio apds a coloragdo com Azul de Toluidina.

6.1.5 Anédlise Morfologica por Hematoxilina e Eosina (HE)

Cortes histoldgicos dos corpos lateos apés hidratacdo em solugdes decrescentes
de alcool (100%, 95%, 70% e 50%) foram corados com solu¢do de Hematoxilina por 10
minutos e contracorados com solucéo de Eosina por 3 minutos (HE). Em seguida, as
laminas contendo os cortes histologicos foram desidratadas em &lcool, em
concentracdes crescentes, diafanizadas em xilol e montadas em Entellan.

A andlise histoldgica foi realizada sob microscopia fotonica, para avaliacdo das

mesmas caracteristicas morfolégicas buscadas com o método descrito anteriormente.
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6.1.6 Mensuracéo de Atividade de Caspase-3

As analises de mensuracdo de atividade de Caspase-3 foram realizadas no
Laboratério de Bioquimica do Departamento de Ciéncias Basicas da Faculdade de
Zootecnia e Engenharia de Alimentos — FZEA — USP - Campus de Pirassununga.
Realizou-se a quantificacdo de proteinas das amostras pelo Método de Bradford
(Bradford, 1976) e, em seguida, a mensuracdo de atividade de caspase-3. Foram
realizados testes preliminares para determinacdo da diluicdo ideal das amostras (1X a
100X), e a diluicdo escolhida como padréo, pela coloragdo da solu¢cdo demonstrando a

presenca de proteinas, foi 2X.

o Quantificacdo de proteinas (Bradford, 1976): as amostras de corpo luteo foram
descongeladas a temperatura ambiente, foram adicionados 400 pL de tampdao de lise e
realizada dissociacdo do tecido com tesoura cirdrgica. Procedeu-se centrifugacéo
(centrifuga modelo Eppendorf) a 200G por 10 minutos a 4°C. O sobrenadante foi
transferido imediatamente a outro microtubo. Efetuou-se diluicdo de 5 pL de amostra em
15 uL de agua destilada e 1000 pL de Reagente de Bradford (Bio-Rad Protein Assay —
Dye Reagent Concentrate — Bio Rad Laboratories) diluido (Reagente de Bradford 1:5
agua destilada). Procedeu-se homogeneizacédo, e apés 5 minutos foi realizada a leitura
em espectrofotbmetro, em absorbancia de 595 nm. Todas as amostras foram
analisadas em duplicata. Para efeito de mensuracdo de atividade de caspase-3, foram

obtidas médias das leituras.
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. Mensuracdo da Atividade de Caspase-3 (Vanags et al., 1996): realizou-se
diluicdo de 50 pyL de amostra lisada em Tampao de Reacédo para Caspase 1:1, em
duplicata. Realizou-se homogeneizacao, pré-incubacdo a 37°C por 15 minutos em
estufa, para ativacao das caspases. Ato continuo, adicionou-se 10 pL de substrato para
Caspase ‘Abz-DEVDGVQ-EDD np’ (Abz = &acido aminobenzodico; EDDnp=N,2-4-
dinitrophenylethylenediaminea), a 110 uM. O material foi coberto com papel aluminio,
homogeneizado e incubado a 37°C por duas horas. Apos a incubacdo, procedeu-se a
leitura em fluorimetro (TD-700, Turner Designs Instrument, Sunnyvalle, CA, USA) e a
atividade de Caspase-3 foi expressa em UAF/ug/Ptn (unidades arbitrarias de

fluorescéncia/pg/Ptn).

6.1.7 Analise Estatistica

Foi utilizado o Teste de Tukey para andlise das concentracbes de Caspase-3
entre os grupos de cadelas gestantes e em diestro. O nivel de significdncia minimo

considerado foi de 5% (P< 0,05).
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6.2 RESULTADOS E DISCUSSAO

6.2.1 Analise Morfolégica

Nos cortes histolégicos de corpos lateos dos grupos estudados submetidos a
técnica de CEC, as células apoptoticas foram evidenciadas raramente, o que nao
aconteceu com os cortes histolégicos submetidos a técnica de HE. Na amostra de corpo
luteo utilizada para padronizag&o da técnica de CEC, a marcagao que ocorre em celulas
apoptoticas através desta técnica foi intensa, como pode ser visualizado na Figura 14.

Para efeito de comparacgéo e descricdo morfoldgica, as cadelas foram estudadas

em grupos.

e Grupos: G63, G64 e Parto

Os corpos luteos dos animais destes trés grupos apresentaram padrao
morfolégico semelhante.

A andlise histologica por CEC e HE evidenciou que o0s corpos luteos
apresentavam células luteais grandes granulosas com citoplasma vesicular,
representando espacos ocupados por lipidios no tecido vivo e nucleos esféricos e
centrais com nucléolos evidentes. As células luteais tecais eram bem menores e

coradas com HE apresentaram-se mais escuras. Observou-se ainda presenca de
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células do tecido conjuntivo. O tecido analisado apresentou-se integro. Raras células
luteais apoptéticas foram visualizadas, e mais facilmente na coloracdo de HE que no

CEC. Foram observados ainda, raros melanomacroéfagos (Figura 15).

e Grupo D65

A andlise histolégica dos corpos luteos dos animais deste grupo foi semelhante a
do grupo anterior (cadelas gestantes; G63, G64 e parto). As células luteais deste grupo
de animais apresentaram-se diminuidas de tamanho, mas comparativamente ao grupo
anterior, encontravam-se integras.

Foram encontrados alguns vasos sanguineos no tecido luteal, assim como a
presenca de fibroblastos. As células luteais apresentavam citoplasma vesicular,
representando espacos ocupados por lipidios no tecido vivo. Nucléolos evidentes foram

verificados e raras células apoptaticas visualizadas (Figura 16).
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e Grupos: D75 e D85

A analise histolégica por CEC e HE do tecido ovariano colhido como corpo luteo
dos animais destes grupos revelou que as células luteais ndo estavam mais presentes e
o material apresentou-se totalmente preenchido com adipécitos, muitos vasos
sanguineos e células de tecido conjuntivo, tais como fibroblastos.

Os adipécitos pareciam vazios devido ao processamento realizado no tecido, o
qual dissolveu o material lipidico. O citoplasma destas células apareceu como uma
borda esférica e o nucleo posicionado perifericamente (Figura 17). O material analisado,
neste grupo de animais em diestro, pareceu estar relacionado a corpus albicans, e n&do
a corpos lateos.

Uma excecao aconteceu com o animal ‘P’, do grupo D85, cujo tecido evidenciou
padrdo de células luteais intactas, semelhante as cadelas gestantes ou no dia 65 do

diestro (Figura 18).
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Poucos trabalhos foram realizados para o estudo morfolégico do processo de
regressao luteal em cadelas, bem como com a correlacdo dos aspectos morfolégicos
aos funcionais, mas alguns trabalhos classicos foram conduzidos.

Andersen e Simpson (1973) realizaram descricdo microscépica (microscopia
Optica) dos eventos que ocorrem no ovario da cadela ao longo da gestagdo, como
desenvolvimento folicular e luteal. Abel et al. (1975) realizaram uma andlise por
microscopia oOptica da compartimentalizacdo da célula luteal, enfocando as organelas
intra-celulares.

Ja Dore (1989) estudou aspectos morfolégicos e histoquimicos da regresséo
luteal em cadelas, nos dias 30, 60, 120, 180 e 240 dias ap0s a ovulagéo.

No entanto, varios trabalhos tém demonstrado que préximo ao término da
gestacdo, as concentracdes plasmaticas de P4 ja estdo préximas a valores basais e,
para o desencadeamento do parto, as concentracdes chegam a valores inferiores a 1-2
ng/mL (Concannon et al., 1975; Onclin e Verstegen, 1997b). Ou seja, € necessario que
a célula luteal cesse a producdo ou produza P4 em baixas concentracdes para que o
parto ocorra.

Entretanto, neste estudo morfolégico, ficou evidenciado que na analise dos
corpos luteos das cadelas gestantes (G63, G64 e parto) por HE e CEC, as células
luteais apresentavam-se integras e com nucléolos evidentes, também evidenciado por
Dore (1989) em CLs no diestro.

A presenca de nucléolos evidentes demonstra a capacidade secretora da célula,
embora as concentracdes de P4, neste periodo, j4 estivessem basais (Estudo 1). Tal

fato demonstrou haver necessidade de preservacdo da célula luteal pelo menos até
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este momento, para que a mesma continue a secretar P4, mesmo que em baixas
concentragoes.

Verstegen et al. (1996) demonstraram ser o corpo luteo capaz de produzir uma
concentracdo residual de P4 mesmo ap6s o término do diestro e inicio do anestro.
Haveria um tecido luteal residual e ativo, cuja produgéo de P4 pode ser mensurada em
pg/mL, e a mesma possuiria acao local sobre o ovario.

Desta forma, é possivel levantar a hipotese de que na cadela, pelo menos uma
porcdo do tecido luteal se manteria integra, responséavel por esta producao residual de
P4 durante o anestro. Tal fato ndo foi evidenciado nas células luteais deste estudo, que
apoés o dia 75 do diestro ndo mais apresentavam-se integras. Sabendo-se que a porcao
reticular da glandula adrenal possui capacidade esteroidogénica (Hsu e Crump, 1989),
talvez este tecido produza as baixas concentracdes de P4 encontradas por Verstegen et
al. (1996), e ndo o corpo luteo.

Todavia, a manutencdo da capacidade secretora destas células esta de acordo
com o fato evidenciado por Chakraborty (1987), que encontrou concentracdes entre 1,5-
2,5 ng/mL de P4 no pés-parto de cadelas.

E possivel que pelo fato da lutedlise funcional ser um processo gradativo e lento
na cadela, em ambos os estados reprodutivos, ocorrendo a partir do dia 10-30 da
gestacdo ou do diestro, até o dia 65 ou eventualmente mais tarde, no diestro
(Concannon et al.,, 1975; Onclin e Verstegen, 1997b; Estudo 1 deste trabalho) a
estrutura morfolégica do CL se mantenha integra até o parto. Talvez ainda por nao ter
decorrido tempo suficiente para a reorganizacao do tecido, transformando-se em corpus
albicans. No presente estudo, corpus albicans foram evidentes a partir do dia 75 do

diestro.
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Nos corpos luteos deste grupo de cadelas (G63, G64 e parto), foram detectadas
células luteais com acumulo de lipidios, fato semelhante ao descrito por Dore (1989),
em cadelas no diestro, e por Guraya (1969), além de outras espécies, como bovinos e
ovinos (Priedkalns e Weber, 1968; Gemmell et al., 1976). De acordo com Dore (1989),
este acumulo de lipidios ocorre pelo recrutamento de precursores de esterbides ao
interior da célula, mesmo apods ter cessado a esteroidogénese, embora seja um sinal da
reduzida capacidade de conversédo do colesterol em esteréides (Gemmell et al., 1976).

Raros melanomacrofagos foram evidenciados no tecido luteal ao final da
gestacdo e imediatamente apdés o parto, e esta presenca demonstra inicio de
reorganizacao tecidual, uma vez que 0s mesmos sao responsaveis pela fagocitose das
células apoptéticas.

Nao apenas mudancas estruturais sdo observadas na regressao luteal, mas
ocorre dramatico aumento da secrecdo de proteinas luteais, como as metaloproteinases
1 e 2 — colagenase, gelatinase e estromelisina (TIMP). Estas, sdo enzimas que
degradam componentes proteindceos da matriz extra-celular, e estdo envolvidas na
remodelacao do tecido luteal (Juengel et al., 1993; 1994).

Embora na técnica da CEC raras células apoptéticas tenham sido evidenciadas,
na coloracdo de HE elas foram perceptiveis. Nao foi possivel determinar a raz&o pela
qual tal fato ocorreu, ja que a técnica da CEC foi padronizada em tecido luteal canino
(Figura 13). Entretanto, mesmo na coloracdo de HE, a presenca de células apoptoticas
ao final da gestacgéao foi escassa.

O padrao morfolégico dos corpos luteos das cadelas do grupo D65 foi similar ao
das cadelas no final da gestagéo, ou imediatamente apds o parto. Desta forma, ndo

houve diferenca quanto aos mecanismos envolvidos na regressao estrutural do corpo



Estudo 3 — Resultados e Discussao]]11

luteo das cadelas em ambos os estados reprodutivos, ou se houve, esta ndo foi
evidenciada sob o ponto de vista morfoldgico.

Embora ocorra aumento da secrecdo de proteinas luteais durante a lutedlise e
mesmo 48 horas apés a P4 ter atingido concentracdes basais em bovinos (Juengel et
al., 1994), algumas destas proteinas luteais envolvidas na remodela¢gdo do CL ndo sao
evidenciadas ao final da gestacdo, e apenas no corpo luteo ciclico (Ndikun-Moffor et al.,
1995). Estas proteinas estdo envolvidas no processo de regressao luteal, através de
mecanismos endocrinos, paracrinos ou autdcrinos (Juengel et al., 1994). E possivel
que, em cadelas, a PGF2a ou mesmo outras substancias mediem a expressao destas
proteinas, levando a lenta e gradativa lutedlise funcional e estrutural observada.

No material colhido das cadelas dos grupos D75 e D85, ndo foram mais
evidenciadas células luteais integras, e sim material sugestivo de corpus albicans. A
presenca de grande quantidade de adipdcitos, como discutido anteriormente, indicou a
baixa ou ausente capacidade esteroidogénica destas células (Gemmell et al., 1976).
Muitos vasos sanguineos, assim como fibroblastos, foram visualizados, como
semelhante ao descrito por Fraser et al. (1999) em primatas, o que demonstrou que 0
tecido j4 encontrava-se em processo de reorganizacdo e remodelacdo. Este fato €
evidenciado apos a lutedlise espontanea ou induzida por PGF2a em outras espécies
(Juengel et al., 1993;1994).

Apés o corpo luteo ter se tornado afuncional, é necessario que ocorra esta
remodelacao tecidual. As alteragfes regressivas caracterizam-se por espessamento das
paredes arteriais do corpo liteo, diminuicdo da granulacdo citoplasmatica,

arredondamento dos contornos celulares e vacuolizacdo periférica das grandes células
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luteais e, ao longo da regressao, vai-se formando uma estrutura fibrosa, denominada
corpus albicans (Hafez, 1995).

O fato das células luteais das cadelas aos 65 dias do diestro apresentarem-se
integras, e aos 75 dias ja apresentarem-se ausentes, indicou um rapido processo de
degeneracao luteal, que ocorreu apds cessar a producao de P4, entre os dias 65 e 75
apos o pico estimado de LH (Estudo 1).

J& o animal “P” foi uma excecao neste grupo. A analise morfolégica evidenciou a
presenca de células luteais integras, a despeito deste animal ja estar no dia 85 pés-pico
de LH (D85). Embora tenha sido evidenciada uma queda na producdo de P4 a
concentracdes basais neste animal por volta do dia 55, houve retomada da produgéo 20
dias apés (Estudo 1). Interessantemente, ndo ocorreu regressao prematura do corpo
liteo com formacdo de corpus albicans, mas sim manutencdo da atividade
esteroidogénica.

Fato semelhante ocorreu com animais do experimento de Hori et al. (2002), mas
com lutedlise experimental. Na concentragdo de 5 pug/Kg de fenprostalene, os autores
observaram retomada da producdo de P4 quatro dias apos a diminuigdo inicial, com
decréscimo posterior semelhante aos animais controle.

E possivel que, embora ainda n&o totalmente conhecida, a interacdo entre
fatores luteotroficos e luteoliticos ndo tenha sido capaz de causar a total regressao
luteal na cadela em questdo. A integridade celular demonstrou a capacidade
esteroidogénica mantida. A diminuicdo da producédo de P4, mas com manutencao da
integridade morfolégica, indicou que alguma alteracdo especifica na esteroidogénese

ocorreu, mas sem desencadear a regressao estrutural do CL.
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E possivel que substancias precurssoras da P4, como o colesterol, ou ainda uma
deficiéncia no transporte do colesterol, tenha ocorrido, embora as células luteais sejam
capazes de sintetizar colesterol a partir de acetato (Niswender et al., 2000).
Diferentemente, uma privacdo de enzimas esteroidogénicas, da capacidade funcional
destas enzimas, ou de fatores autdcrinos/paracrinos ligados a sintese de P4 podem ter
sido o problema.

O procedimento da Concentracdo Minima de Eletrolitos (CEC), ao evidenciar
células apoptoticas, facilita a simples deteccdo da frequéncia de apoptose e a
distribuicdo espacial desse processo em um tecido organico. As células coradas com
Solucdo de Azul de Toluidina em pH 4,0, na presenca de fons Mg®, por 7 minutos,
mostraram abolicdo da metacromasia do DNA.

Entretanto, os corpos luteos, quando submetidos ao método da CEC, coraram-se
em verde, mas as células apoptéticas ou corpos apoptoticos ndo foram evidenciados.

Provavelmente a lutedlise estrutural ja havia acontecido nas cadelas dos grupos
D75/D85, e entdo os corpos apoptoéticos ja haviam sido fagocitados pelos macréfagos, o
que explicaria também a auséncia deste tipo celular no material analisado, e ainda nao
havia ocorrido nas cadelas gestantes e em D65. Ou, ainda, o fenbmeno de apoptose
pode nao ser importante forma de morte celular na regressdo luteal em cadelas,

semelhante ao descrito para saguis (Fraser et al., 1999).
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6.2.2 Mensuracéao da Atividade de Caspase-3

As concentracfes meédias de atividade de caspase-3 em UAF/ug/ptn (unidades
arbitrarias de fluorescéncia/ug/ptn) estao representadas na Tabela 10. Foi evidenciada
grande variagdo individual entre cadelas. N&o foi observado efeito de estados
reprodutivos (P> 0,1) para a atividade de caspase-3. Entretanto, o nimero de amostras
do grupo de cadelas em diestro foi pequeno.

As concentracfes de atividade de caspase-3 (UAF/ug/ptn) (Tabela 10) dos
animais dos grupos diestro 75 e 85 (exceto a fémea que apresentou o fendmeno de
“lutedlise parcial”), foram excluidos da andlise estatistica, ja que a andlise morfologica
destes grupos demonstrou a presenca de material sugestivo de corpus albicans, e ndo
corpos luteos. Os resultados da atividade de caspase-3 no material sugestivo de corpus

albicans estao apresentados na Tabela 11.

Tabela 10 — Média das concentracdes de UAF/ug/ptn de Caspase-3 em cadelas
gestantes e em diestro.

Status UAF/ug/ptn Caspase-3
Diestro 60,332
Gestacéo 81,13"

ab valores nao diferem estatisticamente quanto ao estado reprodutivo (P> 0,1).
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Tabela 11 — Concentracdes individuais de UAF/ug/ptn de Caspase-3 de tecido
ovariano de cadelas, sugestivo de corpus albicans.

Animal Status UAF/ug/ptn Caspase-3
1 Diestro 128,4
2 Diestro 61,13
6 Diestro 42,26
12 Diestro 129,00
13 Diestro 274,45

Vérios estudos tém demonstrado o fenbmeno de apoptose no processo de
lutedlise nas diversas espécies (Juengel et al., 1993; Shikone et al., 1996; Mccormack et
al., 1998; Rueda et al., 1999; 2000), sendo um processo que necessita da ativacdo de
expressao génica (Rahimi et al., 2001).

Entretanto, Fraser et al. (1999) demonstraram pela analise ultra-estrutural que no
corpo luteo de Callithrix jacchus (sagti), a grande maioria das células luteais nao regride
por apoptose. Na lutedlise espontanea, ocorre atrofia celular e fagocitose dos debris
citoplasmaéticos, e na lutedlise induzida (antagonista de GnRH ou prostaglandina), auto-
fagocitose e desintegracdo celular ndo-lisossomal. Nesta espécie, assim como na
cadela, parecem nao haver evidéncias do envolvimento de luteolisina enddgena, e se
h&, ndo parece agir rapidamente.

A caspase-3 € uma das enzimas responsaveis pela apoptose, sendo por alguns
autores denominada de executora primaria da apoptose (Carambula et al., 2002). Mas o
papel da caspase na regressao luteal ainda foi pouco explorado (Johnson e Bridgham,

2002).
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Neste estudo, as concentracdes médias de atividade de Caspase-3 (UAF/ug/ptn)
nas cadelas gestantes e em diestro ndo diferiram (efeito de estado reprodutivo, P> 0,1).
Entretanto, foi verificada variacdo individual entre animais. Desta forma, esta variacédo
individual, assim como a pequena amostragem de cadelas em diestro, pode ter
contribuido para a ndo diferencga entre estado reprodutivo.

Trabalho de Takiguchi et al. (2003) demonstrou que parece existir, em ratas, um
mecanismo independente de caspase-3 para a apoptose na regressao luteal no pos-
parto. Os autores ndo observaram mudancas na atividade de caspase-3 consistentes
com o numero de células apoptoéticas detectadas.

Resultados conflitantes existem na literatura acerca da correlagéo entre atividade
de caspase-3 no ovario e presenca de células apoptoticas. Carambula et al. (2002)
sugeriram que a caspase-3 participa da apoptose na lutedlise, mas ndao é um mediador
direto da diminuicdo da esteroidogénese associada a lutedlise em camundongas.

Da mesma forma, Rueda et al. (1999) afirmaram que na auséncia de caspase-3
em animais “Knocked-out”, outras enzimas assumem o papel da apoptose.

Sabe-se que na regressao luteal das diversas espécies, espontanea ou induzida
por PGF2a, ocorre a participagdo das caspases, embora outros mecanismos de morte
celular também tenham sido evidenciados (Fraser et al., 1999).

Em cadelas, no diestro, ndo ha envolvimento direto da PGF2a, ou existe uma
concentracdo minima de PGF2a responséavel por desencadear o inicio da lutedlise.
Entretanto, no periodo pré-parto ocorre uma maior liberacdo de PGF2a. Desta forma, a
caspase-3 pode estar envolvida em ambos 0s mecanismos de regressao luteal de
cadelas, como demonstrado pela atividade de caspase mensurada nos corpos luteos

deste estudo.
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Embora alta atividade de caspase-3 tenha sido evidenciada, ndo houve
correlagdo com a porcentagem de células luteais apoptéticas. E possivel que a
atividade de caspase-3 evidenciada se deva a um processo inicial de morte celular, e as
alteracdes morfolégicas ainda ndo haviam sido evidenciadas. Entretanto, nas cadelas
dos gupos D75 e D85, a atividade de caspase-3 também foi detectada, e as células
luteais ja ndo estavam mais presentes.

Assim, € possivel que a caspase-3 também participe do processo de
remodelacdo do CL tranformando-o em corpus albicans.

De acordo com Johnson e Bridgham (2002), o progresso no estudo da
participacdo das caspases no fendmeno da apoptose sera complicado em funcdo da
presenca de multiplas e potencialmente redundantes cascatas de caspases que
mediam a apoptose, e 0s varios mecanismos e expressao de proteinas regulatorias de
fatores pro e anti-apoptoticos no ovario.

Assim, mais estudos poderdo elucidar a real importancia da apoptose na lutedlise

em cadelas, bem como a participacdo das caspases neste evento.
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7 DISCUSSAO GERAL

Conforme abordado na reviséo de literatura, muitos estudos tém sido realizados
com vistas a compreender os mecanismos luteotréficos e luteoliticos que regulam a
funcéo luteal em cadelas, tanto no diestro, como na gestacao.

Trabalhos recentes tém demonstrado que interagcdes complexas ocorrem no
desencadeamento da lutedlise estrutural e funcional em outras espécies, com
interacbes hormonais, celulares, e a participagdo de citocinas, mediadores de
inflamacdao, fatores de crescimento semelhantes a fibroblastos (Neuvians et al., 2003),
além do 6xido nitrico (Jaroszewski et al., 2003).

Em cadelas, diferentes mecanismos parecem controlar o corpo lateo gestacional
ou ciclico (Hoffmann et al, 1996; Onclin et al., 2002). Alguns pesquisadores
evidenciaram que a funcdo luteal em cadelas parece ndo ser controlada pela fungéo
uterina (Olson et al., 1994a; Hoffmann et al., 1996), como nas outras espécies
domésticas.

Os resultados do presente estudo evidenciaram na gestagcdo um pico de PGFM
no periodo imediatamente anterior ao parto, assim como outros autores (Concannon et
al., 1989; Nohr et al., 1993; Fieni et al., 2001a;b).

De acordo com Concannon et al. (1988), nas cadelas, ocorre um declinio abrupto
nas concentracfes plasmaticas de progesterona 24 horas antes do parto, e esta

lutedlise pré-parto decorre de um aumento de PGF2a. Da mesma forma, naquela
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pesquisa, verificou-se a ocorréncia de um progressivo aumento das concentracdes
plasméticas de PGFM no pré-parto, que atingiu valor maximo de 4109,11+ 364,39
pg/mL, no dia 63 da gestacdo. ApO0s o parto, foi observada uma queda das
concentracdes para 1399,79 + 458,24 pg/mL no dia 65 e para 192,56 + 720,18 pg/mL
no dia 66.

E possivel que o aumento pré-parto de PGFM nas cadelas gestantes seja
responsavel pelo declinio final das concentracdes de P4 a valores inferiores a 1,0
ng/mL, ou possa apenas ser responsavel pelas contracbes miometriais para a expulsédo
fetal, ja que nas cadelas em diestro, o declinio das concentracbes de P4 ocorre da
mesma forma, mas sem a ocorréncia do pico de PGFM.

No presente estudo, demonstrou-se que, em fémeas gestantes, a queda das
concentracdes de P4 se inicia antes mesmo da ocorréncia do aumento de PGFM pré-
parto, como também evidenciado por Concannon et al. (1989) e Nohr et al. (1993).

Fieni et al. (2001a) detectaram um aumento das concentracdes plasmaticas de
PGFM apos o tratamento de cadelas com aglepristone (antagonista da progesterona)
ou ocitocina para inducdo do parto no dia 58 da gestacdo. A ocitocina isoladamente foi
capaz de promover a sintese de prostaglandina. Como o aglepristone parece nao
interagir com a sintese de corticdides, a possibilidade de acdo do cortisol na sintese
direta de prostaglandina néo foi hipotetizada. Embora no momento da expulséo fetal, as
concentracdes plasméticas de PGFM ja estejam elevadas, é possivel que a ocitocina
liberada durante o reflexo de Ferguson possa contribuir para a manutencéo da elevada

producéo de prostaglandina F2a no momento do parto.
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O mecanismo de acdo da ocitocina na lutedlise foi hipotetizado por McCraken et
al. (1984; 1991). A ocitocina foi considerada como sendo o gerador central de pulsos
(“Central Pulse Generator”), ou seja, um pulso de ocitocina liberado pela hipoéfise no
final da fase luteal de bovinos geraria um estimulo para a liberacdo de PGF2a pelo
endomeétrio, a qual agiria no corpo liteo liberando mais ocitocina, que novamente agiria
causando maior liberacdo de PGF2a, num mecanismo de “feedback” positivo entre
ocitocina e PGF2a. J4 o estradiol seria responsavel em causar um aumento das
concentracdes de receptores de ocitocina, permitindo que a ocitocina desencadeie a
producédo de PGF2a pelo endométrio (Castro e Paula, 2003).

Os resultados das pesquisas tentando elucidar o papel da ocitocina na lutedlise
de ovinos e bovinos tém sido contraditérios, e parece que a agdo da ocitocina esta
relacionada a fase do ciclo estral, assim como a relativas concentracdes de estradiol e
P4 (estradiol/P4) (Castro e Paula, 2003).

E possivel que, em cadelas, a ocitocina também tenha um papel importante no
papel da lutedlise pré-parto. Estudos envolvendo a presenca de receptores para
ocitocina no corpo luteo e endométrio de cadelas poderéo facilitar a compreenséo deste
fenbmenao.

O uso de aglepristone no dia 12,8 + 3,8 pds-cobertura (Fieni et al., 2001b) n&o foi
capaz de alterar a producdo de P4, bem como ndo modificou as concentragdes
plasméticas de PGFM. Estes resultados indicam a necessidade de uma sensibilidade
hipotalamica ou uterina a producédo de prostaglandina, que parece sé ocorrer no final da
gestacao, o que favoreceria o pico pré-parto de PGFM, como foi observado nas cadelas

gestantes do presente estudo.
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Hoffmann et al. (1996) utilizaram vérias concentracdes de indometacina em
cadelas gestantes, com o intuito de bloquear a prostaglandina sintetase, e
consequentemente, impedir a producédo de PGF2a. Nos dois animais que receberam as
concentracdes mais elevadas, foi observada a manutencdo das altas concentragbes de
P4, e concentragéo basal de PGFM por 2-3 dias a mais que nas cadelas controle.

Ja Williams et al. (1999) e Luz et al. (2002) ndo conseguiram inibir o parto de
cadelas com o bloqueio da ciclo-oxigenase através do uso de flunixin meglumine no
pré-parto. Estes trés trabalhos indicaram a necessidade da ocorréncia do aumento de
PGF2a para o desencadeamento do parto, fato também observado neste estudo, com o
aumento de PGFM.

De acordo com Concannon et al. (2001), ndo se sabe se o0s corticoides poderiam
aumentar a secrecdo de PGF2a na placenta ou utero de cadelas, assim como ocorre
nos primatas. Desta forma, o aumento da produgdo de PGF2a no pré-parto de cadelas
ndo poderia ser explicado por mecanismos semelhantes aos ocorridos em bovinos e
ovinos. Nestas espécies, pela acdo do cortisol na placenta, ocorre aumento da
producdo de estrogenos e diminuicdo da P4 e secrecdo de PGF2a, contracéo
miometrial e parto.

Foi evidenciado neste estudo um padrdo semelhante de producdo de P4 nas
cadelas de ambos os estados reprodutivos, havendo um pico maximo no terco inicial da
fase luteal, com posterior e gradativo declinio.

Onclin e Verstegen (1997b) observaram resultados semelhantes, mas com
declinio plasmatico da P4 apenas apos o dia 30, e com a duracdo do diestro em média

2-3 dias superior a da gestacdo. Semelhantemente, nesse estudo, o dia médio em que
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a concentracdo de P4 atingiu valores basais no diestro (D66) ocorreu proximo ao dia em
que a concentracdo da P4 atingiu valores basais na gestacéo (D64), e apos o dia 20 ja
foi observado declinio da P4 plasméatica. Foram observadas nesse trabalho variagfes
de 30 a 66 dias, em média, de duracao do diestro entre as cadelas.

A lutedlise nas cadelas € um fendbmeno gradativo e lento e isso pode ser devido a
uma perda progressiva da capacidade esteroidogénica das células luteais, ou a um
aumento da sensibilidade destas células a acdo da PGF2a ao longo da fase luteal. Foi
demonstrado por Nishiyama et al. (1999), que a presenca das enzimas esteroidogénicas
P450-SCC e 3B-HSD no corpo luteo diminui do dia 40 ao dia 60 da gestacao.

A cadela ‘P’ apresentou uma retomada das concentracdes de P4 apds o dia 76
do diestro. Neste animal, foi observado um aumento das concentragcées de PGFM, com
inicio no dia 20 do diestro, e atingiu valor maximo de 3524,65 pg/mL no dia 25
momento em que as concentracdes de P4 comecaram a declinar. Este pico abrupto de
PGFM, pode ter sido responsavel pelo declinio precoce das concentracbes de P4 a
valores basais, neste animal.

Vérios estudos tém evidenciado que um suporte hipofisario é necessario para a
manutencdo da producdo de P4 pelo corpo luteo. Esse suporte € mais importante na
segunda metade da gestacdo ou diestro, do que no inicio (Concannon et al., 1987,
Okkens et al., 1990; Onclin e Verstegen, 1997a). Mas os resultados desse estudo,
assim como os de outros pesquisadores (Concannon et al., 1975; Onclin e Verstegen,
1997b), evidenciaram que na segunda metade da gestacdo ou do diestro, as
concentracdes plasmaticas de P4 declinam lentamente, até atingirem valores basais

inferiores a 1 ng/mL.
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Parece contraditorio pensar, mas a0 mesmo tempo em que as concentracdes de
P4 j4 estéo fisiologicamente declinando, o corpo Iiteo € majoritariamente dependente
de fatores luteotroficos. Desta forma, é possivel que estas substancias apenas impegcam
gue a queda da P4 ocorra mais rapidamente do que normalmente ocorre.

Todavia, no diestro, as concentragbes de prolactina sdo mais baixas que na
gestacao (Onclin e Verstegen, 1997b), mas o declinio da P4 ocorre de maneira similar.
E possivel que a prolactina e/ou a relaxina em cadelas gestantes tenha alguma ac&o
inibitoria para impedir ou retardar a producdo endometrial de prostaglandina, impedindo
a ocorréncia precoce do pico pré-parto de PGFM. Este efeito estaria baseado na acgéo
luteotréfica da prolactina (Okkens et al., 1990; Onclin et al.,, 1997a), associada a
capacidade da relaxina em estimular a prolactina, como observado em outras espécies,
como ratas (Sortino et al., 1989) e porcas (Li et al., 1993). Embora existam na literatura
varias trabalhos com uso de inibidores de prolactina em cadelas gestantes (Concannon
et al., 1987; Onclin e Verstegen, 1997a), ndo se sabe se ap0s a queda das
concentracdes de prolactina e P4 ocorre aumento das concentracdes de PGFM.

Os resultados desse estudo demonstraram altas concentragbes de estradiol,
entre 5,19 pg/mL e 83,01 pg/mL, ao longo da gestacao e do diestro, mas sem elevagao
no periodo pré-parto. Conforme revisado, o papel do estradiol tem sido evidenciado na
lutedlise em outras espécies domeésticas (Castro e Paula, 2003).

Steinetz et al. (1990) enfatizaram que a fonte do estradiol elevado em cadelas
pode ser o ovario ou corpo liteo, assim como nas coelhas e ratas. Esta hip6tese foi
reforcada por Nishiyama et al. (1999), que demonstraram a presenca de enzimas
esteroidogénicas no corpo luteo de cadelas, capazes de sintetizar estrégeno, e também

pelo trabalho de Papa (2001), que verificou a presenca de receptores para estradiol e
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P4 no ovario de cadelas. Desta forma, € possivel que o estradiol participe, de maneira
autocrina ou paracrina, na regulacdo luteal de cadelas, participando ou estimulando a
sintese de P4 luteal, ou interagindo para a sintese de PGF2a endometrial.

Em bovinos, estudos tém sido realizados com vistas a elucidar as funcdes do
estradiol na lutedlise (Castro e Paula, 2003). Ja em ratas, Gibori e Keyes (1978)
sugeriram que o estrogeno formado por aromatizagcdo no corpo luteo possui papel
importante na regulacdo luteal durante a gestacéo, e estudos em suinos demonstraram
que a adicdo de estradiol ao meio de perifusdo é capaz de estimular a liberacdo de P4
pelo corpo lGteo in vivo (Jarry et al., 1990). E possivel que tais eventos ocorram também
no corpo liteo canino, com o estradiol estimulando a secrecao de P4 luteal.

Os estudos com cultivos in vitro de explantes de tecidos demonstraram que o
endométrio possui grande capacidade de producdo de PGF2a, estimulado ou ndo por
PDBu. A producdo de PGF2a pelo corpo luteo e placenta foi bastante inferior ao
endométrio. Além disso, foi verificado que a capacidade produtora do endométrio da
cadela gestante foi superior & da cadela no diestro.

Estes resultados permitem inferir que, fisiologicamente, o endométrio de cadelas
produz mais prostaglandina F2a que os demais tecidos, e que também é capaz de
responder melhor aos estimulos por PDBu. Entretanto, a concentracdo final de
prostaglandina produzida depende da massa de tecido estimulada. Se além de maior
capacidade de producdo, o endométrio apresentar maior massa total quando
comparado ao corpo liteo ou a placenta, fica demonstrada a sua soberania na
producdo final de PGF2a entre os tecidos estudados.

Relacionando os resultados de producéo de PGF2a in vitro, com a secrecao de

PGFM in vivo, pbde-se observar que a producdo invivo de PGFM apresentou um
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aumento de aproximadamente 500%. Ja a producao in vitro de PGF2a apresentou um
aumento de 100-200%. Estes resultados refletem o potencial do endométrio em
produzir PGF2a no periodo pré-parto, quando sob estimulos adequados, tanto in vivo,
como in vitro. Desta forma, este modelo pode ser utilizado para pesquisas futuras sobre
a funcéo uterina em cadelas.

A regressdo estrutural observada no corpo liteo com posterior formag¢do do
corpus albicans, determinando o final do diestro, ocorreu sem a mediacdo da PGF2a,
pois ndo foi uma regressao abrupta, ou ainda, € possivel que uma concentracao critica
de PGF2a tenha sido responsavel pelo inicio da lutedlise funcional observada neste
estudo, com queda gradativa das concentragdes de P4.

Praticamente nao foram observadas células apoptoéticas nos corpos Iuteos das
cadelas em todos os grupos estudados, mas todas as cadelas apresentaram atividade
de caspase-3 durante o periodo estudado.

Embora a caspase-3 esteja envolvida com o fenbmeno de apoptose, ela parece
nao possuir relacdo direta com a diminuicdo da esteroidogénese (Carambula et al.,
2002). Isto confirma o que foi evidenciado neste estudo, ja que no momento em que as
cadelas apresentaram atividade de caspase-3, as concentracdes plasmaticas de P4 ja
estavam basais. Além disso, o tecido oriundo do ovério das cadelas aos 75 e 85 dias do
diestro, sugestivo de corpus albicans, também apresentou atividade (UAF/ug/ptn) de
caspase-3.

A andlise coletiva dos resultados do presente trabalho indicou que parecem
existir mecanismos diferentes que controlam a funcéo luteal e a lutedlise, entre cadelas
gestantes e em diestro. Diferentes fatores luteotréficos e luteoliticos interagem,

diferentemente, nos dois estados reprodutivos, permitindo a ciclicidade ovariana.
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Diferentemente de outras fémeas domésticas, em cadelas ndo ha um mecanismo de
reconhecimento materno da gestacdo. Embora diferentes fatores possam controlar a
funcéo luteal na gestacdo ou no diestro, mesmo na auséncia de gestacao, o corpo luteo
produz P4 e permanece ativo durante o diestro, que na cadela possui duracdo
semelhante a gestacao.

Experimentos in vivo ou in vitro, com cultivos ou perifusdo de tecidos do aparelho
genital, permitirdo maior compreensdo da regulacdo luteal em cadelas, através de

descobertas dos mecanismos celulares e moleculares que controlam esta funcéo.
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8 CONCLUSOES

Em vista dos resultados obtidos nesse trabalho, pode-se concluir que:

1. A validagédo da técnica de radioimunoensaio para PGFM mostrou-se eficaz
para cadelas;

2. A lutedlise € um fendbmeno gradativo em cadelas, e similar entre os estados
reprodutivos estudados (diestro e gestacao);

3. A duracgéo da gestacdo e do diestro, em dias, foi semelhante;

4. Secrecao de PGFM foi detectada durante toda a gestacdo e diestro com a
ocorréncia de um pico pré-parto;

5. Altas concentragfes de estradiol foram detectadas do dia 40 ao 65 da
gestacéo e do diestro;

6. A validacdo da técnica de radioimunoensaio para PGF2a mostrou-se eficaz
em explantes de endométrio, corpo lateo e placenta de cadelas;

7. Entre os tecidos estudados, o endométrio é a fonte de PGF2a em cadelas;

8. O fendmeno de apoptose néo foi detectado nos corpos luteos de cadelas pela
técnica de CEC, e raramente pela técnica de HE;

9. ldentificou-se atividade de caspase-3 tanto nos corpos liteos das cadelas
gestantes como em diestro e também no material sugestivo de corpus

albicans.
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10 ANEXOS

10.1 Protocolo para determinagédo por radioimunoensaio (RIE) da concentragcédo de
12,13 dihidro-15ceto-prostaglandina F2a (PGFM) em plasma canino (Meyer et al.,
1995)

Os ensaios de PGFM sé&o realizados em duas etapas. Na primeira etapa, €
realizado o preparo das solugbes da curva padrdo em concentracdes de 1,51; 3,12;
6,25; 12,5; 25,0; 50,0; 100,0; 200,0; 400,0 e 800,0 pg/mL. S&o adicionados aos tubos
do ensaio: solucdo da curva padrdo de 1,51 a 800,0 pg/mL; 300uL das referéncias de
100 pg/mL e 1000 pg/mL (controle — inicio e final do ensaio); 30uL de cada amostra; Os
tubos NSB (non-specific binding), TC (total count), BO (binding), referéncias e amostras
recebem Tris-HCI 0,05 M pH 7,4 nos volumes de 200 pL, 500 pL, 100 pL, 100 pL e 100
uL, respectivamente. Sao adicionados 300 pL de plasma canino livre de prostaglandinas
(PCLP) nos tubos NSB, BO e curva, e 270 pL nas amostras. Adiciona-se o anticorpo
anti-PGFM (100 pL) em concentracdo final 1:7000 (exceto tubos NSB e TC). Incubacgéo
a 30 minutos a temperatura ambiente e adicdo da solucdo de PGFM - *H (Amersham
Pharmacia - TRK 517), no volume de 100 pL/tubo. Incubacéo por 1 hora a temperatura
ambiente, e a 4°C, por 16-20 horas. Todas as amostras devem ser mensuradas em
duplicata. O volume total final de cada tubo é de 600 pL. Na segunda etapa, procede-se
a separacao do antigeno ligado do ndo-ligado aos anticorpos, através da adi¢cdo de 750
uL de solucédo de PEG 6000 a 40% (PEG Fischer Scientific), centrifugacdo a 3000G, por
30 minutos, a 4°C e ressuspensao em 750 pL de Tris-HCI 0,05 M pH 7,4. O contetudo
dos tubos de vidro é invertido em tubos de cintilacdo e realiza-se a adicdo de 4500 pL
de liquido de cintilacao (ScintiVerse Bio HP; Wallac). As contagens sao realizadas em

contador de particulas Beta.
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10.2 Volumes (solucédo-padrdo, amostras, referéncias, Tris-HCI®, plasma livre de
prostaglandina, anticorpo, PGFM radioativa, PEG e liquido de cintilacdo) adicionados aos tubos
NSBP, TC®, B0Y, curva padrao, referéncias e amostras, nos radioimunoensaios de PGFM.

12 Etapa NSB TC BO Curva Referéncias ~ Amostras
padrao
Curva padréo - - - 100puL - -
Amostras - - - - - 30pL
Referéncias - - - - - 300pL
Tris-HCI 200pL 500pL 100pL - 100pL 100pL
Plasma livre de 300pL - 300pL 300pL - 270uL
prostaglandina
(PCLP)
Anticorpo - - 100pL 100pL 100pL 100pL
PGFM radioativa 100pL 100pL 100pL 100pL 100pL 100pL
22 Etapa NSB TC BO Curva Referéncias Amostras
padréo
PEG 750pL - 750pL 750pL 750pL 750pL
Tris-HCI 750uL 750uL 750uL 750uL 750uL 750uL
PEG 750uL 750pL 750uL 750uL 750uL 750pL
Tris-HCI 750uL 750uL 750uL 750uL 750uL 750uL
Liguido de 4,5 mL 4,5 mL 4,5 mL 4,5 mL 4,5 mL 4,5 mL
Cintilacdo

@ Solucéo tamp&do 0,05 M pH 7,4

® Non-specific binding (Ligacdes nao-especificas)
Total Count (LigagGes totais)

4B zero
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10.3 Protocolo para determinacéo por radioimunoensaio (RIE) da concentracao
de PGF2a em cultivos de explantes de tecidos caninos (Danet-Desnoyers et al.,
1994)

O ensaio de PGF2a é realizado em duas etapas. Na primeira etapa, realiza-se o
preparo das solucdes da curva padrao em concentracdes de 1,512; 3,125; 6,250; 12,50;
25,0; 50,0; 100,0; 200,0; 400,0 e 800 pg/mL; adicdo das solucdes da curva padrao (100
ML), nas concentracdes citadas; referéncias de 125 pg/mL e 1000 pg/mL (tubos controle
— inicio e fim do ensaio); 100uL de cada amostra; solucdo tampéo Tris-HCI 0,05 M com
pH 7,5 (200 puL — exceto tubos da curva e referéncias); os tubos BO (‘binding’) recebem
100 pL de Tris-HCI 0,05M pH 7,4; meio de cultivo Ham-F10 (100 uL) em todos os tubos
(exceto amostras); adicdo de anticorpo anti-PGF2a em concentracao final 1:4000 (100
pL - exceto tubos NSB ‘non-specific binding’ e TC ‘total count’); solugdo de PGF2a
radioativa - *H (100 pL) (Amersham Pharmacia Biotech TRK 464) a todos os tubos e
incubacao de 30 minutos a temperatura ambiente e a 4°C por 16-20 horas. O volume
total final de cada tubo é de 400 pyL. Todas as amostras devem ser mensuradas em
duplicata. Na segunda etapa, adiciona-se 500 pL de soluc&o de carvao ativado (Sigma)
e dextran (Sigma) (0,25 mg carvao + 0,025 mg dextran / 100 mL Tris HCI 0,05 M pH 7,4
— em todos os tubos, exceto tubos TC), a temperatura de 4°C, em pipetagem maxima
de 4 minutos entre inicio e final. O material € centrifugado por 15 minutos, a 3000 rpm e
4°C, o sobrenadante invertido em tubos plasticos de cintilagdo, sem agitacdo e realiza-
se adicao de 4 mL de liquido de cintilacdo (Optiphase HiSafe 3 — Wallac). As contagens

séo realizadas em contador de particulas Beta (Wallac).
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10.4  Volumes (solucédo-padrdo, amostras, referéncias, Tris-HCI?, meio Ham-F10,

anticorpo, PGF2a radioativa, solugcdo carvdo ativado e dextran,

liquido de cintilacédo)

adicionados aos tubos NSB®, TC® B0 curva padrdo, referéncias e amostras, nos

radioimunoensaios de PGF2a.

12 Etapa NSB TC BO Curva Referéncias  Amostras
padréo
Curva padrao - - - 100pL - -
Amostras - - - - - 100pL
Referéncias - - - - - 100uL
Tris-HCI 200uL 200uL 100uL - - 100uL
Meio Ham F-10 100pL 100pL 100pL 100pL 100pL -
Anticorpo - - 100uL 100pL 100pL 100pL
PGF2a radiooativa 100pL 100pL 100pL 100pL 100pL 100pL
22 Etapa
Solugéo carvao 500pL - 500pL 500pL 500uL 500uL
ativado + dextran
Liguido de Cintilacdo 4 mL 4 mL 4 mL 4 mL 4 mL 4 mL

& Solugéo tamp&do 0,05 M pH 7,4

b Non-specific binding (Ligacdes nao-especificas)
“Total Count (LigagGes totais)

4B zero
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Resumo

Luz, M.R. Funcéo luteal e lutedlise em cadelas: aspectos morfo-funcionais, Sao
Paulo. Botucatu, 2004. 150p. Tese (Doutorado em Reproducao Animal) — Faculdade
de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Campus de Botucatu, Universidade Estadual
Paulista — UNESP.

Os mecanismos luteotroéficos e luteoliticos que controlam a funcéo luteal em cadelas
tém sido investigados. Este estudo avaliou as concentragcfes plasmaticas de PGFM
e progesterona ao longo da gestacao e do diestro, e do estradiol a partir do dia 40 da
gestacdo ou diestro; a producgédo in vitro de PGF2a através de cultivos de explantes
de endomeétrio, corpo Iuteo e placenta, com ou sem estimulo por PDBu; a ocorréncia
de apoptose nas células luteais; e o envolvimento da enzima caspase-3 na lutedlise
em cadelas. Foram utilizadas 17 cadelas sem-raca-definida, divididas em dois
grupos: diestro e gestacdo. Foi verificado que a queda das concentracoes
plasmaticas de progesterona em cadelas é um fenémeno lento e gradativo, que
ocorreu a partir do terco inicial da gestacdo ou do diestro. As concentracdes basais
de progesterona foram atingidas nos dias 64 e 66 da gestacdo e diestro,
respectivamente. Altas concentracdes de PGFM e estradiol foram detectadas na
segunda metade do diestro e da gestacado. Ocorreu aumento progressivo de PGFM
na segunda metade da gestacdo, e ndo no diestro, que culminou com um pico pré-
parto. Os cultivos in vitro evidenciaram que o endométrio possui grande capacidade
de producédo de PGF2a, estimulado ou ndo por PDBu, superior aos explantes de
corpo luteo e de placenta, e mais pronunciado nos explantes de endométrio de
cadelas gestantes comparados aos de cadelas em diestro. As analises histolégicas
por HE e CEC evidenciaram raras células apoptéticas no corpo lateo das cadelas
gestantes e em diestro, com células luteais integras detectadas nos corpos lateos de
cadelas no final da gestacao, pos-parto imediato e aos 65 dias do diestro. Material
sugestivo de corpus albicans foi evidenciado nos ovarios oriundos das cadelas aos
75 e 85 dias do diestro. As concentractes de UAF/ug/ptn de caspase-3 nao diferiram
entre as cadelas gestantes e em diestro. Também foram detectadas concentracdes
de UAF/ug/ptn de caspase-3 no material sugestivo de corpus albicans.

Palavras-chave: cadela, corpo lateo, lutedlise, funcéo luteal, caspase-3.
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Abstract

Luz, M.R. Luteal funtion and luteolysis in bitches: morpho-functional aspects, Séao
Paulo. Botucatu, 2004. 150p. Thesis (PhD in Animal Reproduction) — Faculty of
Veterinary Medicine and Animal Science, Campus of Botucatu, Universidade
Estadual Paulista — UNESP.

Luteotrophic and luteolytic mechanisms that control the luteal function in bitches are
being investigated. This study evaluated the PGFM and progesterone plasma
concentrations throughout pregnancy and diestrus, and plasma estradiol
concentrations from day 40 of pregnancy or diestrus on; the in vitro production of
PGF2a from explants of endometrium, corpus luteum and placenta cultures, with or
without PDBu stimulation; the occurrence of apoptosis in the luteal cells; and the
involvement of the enzyme caspase-3 in the luteolysis in bitches. Seventeen cross-
bred bitches, divided into 2 groups were used: diestrus and pregnancy. It was
observed that the decrease of the plasma progesterone concentrations in bitches is a
slow and gradual process, wich happened since the initial third of pregnancy or
diestrus. The basal values of progesterone occurred at days 64 and 66 of pregnancy
and diestrus, respectively. High plasma concentrations of PGFM and estradiol were
detected at the second half of pregnancy, and not of diestrus, and culminate with a
pre-partum peak. The in vitro cultures showed that endometrium has a big capacity of
PGF2a production, stimulated or not by PDBu, and superior to corpus luteum or
placenta explants, and also much more pronounced in the endometrium explants
from pregnant compared to diestrus bitches. The histological analysis by HE and
CEC showed rare apoptotic cells in the corpus luteum from pregnant and diestrus
bitches, with intact luteal cells detected in corpora lutea from bitches in final
pregnancy, immediate post-partum period and at 65 days of diestrus. Material
suggestive of corpus albicans was evidenced in the ovaries of bitches on days 75
and 85 of diestrus. The concentrations of UAF/ug/ptn of caspase-3 did not differ
between pregnant or diestrus bitches, and was also detected in the material
suggestive

of corpus albicans.

Key-words: bitch, corpus luteum, luteolysis, luteal function, caspase-3.
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